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Ser: senna
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SOP: sustanciagris periacueductal
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SNP: sistemanervioso periférico
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T3: triyodotirosina
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A
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Trp: triptófano

TEH: tirotropina
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UI: unidadesinternacionales
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Resumen

El Péptido Liberador de Gastrina (GRP) es un péptido de 27 aminoácidos quefue

aisladopor Mc Donaldy cols. en 1977detejido gástricoporcinoeidentificado posteriormente

en el SistemaNervioso Central (SNC) de mamiferosy en el hombre(Moghirnzadehy cols.,

1983; Price y oMs., 1984). Asimismo, GRP es un estimulador potente de las secreciones

pancreáticay gástricaen animal de experimentacióny en humano (Knigge y cols., 1984;

Knuhtseny cols., 1984).

Ademásde su localización entejido gástricosehaencontradoinmunorreactividada

GRP asi como receptoresespecíficosen el tejido cerebral, principalmenteen el hipotálamo

(Moodyy cols., 1981).GRPregulalatemperatura,el apetito,y tambiénínter ieneenel control

de las funcionescardíacay gástrica(Brown y cols., 1977; Gibbsy Smith, 1988; Malchlouf y

Schubert, 1988; Walshy cols.,1988). Además,01Wparticipaenla regulaciónneuroendocrina

delasecrecióndehormonashipofisarias;porejemplo,GRPinhibe indirectamentelasecreción

de hormona de crecimiento (GH) y prolactina ((‘RL) in vivo (Kentroti y cols., 1988ay b;

Manzanaresy cols., 1991).

Su abundanciaenel SNC,concretamenteenelhipotálamo,apuntahaciaunafinalidad

coordinadaconel factor liberadorde corticotropina(CRE) en el procesoderegulacióndeleje

hipotálamo-liipóflsis-adrenal(¡-IHA), implicado en la fisiopatologíade algunasalteraciones

mentalesquecursancon ansiedad,como sonla depresión,anorexianerviosay bulimia.

El presentetrabajohatenido comoobjetivo en primer lugar estudiar laparticipación

de GRP en la regulación del eje lIRA en condicionesbasales.Paraello sehan realizado

experimentostanto in vivo como in vito.

Los experimentosin vito revelan queGRPactivael eje HHA y aumentala liberación

decorticotropina (ACTH) y corticosteronaactuandoatravésdesu receptoralos tresniveles

del eje HHA, esdecir, en el hipotálamo, aumentandola liberación de CRE, en la hipofisis,

aumentandola liberación de ACTH, y en la glándulaadrenal,aumentandola liberación de

corticosterona.Asimismo, seha observadoqueGRPno regulade formatónicala liberación

de estashormonasa ninguno de los tres niveles del eje. Por otra parte, y con el fin de
determinarsi la liberación de ACTH inducidapor GRPanivel hipofisario esdependientede

calcio, seestudió el efecto de distintas concentracionesde GRPsobrela liberación deesta

hormonatanto en condicionesfisiológicas(concentracióndecalcioextracelular1,5 mM) como
en concentracionesbajasdecalcio extracelular(200 nM), encontrándosequela liberaciónde

ACTH inducidapor GRPesun procesocalcio-dependiente.

Los experimentosin vivo demuestranqueGRPesun potente activadordel eje HHA,

efecto ejercidoanivel central,ya quesu administraciónintracerebroventricular(icv), perono

su administraciónintravenosa(iv). elevade formamareadalasconcentracionesplasmáticas

deACTH y corticosterona.Esteefectopareceestarmediadotanto porel receptordeGRPcomo

por el de CRE, ya que la administración de antagonistasde ambosreceptoresbloqucala

secreciónplasmáticade ACTH y corticosteronainducida por GRP.Asimismo, y medianteel

uso de estosmismos antagonistasseha observadoquetanto GRPcomoCRE no regulande

formatónicala secreciónplasmáticade ambashormonas.
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Una vez descritas tanto la vía de administración, como las dosis, los tiemposy el

mecanismode acción por el cual GRP activa el eje HHA, y tras no haberseencontrado

evidencias de su participación en la regulación endógena de la secreciónde ACTH y

corticosteronaencondicionesbasales,sedecidióestudiarlaposiblefunciónfisiológicadeeste

neuropéptidoy la implicación del receptordeGRPtrasla activacióndeleje lIlIA ensituación

de estrés,y compararlaconel efectoque CRE(el activadormáspotentedeleje HHA conocido

hasta ahora) ejerce sobre estos procesos. Para ello se han utilizado los antagonistas

mencionadosanteriormente,y se ha observado,como ya era sabido, que el estrés por

restricción de movimientos produce una gran elevación de la secreción de ACTH y

corticosterona,pero queademás,eseaumentoesatenuado,no sólo comoeraprevisible tras

el bloqueoprevio conun antagonistadel receptorde CRE,sino quetambiénposeeel mismo

efectoun antagonistadel receptorde GRP.

Dadala importanciade la serotoninaen la regulacióndel eje HHA, el objetivo del

siguiente bloque de experimentosha sido caracterizarel papelde GRP sobrela actividad

serotoninérgícadelnúcleoparaventriculardelhipotálamo(NPV) tantoensituaciónbasalcomo

de estrés, así como los mecanismos eventualmente implicados en dicho efecto. La

administraciónicv deGRPaumentala actividadserotoninérgicaenel NPV, efectoqueparece

estarmediadoporel receptorde GRP, perono por el de CRE; asimismo,sehaobservadoque

tanto GRPcomo CRE no regulande forma tónica la actividad serotoninérgicaen el NPV en

condicionesbasales,perosí en procesosde estrés.

En la última parte de experimentos se ha estudiado el efecto que produce la

administración icv de GRP sobre la regulación de la expresión génica de CRE,

proopiomelanocortina(POMC) y proencefalina(PENK) y cómo dicho efecto eventualpodría

modificarsea lo largodel tiempo. La medidadelARNm de estospolipéptidosse harealizado

mediantetécnicasdehistoquimicaporhibridación in situ, endistintasregioneshipotalámicas

ehipofisarias,áreasenlasqueseexpresandichosprecursoresen altaproporción.Estasson

el NPV y el núcleoventromediál(NVM) del hipotálamo,y los lóbulos anteriore intermediode

lahipófisis. GRPelevalos nivelesdeARNm de CREenel NPV, 120mm trassu administración,

mientrasque la expresióngénicade PENK alos tiempos estudiadosno se modifica ni en el

NPV ni en el NVM. Porúltimo, GRP elevade forma marcadalos nivelesdeARNm dePOMO en
el lóbulo anterior (60y 120 mm tras su administración) e intermediode la hipófisis (30y 60

mm tras su administración).

Enconclusión,los resultadospresentadosponendemanifiestoqueGRPesun potente

activadordel ejeU HA, actuandodeformacoordinadaconCREenla regulacióndelasecreclon

deACTH y corticosterona,y demuestranla implicación deGRPen el aumentode lasecreción

hormonal adrenohipofisariay de la actividad serotoninérgicaen el NPV que seproduceen

situacionesde estrés.Aparentemente,esteneuropéptidoescapazdemodificar la expresión

génicadeCRF enel NPV y POMC enlahipófisis encondicionesbasales.Todoello apuntaque

GRP podría ser un nuevo secretagogode ACTH y corticosterona,y sugiere la eventual

aplicación de antagonistas de GRP en el tratamiento de patologías relacionadascon

determinadostipos de estrésquecursancon alteracionesdel eje HHA comoson la ansiedad

y/o la depresion.
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1. El eje hipotálamo-hipófisis-adrenal

El mantenimiento de la honieostasis es fundamental para la supervivencia del

individuo y propagaciónde su especie. Paraello, debe existir una coordinaciónentre las

condicionesambientalesexternasy los procesosfisiológicos quematerializan la respuesta.

Así, los seresvivos han desarrolladouna serie de mecanismosy sistemasquelespermiten

mantenerestahomeostasisy adaptarsede estemodo al ambiente.

Con estefm, los mamíferos,han desarrolladoun procedimientodedefensacomplejo

que incluye algunosde los componentesdel SistemaNervioso Central(SNC), comoson el

núcleo paraventricular del hipotálamo (NPV), distintos núcleos noradrenérgicosdel tallo

cerebral,elejehipotálaino-hipófisis-adrenal(lIlIA) y elsistemanerviosoautónomo.El objetivo

de todosestossistemasen su conjuntoesmantenerlahomeostasistanto en situaciónbasal

comodeestrés,eintervenirenla regulacióndefuncionescorporalesfundamentales,comoel

tono cardiovascular,la respiracióny el metabolismo.La activaciónde estossistemasinhibe

algunasfunciones ejercidaspor el SNC, como son el comportamientosexualy la conducta

alimenticia, y encambioestimulaotras,comosonlas emociones.Porotraparte, la activación

de estos sistemastambiénaltera funciones reguladaspor el sistema nervioso autónomo

periférico, comosonla funcionalidadgastrointestinaly la respuestainflamatoriae inmune.

El eje HHA esun sistemaqueíntegratresniveles diferentes.Laactivacióndeesteeje

se inicia en el NPV, con la liberación del factor liberador de corticotropina (CRE) a la

circulaciónportalhipofisaria.Enlahipófisis anterior,CREactúasobresusreceptoressituados

aestenivel paraestimular asíla liberaciónde la hormonaadrenocorticotropao ACTH, quea
su vez actúa sobre las glándulas adrenalespara inducir la sintesis y liberación de

glucocorticoides,corticosteronaen roedoresy cortisol en primatesy en el hombre. Los

glucocorticoidesejercenun efectoderetroalinaentaciónnegativasobrelasecrecióndeCREy

ACTH. Estaalteración hormonal respondea distintos estímulos estresantesy a cambios

debidos a la adaptacióndel individuo a su entorno, así como a procesos fisiológicos

endógenos.

1. Hipotálamo y núcleo paraventricular del hipotálamo: neuroanatomia y
neuroendocrinologia

El hipotálamo estálocalizado en la basedel cerebroanterior, por debajodel tálamo

(figura 1)y estádividido endospartesporel tercerventrículo.El hipotálamocontieneasu vez

distintasregiones,cadaunade ellasformadaporcuerposcelularessituadosdeformabilateral

enrelaciónal tercerventrículo (Zaborszky, 1982).

Distintas fibras nerviosasconectanel hipotálamocon la cortezacerebral,el tálamo,

otraspartes del sistemalimbico (comoel hipocampo, la amigdalay el septum)y la médula

espinal.Lasneuronasdeestasregionescerebralesliberanneurotransmisoresqueregulanlas

neuronashipotalámicas(Martin, 1985).
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FIG TiRA 1
El hipotálamo y la hipófisis

hiootólamo

hib¿f¡sis

(b)

AtENOHIPÓFISIS

tólomo

yl¿ndulapineal

cerebelo

médula espinal

infundíbulo 1
lóbulo ~osteriorj

4— flujo Sanguíneo arterial

NEUROHIPÓFISIS

arteria hipofisanio inferior

flujo Sanguíneo venoso

lóbulo intermedio

(a) El hipotálamose encuentraen la basedel cerebromedio,por debajodel tálamo; la hipófisis se
encuentraunidaala eminenciamediahipotalámicaporelinfundíbulo.(1>) Conexionesentreelhipotálamo
y la hipófisis y principalessubdivisionesde la hipófisis.

Es importantedestacarlagrancantidaddefuncionesqueTealizanlos distintosnúcleos

hipotalámicos.Ademásde sintetizarhormonas,el hipotálamo: a) regulael sistemanervioso

(a) cuerpo calloso
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autónomosimpáticoy parasimpático quecontrolalas funcionesviscerales;b) intervieneen
la regulaciónde la temperaturacorporaldel organismo; e) contiene el «reloj biológico” que

regula los ritmos biológicos del organismo; d) regula el balanceelectrolítico; e) controla el

comportamientoemocional(enfado,miedo,euforia,ansiedad)y otros tiposdecomportamiento

como hambre,sed, agresióny comportamientosexual(Zaborszky, 1982;Martin, 1985).

El hipotálamo contiene además células neurosecretorasencargadasde liberar

hormonas.Existen dosgruposde célulasneurosecretorashipotalámicasagrupadasendos

sistemas:el sistemamagnocelulary el sistemaparvocelular:

a)SistemamagnocelulanLascélulasneurosecretorasmagnocelularesestánlocalizadas

en el NPV yen el núcleo supraóptico(NSO). El NPV contienedos tipos decélulas,un

grupo quesintetizaoxitocina y otro grupo que sintetizaarginina-vasopresina(AVP).

Asimismo, el NSO tambiénproduceoxitocinayvasopresina.Estascélulasseproyectan

hastael lóbulo neuralde lahipófisis, dondeestashormonasseliberan apartir delas

terminacionesnerviosas(Swansony Sawchenko,1983).

14 El sistemaparvocelular: Lascélulasneurosecretorasparvocelularesseencuentran
en el áreapreóptíca,núcleoventromedial(NVM), núcleo arqueado(ARC), NPVy NEO,

y se proyectanhastala eminencia media (EM) del hipotálamo. Estaúltima región

contienevenasportaleshipofisariasquedesembocanenlaadenohipófisis.Los axones

de lasneuronasparvocelularesdesembocanen la EM, dondeforman terminaciones

sobre el espaciopericapilar que rodea los capilaresdel sistema portal hipofisario

(Antoni, 1986a). De estaforma, las hormonashipotalámicas (llamadashormonas

hipofisiotrópicas) se liberan en la EM (tabla 2), desde donde se incorporan a la

circulaciónportal hipofisaria, alcanzandolaadenohipófisis,dondeasu vezregulanla

liberacióndedistintashormonas.Paraserllamadashipofisiotrópicas,estashonnonas

debencumplir tres condiciones: a) estarpresentesen la EM; b) presentarniveles

mayoresen circulación portal hipofisaria queen el restodel sistemacirculatorio; c)

presentarnivelesen circulaciónportalhipofisariacorrelacionablesconlasecreciónde

la correspondientehormonahipofisaria (Sarkar, 1983).

El N PVdelhipotálamoposeeochosubdivisiones,tresmagnocelulares(anterior,medial
y posterior), cuyasneuronasemitensus axonesala neurohipófisis,y cinco parvocelulares

(periventricular, anterior, medial, dorsaly lateral), cuyasneuronasemiten susaxonesala
zonaexternade la EM y adistintos núcleosdel tallo cerebraly dela médulaespinal,algunos

de los cuales están relacionados con el sistema nervioso autónomo. Por otro lado, las

neuronasde este núcleo recibenaferencíasdel tallo cerebral, de las regioneslimbicas del

telencéfaloy del hipotálamo, incluyendo el áreapreóptica, los núcleos supraquiasmático

(NSQ), ARC y NVM, el núcleo subfornical y las áreashipotalámicasanteriory lateral. Estas

proyeccionesson pequeñas,exceptuandolas aferenciasdel ARC y del áreasubfornical,y

alcanzanel NPV paracontinuary terminar enotras regiones,comola EM, y enmenormedida

el tallo cerebraly la médulaespinal (Swansony Sawchenko,1983).
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tTABL4 1
Honnonassintetizadasy liberadas a partir de célulasneurosecretorasdel hipotálamo

Aiea hipotalámica Síntesishormonal

Área preóptica •Hormonaliberadorade hormona

luteinizante(LII- RBI
•llormona liberadorade tirotropina(TRH)

Núcleosupraóptico •En la regiónruagnocelular:
c~ AVP
o Oxitocina

•En la regiónparvocelular:
o ORF

Núcleoparaventricular •En la región¡nagnocelular:
t~ AVP

~“ Oxitocina

•En la región paivocelular:

t:.~ OPIr

~ TElA

Núcleoventromedial •Hormona liberadorade sornatotropina(OH
RU)
•Sotnatostatir,a

• CRP

•TRH

Núcleoarqueado

Eminenciamedia

•TRH

•CRF’

•CH-RH
•Eomatostatina

Numerososcuerposcelularesde neuronasparvocelularesqueseproyectanala zona

externade laEM contienenunaaltaconcentracióndeCRF (Antoní, 1986a),un péptido de41

aminoácidosquees la principal hormonaencargadade activar el eje HHA, comoseexplicará

posteriormente.Estasneuronastambiéncontienenel ARNm quecodificael precursorde CRF

(Youngy cols., 1986a). Se hadescrito que CRFy AVP, y susrespectivosARNm coexistenen

lasneuronasparvocelularesdelNPV queterminanenla EM (Tramuy cols., 1983;Sawchenko

y cols.,1984ayb; Wolfsony cols., 1985). De hecho,CEFy AVP estánpresentesenlasmismas

vesículassecretorasde lazonaexternadela EM, lo que sugierequepuedenserliberadosde

formaconjunta(Whitnally cols.,1985).Tambiénexistenotrospéptidosco-localizadosconCRF

en estasneuronas,comoangiotensina11 (Líndy cols., 1985)y octapéptidoamino-terminalde

colecistoquinina (CCK-8; Mezey y cols., 1986). El conjunto de sustanciasneuroactivas

localizadasen el NPV seresumeen la tabla 2.

Asimismo, pero en menor medida, existen neuronasque contienen CRF que se
proyectanhacía la zonainternade la EM desdela región magnocelulardel NPV. En estas

neuronas,CRF coexiste con AVP (Sterbay Schober, 1979), oxitocina (Sawchenkoy cois.,
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198414,angiotensina11 (Hoffmany cols., 1982)y CCK-8 (Vanderhaegheny cols., 1985).

Todos los péptidosmencionadosanteriormenteinducen la secreciónde ACTH en la

adenohipófisis,por lo quese lesconsiderasecretagogosdeACTH.

TABLA 2
Sustandos neuroactivasidentificadas en el núcleo paraventricular

Sustancia neuroactiva Subdivisión del núcleo

paraventricular en la que
seeiituentia

A. Oveq~o celular

Oxitocinay vasopresina División rnagnocelularprincipalmente,

tambiénparvocelular

Soniatostatina Subdivisiónperiventricular

parvocelular

Dopamina Subdivisiónperiventricular

parvocelulary regionesadyacentes

metionina-encefalina(met.

enk> y leucina-encefalina(leu-

enk)

División parvocelulary magnocelular.

Predominamet-enksobreleu-enk

Neurotensina Subdivisiónmedialy periventricular

parvocelu lar

Dinorfina Coexisteconvasopresinaen división

magnocelular

Snstancia1’ División parvocelular

Olucagón División magnocelular

Renina En neuronasoxitocinérgicasen
división magnocelular

CRE’ Subdivisiónanteriory medial

parvocelular

ACTH (1-39>y

~-endorf¡na

División magnocelular
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Sustancia neuroactiva Subdivisión del núcleo Procedencia
paxaventrictilar en la que
Se encuentra

B. Fibras ytenninales

Noradrenalina División parvorelular.Tambiénen Células

neuronasvasopresinérgicasen catecolaminérgicas

división magnocelular AI(médulaventral>,

A2 (núcleodel tracto
solitario)y Ad (locus

coeruleus)

Adrenalina División parvocelular Células

oateo olani inérg icas

C1(médulaventral)y

02 (núcleodel tracto
solitario)

Serotonina División pa¡vocelulary células Núcleodorsaly medial
oxitocinérgicasde la division del rafe

magnocelular

Acetilcotina Neuronascolinociceptivas Desconocida

ACTI-I (1-39), Subdivisiónperiventricular,dorsaly núcleoarqueado

[1-endorfinay hormonaa- medial parvocelular

estimulantedel melanocito

Péptidointestinal vasoactivo Subdivisiónperiventricular Desconocida.Quizás

parvocelular núcleosupraópttco

Ácido v-aminobutirico (GABA) Distribución detalladaen el núcleo Desconocida

paraventriculardesconocida

TRH División parvocelularprincipalmente. Desconocida

Tambiénendivisión uxagnocelular

Polipéptidopancreático Presenteen fibras en el núcleo Desconocida

paraventricular

Bradiquinina Presenteen pocasfibras delnúcleo Desconocida

paraventricular

Prolactina(FRL) Presenteen fibras del núcleo Desconocida

paraventricular

Angiotensinaíí Varicosidadesdispersasen el núcleo Desconocida
paraventiic ular

(Tomadode Swansony Sawchenko,1983)
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2. Hipófisis: neuroanatomía y neuroendocrinología

La hipófisis esunaglándulaqueseencuentraunidaal hipotálamo,concretamentea

nivel dela EM, porel pedúnculohipofisario. Estádividida entrespartes:lóbulo anterior (pars

distalis), lóbulo intermedio (pars intermedia) y lóbulo posterior (pars nervosa). De forma

conjunta, el lóbulo anterior y el intermedio forman una verdaderaglándula endocrina,la

adenohipófisis,mientras que el lóbulo posterior, también llamado neurohipófisis es una
extensión del hipotálamo y por tanto estáformadapor tejido neural (figura 1). La hipófisis

secretadiezhormonasapartir de sustreslóbulos (tabla .3),y estasecreciónesreguladapor

el hipotálamo(Brown, 1994).

TABLA 3
Hormonassintetizadasy liberadaspor I« hipófisis

Lóbulo hipofisario Síntesishormonal

Lóbulo anterior •Hormonade crecimientoo somatotropina

(Gil>

•ACTH
•Hormonaestimulantedel tiroides o

tirotropina(TSH)

•Prolactma<PRL)

•Gonaclotropinas:
~- Hormona estimulante del foliculo

(PSH)

fl’ Hormona luteinizante <LII)

Lóbulo intermedio •Hormonaestimulantedel melanocito(MSI-l)

•IS.endorfina

Lóbulo posterior • Oxitocina
•AVP

2.1. Neurohlpófisis

La neurohipófisis, como se ha mencionadoanteriormente, es una proyección del

cerebroformadapor tejido neural.Contieneel lóbulo posteriordela hipófisis y unapartedel

pedúnculo hipofisario, llamado infundibulo, que contiene los axones de las células

neurosecretorasbipotalámicas.Estascélulasneurosecretorasestánlocalizadasen el NEW y

NSO del hipotálamo,núcleosen los quesesintetizan oxitocinay AVP, queson liberadasen

estaregiónhipofisaria (Brown, 1994).

2.2. Adenohipóflsis

La adenohipófisis,como se ha indicado anteriormente,es una verdaderaglándula

endocrina,constituidaporellóbulo anterioreinterinedio,yseencuentraunidaalhipotálamo

13-



Introducción

por una parte del pedúnculo hipofisario llamada pars tuberalis, que contiene los vasos

sanguíneosdel sistema portal hipofisario. Las terminaciones nerviosas de las células
neurosecretorashipotalámicasterminan en la EM, desdedondelashormonasliberadaspor

estasneuronasseliberanala circulaciónportal hipofisaria, alcanzandoasíla adenohipófisis.

El sistema portal hipofisario, que conecta el hipotálamo con la hipófisis, es

relativamentecomplejo. Laarteriasuperiorhipofisariadesembocaenla EM, dondeseforman

una serie de capilares, llamados en su conjunto “plexo primario”, donde las hormonas

hipotalámicassonliberadas.Estashormonasviajanatravésdelasvenasportaleshipofisarias

delaparstuberalishastaotraseriede capilaresen la adenohipófisisllamadosen su conjunto

“plexo secundario”. En este lugar, las hormonas hipotalámicas estimulan las células

hipofisariasparaliberar sushormonas,desdedondealcanzanla circulacióngeneral(Brown,

1994).Ademásdeliberarseenelpíexosecundario,algunashormonasadenohipofisarias,como

prolactina (PRL), se liberan en el liquido cerebroespinal(Lenhardy Deftos, 1982).

3. Glándula adrenal: neuroanatomía y neuroendocrinología

Existen dosglándulasadrenales,cadauna de ellas situadasobrecadariñón. Cada

glándulaadrenalcontieneasu vezdosglándulasendocrinas:la médulaadrenal,situadamás

internamente,y la corteza,querodeala médula(figura 2).

3.1. Médula adrenal

La médulaadrenailesunaglándulaendocrinacuya secreciónestácontroladapor el

sistema nervioso simpático. A partir de estaglándulase liberan a la sangreadrenalina,y

noradrenalina(NA). La adrenalinase liberatrasunasituacióndeestrésdebidoacondiciones

ambientalesextremas,comoel frío, o ensituacionesdepeligro,y actúaelevandola frecuencia

cardiacay los niveles plasmáticosdeglucosa,lo quecontribuye aaumentarla capacidadde

trabajoqueel músculopuederealizar. La NA elevalapresiónarterialy producela contracción

de los vasossanguíneos.

Además, la médulaadrenal libera pequeñascantidadesde dopanaina(DA) y otras

sustanciasno catecolaminérgicas(Brown, 1994).

3.2. Cortezaadrenal

La corteza adrenal sintetiza y liben tres tipos de hormonas esteroideas:

mineralocorticoides,glucocorticoidesy andrógenos.

La sintesisy liberación deglucocorticoides(cortisoly corticosterona)seestimula por

ACTH. Estashormonasmodulanel metabolismode glucosay otros nutrientesorgánicosy

transformanlasgrasasy proteinasen carbohidratos.Además,los glucocorticoidesseliberan

tras una situación de estrésy ejercen funciones antiinflamatorias e inmunosupresoras:

inhiben la respuestainflamatoria y alérgicay la producción de linfocitos por el sistema

-14-



Introducción

inmune.

La aldosteronaesun mineralocorticoideque interviene en el metabolismode sales

minerales.Susecreciónseestimulaal disminuir los nivelesdesodio,y al liberarseincrementa

lareabsorciónde ionessodioenel riñóny lasglándulassalivares,principalmente. Porúltimo,

la corteza adrenal libera pequeñascantidadesde andrógenos(dehidroepiandrosteronay
androstenodiona),quedebido asu bajapotenciarespectoala testosterona,no poseenuna

fúnción fisiológica relevanteen el hombre,aunquesi la tienenen la mujer.

FiGURA2
La glándula adrenol

<a) glándula

odrenal

rá~ón

(b)

corteza

médula

(c)

CORTEZA <

MÉDULA

cápsula de tejido conectivo

zona
glomeruloso

zona
fosciculota

zona
reticulonis

— a¡dosterona

Ecortico ¡des

glucocortico¡des y
hormonas sexuales

—. adrenalina y noradrenolina

1$.

(a) Situaciónde la glándula adreno!, encimodel riñón. Ib) Seasión tronsversaldelagló.ndulaaclrenal,
mostrandola cortezay la médula. (c) Seccióntrar,sversalde la glándula oílrenal, mostrando las
dtferentescopasde la cortezaquerodean la médulay las hormonasliberarlas en cadaunadeellos.
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La corteza adrenál no es una glándulahomogénea,ya que estáfonnadapor tres

láminaso tejidos (figura 2): Laláminamásexterna-zonaglomerulosa-contienegrancantidad

de enzimasnecesariospara transformarcorticosteronaen aldosterona,pero carecede los

enzimasnecesariospara la síntesisdecortisol y andrógenos.Por lo tanto, enestaláminase

sintetizaaldosteronaprincipalmente.Porel contrario, lazonafasciculatay la zonareticularis

presentanun perfil enzisnáticodiferente, por lo que secretancortisol y andrógenosy no

aldosterona(Brown, 1994).

4. Hormonas del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal

4.1. Factor Liberador de Corticotropina (ClIP>

‘1.1.1. Descubrimientoy caracterización

Harris, en 1948, fue el primer investigador en postular la existenciade hormonas

hipotalámicasquepodrian ser liberadasdesdela EM hipotalámicahastala hipófisis, y así

modularla secreciónde hormonashipofisarias.En 1955, Guillermin y Rosenberg,y SalIran

y Schally, demostraronde forma independientela existenciade un factor presenteen el

hipotálamo que podríaproducir la liberación de ACTH en hipófisis de ratasintactas.Esta

sustanciafuellamadafactorliberadordecorticotropinao CREporsu capacidadparaestimular

la secrecióndeACTH. A pesarde queCREfue el primer factorliberador hipotalámicoen ser

descubierto,su estructuranofue determinadahastamuchosañosmástarde.En1981, Spiess

y cols. detenninaronla estructurade CRE apartir de hipotálamobovino, y esemismo año,

Valeycols. aislaron,caracterizaronysintetizaronestepéptido,queconstade41 aminoácidos

(figura 3) y presentahomologia con dos péptidosaisladosen invertebrados,urotensina1 y

sauvagina(Fisher, 1989)

La secuenciade estepéptido fue posteriormentedeterminadaen oveja,rata, cerdo,

cabra, vaca y hombre; en todos los casoseste péptido contiene 41 aminoácidosy una

estructuraprimaria similar (Rivier y Plotslcy, 1986). Curiosamente,la estructurade CRE es

similar en ratay humano (Fisher, 1989). Hoy en dia seconsideraque el péptido sintetizado

porValey cols. en 1981 esel principal factor queproducela liberadorde ACTH, tanto enrata

(Rivíer y cols., 1982a)como en humanos(Grossmany cols., 1982). Pareceser que los dos

residuosde leucina (Leu) en las posiciones 14, 15 y 37, 38, y los grupos básicos en las

posiciones16 y3S sonfundamentalesparalaactividadbiológica de estepéptido(Valey cols.,

1983a).

‘4.1.2. Distribución y receptores

Enlineasgenerales,seha detectadoinnaunorreactividadaCREprincipalmenteen el

hipotálamode rata(NPV y zonaexternade la EM; Bloom y cols., 1982)y en áreasdel sistema

limbico, concretamenteen estructurasimplicadas en la regulación del sistema nervioso

autónomo y en regiones relacionadascon el procesamientode la información sensorial.

Además,existeCREen el telencéfalo,corteza,núcleocentralde laamígdala,bulbo olfatorio,
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algunos núcleos talániicos, sustancia nigra, sustanciagris periacueductal (SGP), locus

ceruleus(LC), núcleo del tracto solitario (NTS), núcleos parabraquialesdorsaly ventral y

algunos núcleos del cerebelo (Dunn y l3erridge, 1990). Asimismo, se ha detectado
mmunorreactividada CRE en el lóbulo posterior de la hipófisis (Bloom y cols., 1982), y en

sangreportalhipofisaria (enunaconcentraciónde 104,9±9,7pmol/ ml plasma,mientrasque

en sangreperiférica estaconcentraciónesmucho menor 27 5 + 6,8 pmol/ml plasma;Gibbs

y Vale, 1982). En humanos, se ha detectadoinmunorreactividad a CRE en hipotálamo,

pedúnculohipofisario, lóbulo posteriordelahipófisis, tálamo,corteza,cerebelo,pons,médula

oblongatay médulaespinal. Fueradel SNC,es importantedestacarla presenciadeCRE en

la glándulaadrenalen humanos(Suday cols., 1984).

FIGURA 3
Estructura deCRF ovino, humanog¡ derata

CFF ovino

H-Ser-Gtn-Glu-Pro-Pro-lle-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-His-Leu-Leu-Arg-Glu-Val-Leu-Glu-Met-Thi-Lys-

Ala-Asp-Gln-Leu-Ala-Gln.Gln-Ala-His-Ser-Asn-Arg-Lys-Leu-Leu-Asp-lle-A1a-NH~

0FF humanou de rata

H.Ser-Glu-Glu-Pro-Pro.lle-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-His-Leu-Leu-Arg-Glu-Val-Leu-Glu-Met-Aia-Arg-Ala-

GIu-Gln-Leu-Ala.Gln-Gln.Ala-His-Ser-Asn-Arg-Lys-Leu-Met-G1U-lle-Ile-NH2

Lasdiferenciasen lasecuenciade0FF ovinoy humano/rataaparecenresaltadasen negrita

Las neuronasCREérgicasdel NPV contienenvesículassecretorasde 80-100 nm con

inmunorreactividadaCRE. LasdendritasdeestascélulastambiéncontienenCRE.Del cuerpo

celularderivaun únicoaxónquesueleramiñcarsey establecerconexionesconotrasneuronas

CRFérgicasdel NEW (Antoní, 1986a). No se conoce,sin embargo,si un axón es capazde

establecerconexionescon su propio cuerpo celular, lo que explicaría que CRE regule su

propia biosintesis, como han sugeridoOno y cola. (1985a). Los axonesde estasneuronas

formanconexionesconneuronasmagnocelularesdel NPV (Liposits y cols., 1985)y del 1450

(Shioday cols,, 1985). Por último, distintos estudiossugierenquelos receptoresdeACTH
podríanestarlocalizadosenneuronashipofisiotrópicas CRFérgicas,aunquesedesconocesi

estánimplicados en el circuito de retroalimentacióncorta queregula la secreciónde CRE

(Antoni, 1986a).

Hastael momentose handescritodostipos de receptorespara CRE: CRF-1 y CRE-2.

Ambos tienen una estructura bastantesimilar, presentandouna homología del
700/o, y

pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteina O, con siete dominios

transmnembrana(Giguáre y cols,, 1982; Aguilera y cols., 1983; Stenzely cols., 1995). El

receptorCRE- 1 seexpresaprincipalmenteen cerebroe hipófisis <Cheny cois., 1993>,mientras

queCRF-2 se localizaademásen tejido periférico, concretamenteenmúsculo esqueléticoy
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corazón (Kishimoto y cois., 1995). Recientementese ha descrito tanto en rata como en

humanosqueelreceptorCRF-2presentadossubtipos,CRE-2,,y CRF-21~,distribuidosdeforma

diferente, ya que mientras el ARNm del receptor CRF-25 se encuentraexclusivamenteen

cerebro, el ARNm del receptorCRF~2r3se localiza tanto en cerebrocomoen tejido periférico,

concretamenteen músculo esqueléticoy corazón (Lovenbergy cols., 1995). Además, en

humanosse ha identificado un tercer subtipo de receptorCRF-2 en cerebro,al que se ha

denominadoCRF-2~(Kostichycols., 1998).

En cerebro,la distribución de receptoresde CRE coincideen lineasgeneralescon la

distribución de inmunorreactividadaCRF (De Souzaycols., 1985),y su ARNm se encuentra

distribuido en estructuraslimbicas, corticalese hipocampales,enhipotálamo(incluyendoel

NPV y la EM) y en estructuras del tallo cerebral relacionadascon sistemasauditivos,

viscerales, somáticos y vestibulares, además de estar presente en distintos núcleos

cerebelares(Pottery cols., 1994). Asimismo existenreceptoresde CREen hipófisis (De Souza

y cols., 1984). Fuera del SNC, hay que destacarla presenciade receptoresde CRE en la

médula adrenal (flave y cols. 1985), ademásde gangliossimpáticos,estómago,páncreasy
bazo(Udeismany cols., 1986). Entejido cerebralyen hipófisis la unión de CREasu receptor

activalaadenilatociclasa(Aguileray cols., 1986; Chenycols.,1986; Udelsmanycols., 1986),
y en el casode la hipófisis, estehechocontribuye ala regulaciónde la liberaciónde ACTH

(Giguérey cols., 1982). Porotraparte,parecequeel receptorde CRE presentaunaregulación

diferencial encerebroe hipófisis, ya quetanto la adrenalectomiacomola administraciónde

corticosteronaen ratas disminuye la densidadde receptoresen hipófisis, mientrasquelos

receptorescerebralesno sealteran (Wynny cols., 1985; Haugerycols., 1987).

4.1.3. Regulaciónde la secreciónde CRFen el núcleoparaventricular

a) Regulaciónpor catecolaminas

Se consideraque la NA inhibe la liberación de CRE através de un mecanismoa-

adrenérgico(Jonesy l-lillhouse, 1977), al igual quela adrenalina(Rothy cols., 1981; Mezey

y cols., 1984). Asi seha descrito que la activaciónde receptoresa1-adrenérgicosen el NPV

induce la secreciónde CREy que lascatecolanainasactivanneuronasque contienenCRE y

AVP, peronolasquecontienensólo CRE(AI-Dasnlujiy cols., 1987ayb, 1990). Contrariamente

aestehechosehademostradolaexistenciadeun controlpresinápticomediadoporreceptores

a>-adrenérgicosdel NPV y el mecanismopor el cual la activaciónde estosreceptoresinhibe

la liberación de CRE (Ganongy cols., 1976). Por ello, existeunagrancontroversiasobreel

papelquejueganlas catecolaminasen la regulaciónde la secreciónde CRE.

Por el contrario, si existeun consensogeneralsobreel papelminoritario dela DA en

la regulaciónde la liberación de CRE(Eehmy cols., 1980).

b) Regulaciónpor serotonina(5-HT)

El NEW recibeaferenciasserotoninérgicasdelos núcleosdel rafe (Sawchenkoy cois.,

1983). La activacióndereceptoresde serotonina5-1-IT1 y 5-HL aumentala secrecióndc CRE
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en el hipotálamo (Gibbs y Vale, 1983; Nakagamiy cols., 1986; Spinedi y Gaillard, 1991).

Además,la 5-nT facilita la liberación de CRE bioactivo apartir de tejido hipotaláxnico, tanto

por activación directa de neuronashipotalámicas(Buckinghamy Hodges, 1979) comopor

activacióndevías colinérgicasqueconfluyen en estaregión (Janesy Hilíhause, 1977).

c) Regulaciónpor ácido y-aminobutírico (GASA)

Meistery cols. demostraronen 1988lapresenciadeneuronasGABAérgicasenel NEW.

La activaciónde receptoresde GASA inhibe tanto la secreciónportal deCRE (Plotsky y cols.,

1987)comola elevaciónde corticosteronainducidapor estrés(MalcarayStark, 1974; Plotsky
y cols., 1987). Además,GASA inhibe la liberación de CREbioactivo apartir de hipotálamo

rnsladoin vitro (donesy Hillhause, 1977; Buckinghamy Hodges, 1979). Todosestosdatos

sugierenla función inhibitoria quetiene el GASA sobrela liberación de CRE.

d) Regulaciónpor otros neurotransmisoresy neuropéptidos

Existen datos en la literatura que indican como otros neurotransmisores o

neuropéptidospodrían intervenir en la modulación de la secreciónde CRE en el NEW. Por

ejemplo, la acetilcolina (Ach) induce la liberación de CREtanto in vitro (Suday cols., 1987)

como in vivo (Plotsky y cols., 1987) y elevalos niveles de CRE en sangreportal hipofisaria

(Riviery Plotsky, 1986>. El factoratrial natriuréticoylasustanciaPposeenefectoinhibitorio,

mientrasqueangiotensinalíactuaríacomoestimulante(Antoná,1993; Larsenycols., 1993).

CCK-8 coexisteconCREenneuronasparvocelularesdelNPV (Mezeyy cols.,1985y 1986)que

seproyectanala zonaexternadeIaEM (Swansonycols., 1980;Kissy cols., 1984). Porúltimo,

sehaencontradoqueotrospéptidos,comop-endorflnayAVP disminuyenla secrecióndeCRE

en sangre portal, efecto que es bloqueado por antagonistasoploides y del receptor de

vasopresina(Rivier y Plotsky, 1986>.

4.1.4. Efectosendocrinos

Aunque existendistintos factoresconcapacidadde inducir la liberación deACTH, se

consideraqueel factor liberadorde corticotropina caracterizadopor Vale y cols. en 1981 es

el más potente secretagogode ACTH conocido hastael momento (Rivier y Plotsky, 1986).

Distintos estudiosrealizadostanto con anticuerposanti-CREcomocon antagonistasde su
receptorhan demostradoqueestepéptido esel principal factorquecontribuyeala elevacion

deACTH enanimalessometidosaestrés;asi seha observadoquela inmunoneutralización

deCRE endógenomedianteadministracióncentral (Onoy cols,, 1985b)y sistémica(Rivier y

cols., 1982b)de anticuerpoant-CRE es capazde atenuar la elevaciónde ACTH plasmático

producido tras someter a los animales a estrés;este mismo efecto se observó tras la

administraciónintravenosa(iv) delantagonistadelreceptordeCREa-helical(9-41> CRE(Rivier

y cols,, 1984b),y del recientementesintetizadoCP-154,526(Schulzy cols., 1996).

CREescapazdeactivar el eje 1-IHA tanto trasadministracióncentral comoperiférica.
Lo que no estáclaro es si esteefecto activador se produce por difusión de CRE desdelos

ventrículoslateraleshaciala periferia, o por accióndirecta sobreel SNC. Por un lado se ha
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observadoqueCREaaltasdosisaumentala secrecióndecorticosteronaplasmáticaen ratas

tratadascondexametasona,lo quesugiereun efectodirecto deCRE sobrelaglándulaadrenal

(De SouzayVan Loon, 1984). Por otro lado, y de acuerdocon Ono y cols. (l9SSa), existe un

circuito de retroalinientaciónpositiva ultracorto para CRE, de forma que la administración

intracerebroventricular(icv) de CREestimulalaliberaciónde CREendógeno.Estemecamsmo
podríaexplicar la activacióndel eje HHA tras administracióncentralde CRE.

Ademásde su efectosobrela secreciónde ACTH, CRE interviene en la regulaciónde

otras hormonashipofisarias. Así, la administración central de CRE inhibe la secreciónde

hormona luteinizante (LI-!; Rivier y Vale, 1984a; Tayay Sasamoto, 1989) y hormona de
crecimiento (01-1; Rivier y Vale, 1984b), pero no la liberación de hormonaestimulante del

folículo (ESH; Rivier y Vale, 1984a;Tayay Sa.samoto,1989), tirotropina (TSH; Ono y cols.,

1984), o PRL (Tayay Sasamoto,1989). Sin embargo,la administracióniv de CREen ratano

modificalasecrecióndeLH (Riviery Vale, 1984a)yOH(Riviery Vale, 1984b; Katakamiycols.,

1985).

4.1.5. Interacciónentre GREy otros neurotransm¡sores

a) Interacciónconcatecolaminas

Se ha observadoque CRE incrementael metabolismode DA y NA en ratas, pero

dependiendode la dosis administrada y la vía de administración. Kalivas y cols. (1987)

detectaronaumentosde ácido 3,4 dihidroxifenilacétíco(DOPAC)y ácido homovanílico (HVA)

enla cortezaprefrontal, estriadoy núcleoaccumbens(ACC) traslaadministraciónicv dealtas

dosis de CRE. Sin embargo, la administración de CRE en el áreategmentalventral (ATV)

disminuyó lasconcentracionesde estosdosmetabolitosenlacortezaprefrontal. Porotro lado,

Sutíer y cols. (1990) encontraronque la administración de CRE en el LC aumenta las

concentracionesdel metabolito de NA 3,4 dihidroxifeniletilenglicol (DRPC) en la arnigdalay

el hipotálamoposterior.

Esun hechoconocidoqueenprocesosde estrésseproduceliberación de CRE(Rivier

y Plotsky, 1986)y seactivan los sistemascatecolaminérgicos(Dunny kramarcy, 1984). Por

otra parte, existen neuronas noradrenérgicas (Cunningham y Sawchenko, 1988) y

dopaminérgicas(Lipositsy Paují, 1989) enel NPV. De acuerdocon estasobservaciones,y con

el hechode quela NA intervieneen la regulacióndela liberación de CRE (Dun.ny Berridge,

1990),distintos estudiossugirieronqueenprocesosdeestréslos terminalesnoradrenérgicos

delNPV estimulanla liberación deCREatravésdelreceptora
1adrenérgico(Al-Danajulíy cols.,

1987ay b; Plotsky, 1987>. Todo ello lleva a la conclusión de que CRE puedeactivar y ser

activadopor terminalesnoradrenérgicos.

b) Interaccióncon serotonina

La administración icv deCRE no alterael metabolismode 5-HT en rata (Van Loon y

cols., 1982; Dunny Berridge, 1987). Sin embargo,la administracióncentralde dosisaltasde

CREelevólasconcentracionesdelmetabolito de 5-HT ácido 5-hidroxiindolacético(5-I-IIAA) en
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liquido cerebroespinalen palomas (Barrett y cols., 1989) y activó el enzima triptófano

hidroxilasaen ratas(Singh y cols., 1989), aunquesu significado fisiológico no quedaclaro

debidoalasdosis tan elevadasutilizadas.

c) InteracciónconGABA

El hecho de que las benzodiazepinasseancapacesde influenciar la respuestaque

produceCRE endistintostestsde ansiedadsugiereunainteracciónentreCREy lossistemas

GABAérgícos,aunqueno seha descritohastael momentola posible interacciónentreCREy

receptoresdebenzodiazepinas,oentrereceptoresdeCREy benzodiazepinas(Dunny Berridge,

1990). Sin embargo,Sirínathsinghji y Heavens(1989)encontraronquela administraciónde

CRE en estriadoy globo pálido estimula la liberación de OAI3A 1 vivo.

d) Interaccióncon opioidesendógenos

SehademostradoqueexistecolocalizacióndeencefalinayCRE enel NEW, áreamedial

preóptica, núcleode la estría termínalis, núcleoperiventricular del hipotálamo (NPe),áreas

hípotalámicasdorsalesy lateralesy núcleo subincertal(Sakanakay cols., 1989). Ademas,

existen conexionesentre neuronas que contienenACTH y 3-endorfinay neuronas con

inmunorreactividadaCRE enel NPV y en el núcleo de la estriaterminalis (Homby y Piekut,

1989). Porotro lado,CREescapazdeliberar metionina-encefalina(met-enk)ydinorflna tanto

1 vIvo como in vitro (Sirinathsínghji y cols., 1989).

La implicación de los opioídes endógenos en respuestas fisiológicas o
comportamentalesse determinanormalmente utilizando antagonistascomo naloxona o

naltrexona, o anticuerpospara los distintos opioides endógenos.La utilización de estas

herramientasfarmacológicashapermitido confirmar la implicacióndelos opioidesendógenos

en los efectosprovocadospor la administraciónde CRE. Así se haobservadoque lanaloxona

incrementa los niveles plasmáticosde ACTH, cortisol y aldosteronaya elevadospor la

administración iv de CRE en humanos (Conaglen y cols., 1985). Además, los opíoides

endógenosestán implicadosen otras respuestasendocrinasproducidaspor CRE: asíse ha

observadoquela naloxonarevierteo atenúael efectoinhibitorio de CRE sobrela secreciónde

LH (Almeiday cols., 1988)y FSH (Barbarinoy cols., 1989)y el efecto activadorde CRE sobre

la secreciónde PRL (Vanvugty cols., 1989).

4.1.6. CRFyestrés

La administración de CRE produce un gran número de cambios endocrinos,

neuroquimicosy comportamentalessimilares alos producidosen procesosde estrés(Goldy
cols., 1985; Koob y Bloom, 1985), como la activación del eje HHA y del sistemanervioso

simpático,y las modificacionesen catecolaminascerebrales(Axelrod y Reisine, 1984; Dunn

y Kramarcy, 1984) . Sin embargo,estosresultadospodríanserinterpretadosde otraformae

hipotetizarsequela administraciónde CRF’ representaun estímulo estresantey quedispara

todasestasrespuestas.Pero la capacidadde antagonistasde CRE y del antisueroantí-CRE

para bloquear respuestasendocrinasy fisiológicas producidas por estrésdemuestralo
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contrario. Así, la administraciónicv del antagonistadel receptorde CREa-helical (9-41) CRE

bloqueael aumentode ACTH y adrenalina,y la disminución deCH y LH producidapor estrés

(Rívier y cols., 1982b; Nakaney cols., 1985; Rivíer y Vale l985a).

Por otro lado, es bien sabido que en procesosde estrés,la activación del sistema

noradrenérgicorepresentael principal mecanismoresponsabledela liberacióndeCRE desde

neuronasdel NEW, posiblementeatravésdel receptora
1-adrenérgico,aunqueesposible que

esténimplicadosotros sistemasdeneurotransmisión.Es decir, queen procesosdeestrés,la

respuestainicial consisteen la activacióndelos sistemascerebralesnoradrenérgicosquea

su vezaumentanla secreciónde CREy activanelsistemanerviosoautónomo,quizásatravés

de neuronasoriginadasen el NPV. Alternativamente,la secreciónde CRE podríaestimular

directamente el sistema nervioso autónomo y la médula adrenal. De este modo puede

explicarsela activaciónconjuntadel sistemadeCREy sistemascatecolaminérgicos(Dunny

Berridge, 1990).

4.2. Corticotropina o ACTH

ACTH es unahormonapeptídica de 39 aminoácidos (figura 4) que se sintetiza en

neuronashipotálánilcasy células de adenohipófisisllamadascorticotrofos, de apariencia

estrellada, con prolongaciones de 50-100 UM de longitud (Antoní, 1986a), aunque en

suspensiónpresentan forma redondeada.Este hecho estárelacionadocon cambiosen la

organizacióndel citoesqueleto(Ben-Ze’evA, 1985).

FIGURA 4
Estructura delACTH

ACTH humana

Asn-Gly-Ala-Olu-Asp-Olu-Ser-Ala-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe-NH2

ACTH de rata

H-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Aia-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-ProVal-Lys-Val-Tyr-Pro-

Asn-Val-Ala-Glu-Asn-Glu-Ser-Ala-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe-NH2

Losdiferenciasenla secuenciadeACTI-I humanoyde raía aparecenresaltadasennegrita

4.2.1. Receptoresde ACrEÍ

El receptorde ACTH estáformadopor 297 aminoácidosy estáacopladoaproteínaO.

Curiosamenteesel receptormáspequeñode estetipo conocidohastael momento (Allolio y

Reincke, 1997).Tanto estereceptorcomo su expresióngénica estánreguladosala alta por

ACTH (Moritay cols., 1995; Allolio y Reincke, 1997).
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Los receptoresde ACTIZI se encuentranen la membranaplasmática de las células
adrenocorticales,tanto enla zonaglomerulosa(Oallo-PayetyEscher.,1985)comoenlaszonas

fasciculatay reticularis, y esen estasúltimas regionesdondelaunión deACTH asu receptor

conduceala regulacióndela síntesisdeglucocorticoidesy al mantenimientodela capacidad

esteroidogénica(Ganongy cols., 1974; Ramachandrany cols., 1987).

La unión de ACTH a su receptor activa la adenilatociclasa, lo que incrementalos

niveles intracelularesde adenosinmonofosfato cíclico (AMPc). Como consecuenciade esta

elevación, la célula lleva a cabo su función fisiológica, es decir, se inducen enzimas

esteroidogénicosa través de la acción de una proteina-quinasadependiente de AMPc

(Ramachandrany cols., 1987>.

Por otro lado se ha estudiado la posible implicación del calcio en la sintesis de

esteroidesinducidapor ACTI-I, y sehaobservadoqueel Ca?extracelularesesencialparala

interaccióndeACTH consu receptory parasu ocupacióncontinuada.Unavezqueestaunión

se lleva a cabo, ACTH induce la sintesis de corticosterona,que puede realizarse sin la

presenciade Ca?extracelular. Es decir, queel Ca2’ extracelularesesencialparafacilitar la

unión deACTH asureceptor,perono parainducir lasíntesisdecorticosterona,debidoquizás

a que este ión mantiene a la hormona en una conformación favorable que permite la

interacciónconsu receptor(Ramacharidrany cols., 1987).

4.2.2. Síntesis

La síntesisdeACTH comienza en los ribosomasdel retículo endoplásmicorugosoa

partir de tina pre-prohormona.Estapre-prohorinonasealmacenaen vesiculasde transpofle

que se fusionan con el aparato de Golgí, dondepor acción de enzimasproteolíticos se

transformaráenunaprohormonallamadaproopiomelanocortina(POMC). POMC sealmacena

en gránulos secretores, donde dependiendo del procesamiento post-traduccional que

experimentedarálugar aproductosdistintos (figura 5).

El procesamientopost-traduccionalde POMCesespecificode la región hipotalámica

o hipofisaria donde se produzcay dependeexclusivamentedel conjunto de enzimasque

intervienen en el proceso. De estaforma, a pesarde que tanto el lóbulo anterior como el

intermedio expresan POMC, dependiendode donde se procese se formarán productos

distintos: ACTH y j3-lipotropina (p-LPH) en el lóbulo anterior, y hormonaestimulante del

melanocitoay (3 (ay f3-MSH), CLIP (acorticotropin~likeintermediatelobepeptide”o peptidodel

lóbulo intermedio análogoala corticotropina)y (3-endorfinaen el lóbulo intermedio. Además,

POMCpuedesufrir otrasmodificacionespost-traduccionales,comofosforilación, sulfatación,

glicosilación y acetilación; de hecho, la acetilación N-terminal de (3-endorfina elimina su

actividad opioide. En el hipotálamo destacala presenciade POMC en el ARC, dondeeste

péptido se procesademodo similar queen el lóbulo intermedio, originando comoproducto

final principalmente p-endorflnaya-MSH; sin embargo,y adiferenciade lo queocurreene1

lóbulo intermedio de la hipófisis, la mayor partede ~½endorflna existenteen el ARC no se

acetila,conservandopor tanto su actividad opioide (Lynch y Snyder, 1986).
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4.2.3. Almacenamiento

ACTH se almacenaen gránulos secretoresen el aparato de Oolgi, como se ha

mencionadoanteriormente(Albertsy cols., 1989). Estosgránulostienenungrannúmerode

funciones:a)sirvenparael transportey el almacenamientodehormonas;b) enmuchoscasos,

la síntesishormonal se completadentrode estosgránulosgraciasala acción de distintos

e¡nimas,quetransformanlaprohormonaenhormona;e) evitanladegradacióndelahormona;

d) el almacenamientode hormonasen estosgránulosayudaaregular su síntesismediante

retroalimentaciónnegativa;e) facilitan la liberaciónde la hormonaal torrentesanguíneoen

forma de apulsosn En las célulasneurosecretoras,estosgránulostransportanla hormona
desdeel cuerpocelular hastala terminaciónnerviosadelaxón, desdeel cual se liberan ala

circulación sanguínea;f) los gránulossecretorespuedenreflenarseconpéptidosrecaptados

al interior de la terminaciónnerviosapor endocitosis,paraser recicladoso metabolizados

posteriormente,aunqueesto no es tan habitual como en las neuronasmonoaminérgicas

(Brown, 1994).

¡laURA s
Procesamiento<le POMCen los lóbulos anterior e intermediodela hipófisis

Fragmento N-terminol ACTH J3-Iípotropino
-.~ —.

• ‘a.——’. .

• ‘%.~—‘

‘-v’-’a \~
MSH a-MSH CLIP f3-endorfuna

~3-Iipotropina1 ~I-MSH

Fragmento ¡4-terminal ACTI-I 13-lipatrapina

wIJzz1

I Procesanuen to ejo/do

en el lóbulo intermedió
y lento en el lóbulo antenor

rzz
a-MSF-I CLIP y-hpotropino f3-endorfina

4.2.4. Liberación

La liberación de ACTH a partir de los corticotrofos de la adenohipófisisse produce

cuando la célula se activa por un estimulo eléctrico, neuroquimico u hormonal. Esta

Procesamiento en el
lóbulo ñ, termec’>o
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estimulaciónproduceun cambioenla permeabilidaddela membranacelular, lo queproduce

la liberación de la hormonaal torrente sanguíneoal fusionarselos gránulossecretoresala

membranacelular por exocitosís.El ión Ca2 tieneunafunción primordialen esteproceso,ya

que es imprescindible para la fusión del gránulo secretora la membranaplasmáticay por

tanto para el proceso de exocitosis (Brown, 1994), y el aumento de su concentración
intracelular proviene tanto del liquido extracelular como de los gránulos del retículo

endoplásinicorugoso. Como consecuenciade la despolarizaciónde la célula, se producela

aperturade canales de calcio voltaje-dependientes,lo que permite la entradade Ca~ al

mterior de la célula (Vandery cols., 1994).

ACTH, al igual queel restode hormonashipofisarías,selibera al torrente sanguíneo

enpulsos.A medidaqueun grupodegránulossecretoressefusionaconlamembranacelular,

una cierta cantidad de hormona se libera al torrente sanguineo. El nivel de hormona

circulante aumentapor tanto de forma bruscaparadisminuir posteriormenteamedidaque

la hormona se degrada.El procesose repite de nuevo, elevándoseel nivel de hormona

circulante de nuevo. Este tipo se secreciónhormonal en pulsos permite que se obtengan
mveles hormonalesconstantesen períodoslargos de tiempo <por ejemplo, en 24 horas)

mientrasquesisetomanmuestrasdesangreadistintos tiemposduranteperíodoscortos(por

ejemplo, una hora), los niveles hormonalessufren grandesvariaciones. Por otro lado, este

mecanismoevitala regulaciónala bajay la desensibilizaciónquesufrirían los receptoresde

las célulasdiana si la liberación hormonal fueraconstante(Brown, 1994).

Regulaciónde la secrecióndeACTI-I en la hipófisis

La hormonaqueinducede forma máspotentela liberacióndeACTI-I es CRF(Rivier y

Vale, 1983ay b; Vale y cols., 1983ay b). El restode lashormonasqueinducen la secreción

de ACTH (oxitocina, AVP) y las catecolaniinas, lo hacen de forma menos potente, pero

administradasjunto con CRF, elevansignificativamentela secrecióndeACTH producidapor

la solaadministraciónde CRF(Riviery Vale, 1983b; Valey cols., 1983b).

En función del tipo de estimulo se activaun tipo u otro de neuronasdel NPV que

contienenlos distintos secretagogosdeACTI-I. Portanto, la secreciónde ACTH seinducepor

la liberación deuno o mássecretagogosala EM hipotalárnica(Plotsky y cols., 1985;Whitnall,

1989). No obstante,la presenciadeniveles basalesde CRE en la EM esnecesariaparaque

tengalugar la liberación de ACTH inducida por el restode los secretagogos(Plotsky y cols.,

1985; Riviery Vale, 1983ayb).

a) Regulaciónpor CRE

CRE actúasobrelos corticotrofosde la adenohipófisis,donde,ademásde aumentar

la liberacióndeACTI-I y deotrospéptidosderivadosde POMC(Riviery Plotsky,1986),estimula

la síntesisdel propio POMC y de su ARNm (Brulin y cols., 1984).

Sehanidentificadoreceptoresde CREen lahipófisis anterior(De Souzaycols., 1984).

Estereceptorestáacopladoa proteínaO,, y la unión de CREa su receptoractiva adenilato
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ciclasaatravés de un mecanismoque requiere Mg2~ y guanosíntrifosfato (GTP; Aguilera y

cols., 1983; Perriny cols., 1986), lo queeleva los niveles intracelularesde AMFc y aumenta

laactividadde la(s)proteina-quinasa(s)dependientesde AMPc (Aguileray cols., 1983). Como

consecuenciade este proceso, se produce la entrada al interior de la célula de Ca?
extracelular atravésde canalesvoltaje dependientestipo L y T (Childs y cols., 1987; Guild y

Reisine, 1987), hecho que finalmenteproducela depleciónde las vesículasquealmacenan

ACTH. La presenciadeCa2extracelularesfundamentalparaqueCREproduzcaliberaciónde

ACTH (Vale y cols. 1981; Won y cols., 1990a).

b) Regulaciónpor arginina-vasopresina

AVP y CRE actúande forma sinérgicaparaestimular la secreciónde ACTI-I, tanto en

animal de experimentacióncomo en humanos(Yatesy cols., 1971; Orth y cols., 1985). Por

lo general, AVP aumentael efecto de CRE sobre la secreciónde ACTH unas 2 o 3 veces

(Antoni, 1986a).

AVP regula la secreción de ACTH actuando sobre un receptor situado en los

corticotrofos con propiedadessimilares al receptor de AVP tipo V
1 (Antoni, 1986a). Como

resultado,seactivala cascadadesegundosmensajerosacopladaaproteina-quinasaC (PKC),

lo queelevael inositol trifosfato (1P3; Raymondy cols., 1985; Toddy Lightman, 1987; Wony

cols., 199Gb),estimulando la liberación de ACTH. Es decir, AVP regulala secrecióndeACTH

atravésde unaviadiferenteala deCRE,queenestecasoproduceacumulacióndeAMPc. De

estaforma se explicael efectoaditivo de AVP sobrela secreciónde ACTH inducidapor CRE.

c) Regulaciónpor oxitocina

Se ha descritoqueoxitocina, al igual queAVP, escapazde aumentarla secreciónde
ACTH inducidaporCRE, tanto itt vitro (Antoníy cols., 1983; Gibbsy cols., 1984)como in vivo

(Rivier y Vale, 1985b). Sin embargo,MP y oxitocinano presentanun efecto aditivo sobrela

secreciónde ACTI-I, por lo que es probable que utilicen el mismo mecanismointracelular

(Giblis y cols., 1984). Aunque se ha descrito que este efecto podría estar mediado por

receptoresde oxitocinaenadenohipófisis(Antoni, 1986b),Antoni <1989) hapropuestoqueel

efectodela oxitocina sobrela liberación deACTH podríaestarmediadopor los receptoresV3

de AVP.

Por otro lado, el aumentode ACTH producido por oxitocina se bloquea mediante

inmunoneutralizaciónconanticuerposantí-CREEsteresultadosugierequeestesecretagogo

estimulalaliberación deACTH itt vivointeractuandoconCREendógeno(Rivier y Vale, 1 985b).

d) Regulaciónpor adrenalinay noradrenalina

Se ha descrito que tanto adrenalina como HA, a través de los receptoresa1-

adrenérgicos(Giguérey cols., 1981),aumentanla liberaciónde ACTI-I en cultivos primarios

de célulasadenohipoflsariasderata(Valey Rivier, 1977; Giguérey cols., 1981). Sin embargo,

en disociadosde adenohipófisisse observauna respuestamixta: la adrenalinaaumentade
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forma marcadala liberacióndeACTH, perodadoqueel isoproterenol,agonista(3-adrenérgico,

estambiéncapazdeaumentarla,seconsideraqueenestecasotambiénexisteuncomponente

~-adrenérgico (Perkinsy cols., 1985).

Mientrasquealgunosautoreshanpropuestoqueenlaratalos agentes(3-adrenérgicos

aumentanla liberacióndeACTI-I actuandoanivel delSNC(Tildersycols., 1985),otrosautores

han sugeridoqueestoscompuestosaumentanla secrecióndeACTH actuandodirectamente
sobrelos receptores~~-adrenérgicos de la hipófisis (Mezeyy cols., 1983), lo quesugiereque

los agentesp-adrenérgicosaumentanla liberaciónde ACTH actuandotanto a nivel central

comohipofisario.

Por último, se ha descrito que en humanos la administración de agentes

noradrenérgicosaumentalaliberacióndeACTH porun mecanismoa-adrenérgico;el lugar de

acción en estecasopareceser el cerebro(Al-Dainluji y cols., 1987ayb).

e> Regulaciónpor serotonina

La administración central de 5-HT estimula la liberación de ACTE. Este efecto está

mediado a través de receptoresSHTIA, ya que la administración de antagonistasde este

receptorbloqueael aumentode la secreciónde ACTI-I inducido por 5-HT (Kageyamaycols.,

1998).

fi Regulaciónporotros factores

Angiotensina11 seha identificadocomosecretagogodeACTH encultivos primariosde

células hipofisariasy en disociadosde adenohipófisis (Sobel y Vagnucci, 1982). Además,

angiotensinaII y CRF tienenun efectosinérgicosobrela secrecióndeACTI-1 (Abou Samray

cols., 1986).

Asimismo, CCK-8 presentaun efectoaditivo al producidopor CREsobrela liberación

de ACT!-{, lo quesugierequesu efectono estamediadoporAMPcyqueambospéptidoselevan

la secreciónde ACTH actuandoatravésde distintasviasde segundosmensajeros(Reisiney

Jensen,1986).

El péptido histidina-isoleucina(PHI> y el péptido intestinal vasoactivo(VII’) aumentan

la liberación de ACTE aaltasdosis, por un mecanismomediadoporAMPc (Tilders y cols.,

1983, Westendorfycols., 1983).

Por último, existen otros factores,comoel factor natriurético atrial (Horváthy cols.,

1986) y el GABA (Andersony Mitchell, 1986) que también son capacesde estimular la

liberación de ACTH.

4.2.5. Metabolismoy excreción

ACTI-I, al serunahormonapeptidica, y por tanto hidrosoluble, se transportaatravés
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de la circulación sanguíneadisuelta en el plasmay se degradaprincipalmente en sangre,

hígadoy riñón, por acciónde distintos enzimas,dandolugar a metabolitosqueseexcretan

por orina o heces.Suvidamediaescorta(minutosahoras) debidoal metabolismoquesufre

por acción de peptidasasplasmáticas(Brown, 1994).

4.3. Corticosterona

4.3.1. Receptorespara glucocorticoidesen el sistemanerviosocentral

a)Tipos de receptoresy mecanismodeacción

Mc. Eweny cols. (1986)fueron los primeros en demostrarla existenciade receptores

paraglucocorticoidesenel cerebro.Estosreceptoressonintracelulares,y seencuentrantanto

en el citoplasmacomo en el núcleo celular. Esto esdebido a quelos glucocorticoidesson

moléculas lipofilicas que en su forma libre (esdecir, cuandono estánunidos a proteínas
plasmáticas)puedendifundir fácilmenteatravésdela membranacelular. Existeun equilibrio

entre los receptoreslibresy unidos aglucocorticoides . La unión de los glucocorticoidesasu

receptorda lugar al complejo hormona-receptor.Es entoncescuandose activao se inhibe la

síntesisdeARNm poraccióndeIaARN polimerasaEl ARNm formadosaleal citoplasma,y una

vez en los ribosomasse lleva a cabo la síntesisde proteínas,que serálo que realmente

modiflque la función celular (Miesfeld, 1990; Munck y cols., 1990).

Existendos tipos de receptoresparaglucocorticoidesen cerebro:el receptortipo 1 o

de mineralocorticoides(RM), y el receptortipo II o de glucocorticoides(RG). Al receptortipo

1 se unen tanto los mineralocorticoidescomo los glucocorticoides,mientras que sólo los

glucocorticoidesseunen al receptortipo II (De Kloet y Reul, 1987; De Kloet y cols., 1987).La

existencia de estos dos receptores en el cerebro es fundamental, ya que aquí los

glucocorticoidescumplendosfuncionesimportantes:abajasconcentracionesregulanelritmo

circadiano,mientrasqueaaltasconcentracionesregulanla respuestaal estrés.El receptor

tipo 1, debido a su alta afinidad por glucocot-ticoides,respondeabajasconcentracionesde

hormonacirculante, mientrasquelos receptoresde tipo II, quetienenbajaafinidad por los

glucocorticoides,respondenaaltos niveles de hormona,comolos existentesen procesosde

estrés(Brown, 1994).

Algunos autores sugieren que existen receptoresde tipo 1 con alta afinidad por

glucocorticoides(y baja afinidad por aldosterona)y receptorestipo 1 con bajaafinidad por

glucocorticoides(y altaafinidadporaldosterona;Brown, 1994). Otrosestudiossugierenque

la afinidad relativadel receptorde tipo 1 porglucocorticoidesy aldosteronaestádeterminada

por los niveles circulantesdeglucocorticoidesy de transcortina(Mc Ewen y cols., 1986; Mc

Ewen, 1988). Sin embargo,estudiosmásrecientesproponenqueel mecanismoquedetermina

la afinidad en el cerebrode los receptorestipo 1 por glucocorticoides o aldosteronaes la

presenciao ausenciadel enzima 1 l-~3-hidroxiesteroide-deshidrogenasa,que inactiva los

glucocorticoides,perono la aldosterona(Fundery cols., 1988>.Se dala circunstanciade que

esteenzimano estápresenteencélulasde hipocampo,por lo queen estaregión, tanto los
glucocorticoidescomo la aldosteronapuedenunirse aestereceptor(Evansy Arriza, 1989;
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Funder, 1991).

Los receptorestipo II tienenmenorafinidad por los glucocorticoidesquelos detipo 1

y se activan únicamente cuando se produce una gran elevación de los niveles de

glucocorticoidesensituaciónde estrés.De estamanera,y por retroalimentaciónnegativa,se

inhibe la activacióndel eje HHA (Mc Eweny cols., 1986; Mc Ewen, 1988) y los RG protegen

al organismode su propiarespuestafrente al estrés(De Kloety cols., 1987).

Distintos estudiosen laratamuestrancomotantolos receptoresdetipo 1 comolos de

tipo II se encuentranreguladosala bajaen situación de estréscrónico, en enfermedades

comola diabetesmellitus y diabetesinsípida,y duranteel crecimiento.Losreceptoresde tipo

II estánreguladosa la bajaen respuestaaniveles altos de corticosteroides,mientrasqueel

numero de receptoresde tipo 1 puedeestartambiénreguladoporACTH, vasopresinayotros
neuropéptidosquetenganactividaden el hipocampo.Además, la densidadde receptoresde

tipo 1 esmáximapor la tarde(al final delperiodo de luz), cuandoel eje HHA presentasu pico
de máximaactividad (De Kloet y cols.,1987).

b) Distribución

Los receptorestipo Y se localizan principalmenteenhipocampo, septumlateral, giro

dentado, tallo cerebraly en algunas áreasde la cortezacerebral,y no se encuentranen

hipotálamo e hipófisis, donde sí hay gran abundanciade receptorestipo II (Ariza y cols.,

1988).Tantola aldosteronacomolos corticoidesseunende igual forma al receptortipo 1, que

tienecomofuncionesla regulaciónde la secreciónde CREy ACTH, de la actividadlocomotora

y del ejercicio mental en condicionesnormalesy de fluctuación de los niveles basalesde

glucocorticoides (Mc Ewen, 1988). Los RM pueden también modular comportamientos

influenciadospor el hipocampoy el ritmo circadiano, comoel ciclo sueño-vigilia, el apetitoy

el humor (Punder,1991).

Los receptoresde tipo II se encuentran ampliamente distribuidos en el cerebro,

principalmenteenhipocampo,septum,amígdala,NPV, cortezaytallo cerebral(Brown, 1994).

4.3.2. Síntesis

El colesterolesel precursorde todaslashormonasesteroideas.Aunquelasglándulas

endocrinasproductorasde esteroidessintetizansupropio colesterol,la fuente principal de

este esteroidela constituye las lipoproteinas plasmáticassintetizadasen el higado y

transportadaspor las célulasa travésdel torrentesanguíneohastala cortezaadrenal.

La corticosteronasesintetizaapartir del colesterolenel reticulo endoplásmicoliso de

lascélulasdc lacortezaadrenal.Lascélulasproductorasdecorticosteronaobtienencolesterol

de la sangrey lo transforman en pregnenolonaen la mitocondria del cuerpo celular. La

pregnenolonase transforma en progesterona,que puede ser liberada como hormona o

utilizarse en la sintesis de otros esteroidesadrenalesy gonadalesa través de tres rutas

diferentes,como semuestraen la figura 6.
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En la. cortezaadrenal, la mayor parte de la pregnenolonase transformaen 17-u-

hidroxipregnenolonay17-tx-hidroxiprogesterona,mientrasquelaprogesteronasetransforma
en 1 1-deoxicorticosterona. Esta última ruta es la responsable de la producción de

corticosteronaen las célulasde la zonafasciculatade la cortezaadrenal(Feder, 1981).
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4.3.3. Almacenamiento

La corticosteronano se alinacenaen gránulossecretoresantesde ser liberada al

torrente sanguíneo.Debido a quees una moléculaaltamente liposoluble, una vez que se

sintetizadifunde atravésdela membranaplasmáticadela célulasecretoray se incorporaal

fluido intersticial y posteriormenteal torrente sanguíneo(Brown, 1994).

4.3.4. Liberación

La liberaciónde corticosteronase controlaenfunción de su síntesis(Martin, 1985)y,

al igual queel restodehormonasesteroideas,no sealmacenaenlas célulassecretorasdela

cortezaadrenal,sino que se libera en pulsosapartir de estascélulasdebido ala accióndel

ACTH (liberado tambiénde forma pulsátil apartir dela adenohipófisis;Brown, 19941.

Regulaciónde la secreciónde corticosteronaenla cortezaadrenal

ACTH induce la síntesisdeglucocorticoidesen la zonafasciculatay reticularis dela

cortezaadrenal(Ganongy cols., 1974) al incrementarla disponibilidad de su precursor, el

colesterol,ya queaumentalos niveles de ARNm de 3-hidroxi-3 metílglutaril-coA reductasa,

enzima limitante de la síntesis de colesterol (Le Houx y cols., 1992). Además,facilita la

interaccióndel colesterolcon el citocromo P450, lo que constituye el paso fundamentaldela

síntesisdelos glucocorticoides<Baxtery Tyrrell, 1987>.Es importantedestacarlaimportancia

del ión Ca»,yaqueesesencialparagarantizarla unión deACTH asu receptorenlas células

adrenocorticales(Cheiflin y cols., 1985).

Existenotrosagentesqueinducenlasíntesisy posteriorsecrecióndeglucocorticoides.
Van Oers y cols. (1992) han observado que CRF induce la formación de corticosterona

actuandodirectamentesobrela glándulaadrenal.Además,sehandetectadoreceptorespara
CRE enlamédulaadrenalde rata(Davey cols., 1985)y deperro (Bruhn y cols., 1987). La NA

tambiénlibera corticosteronaactuandosobrela glándulaadrenal(Ehrhart-Bornsteiny cois.,

1991). Por otra pm-te, seha descrito que la angiotensinaII es capazde liberar pequeñas

cantidadesdecorticosteronadesdela zonaglomerulosadela cortezaadrenal(Ganongy cols.,

1974).

4.3.5. Transporte

Lacorticosteronase transportaporel torrentesanguíneounidade forma reversiblea

unaglucoproteinatransportadoraespecífica,sintetizadaen el higado,llamadatranscortina.
Latrauscortinafacilita el transportedecortícosteronaya queéstaes liposoluble, y por tanto,

insoluble en el plasma,y la protegede su degradación,aumentandosu vida media. A pesar

de que la cortícosteronase encuentraen plasma unida mayoritariamentea proteínas
transportadoras,existe unapequeñaproporciónqueseencuentralibre. La hormonalibre o

disueltaenplasmaestáen equilibrio con lahormonaunidaaproteínatransportadora,según

la reaccion:
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Hormonalibre+proteína transportadora”l-lormona-proteinatransportadora

Paraquelacorticosteronaseunaasusreceptoresen la céluladiana,esnecesarioque

se libere de la trauscortina. Sólo la fracción libre es activa y susceptiblede unirse a su

receptor.La fracción dehormonaunidaaproteínatransportadoraesinactiva,manteniendose

comoreservorio(Brown, 1994).Lasproteínastransportadorasayudanasimismoaregularlos

niveles dehormonalibre en sangre,y protegenal organismode unaestimulaciónhormonal

excesiva(Martin, 1985).

4.3.6. Metabolismoy excreción

La corticosteronase degradaen sangre,hígadoy riñón, por acción de distintas

enzimas,y susmetabolitosse excretanpor orina o heces.Su vida mediaesmayor (horaso
días), debidoaque su unión ala trauscortínaconfiere mayorresistenciaaser excretadao a

sermetabolizada<Brown 1994).

5. El síndrome de estrés: fisiología y patofisiología

El términoestrésgeneralmentese refiereacualquieragentefisico o estadopsicológico

quealterela homeosíasisdel organismo. Los organismosvivos respondenadichosagentes

medianteuna respuestade adaptación,quesecaracterizapor la inducción de una seriede

modificacionesen el organismodecarácterfisico y comportamental.Loscambiosfisicosestán
dirigidos principalmentehaciala obtenciónde energíay a la orientacióndel flujo sanguíneo

haciael SNC y otros órganosdiana del estrés. Los cambioscomportamentalesimplican la

activacióndelasfuncionesde alertayatencióny la supresióndelcomportamientoalimenticio

y sexual.Ademásseproduceun aumentodelapresiónsanguínea,delasfrecuenciascardiaca

y respiratoria,de la lipolisis y de lagluconeogénesis.Todosestoscambiosestándirigidos a

contrarrestarla accióndel estréssobreel organismo(Strataikisy Chrousos,1995).

5.1. Fisiologíadel estrés

La respuestaneuroendocrinaal estrésseorigina en el NPV y en el LC. Lasneuronas
parvocelularesdel NPV que contienenCREy AVP, asícomo lasneuronasCREérgicasde la

médulay lasneuronascatecolaininérgicasdel LC se encargande coordinaranivel central el
sistemadel estrés,mientrasque el eje UHA, y el sistemanerviosoautónomo seencargande

coordinarla respuestaal estrésanivel periférico. Por otro lado existenconexionesneurales

entreneuronasCREérgicasdel NPV y neuronasnoradrenérgicasdel LC (Valentino y cols.,

1983),ademásdeun sistemaderegulaciónultracortosobreneuronasCREérgicasejercidopor
el propio CRE, y sobre neuronascatecola.rninérgicasejercido por HA. Estasneuronasse

estimulanpor5-HTy Ach, y seinhiben porglucocorticoides,GABA, ACTH y péptidosopioides

(Aghajaniany Van derMaelen, 1982; Calogeroy cols., 1988; Badgyy cols., 1989).

El NPV y las fibras noradrenérgicasdel LC activan a su vez regiones del SNC

relacionadasconel análisisde la información, lapuestaenmarchade respuestasespecíficas

-32-



Introducción

y el tono emocional.Estossistemasson:

a) Los sistemasdopamittérgícosmesocorticalymesolímbico,queseactivanporlasfibras

noradrenérgicasdel LC. El primeroinervalacortezaprefrontal,regiónrelacionadacon
funcionescognitivas.El segundojuegaun papelfundamentalen los fenómenosde

motivacióny recompensa(Rothy cols., 1988; Deutchy cols., 1990).

b) El complejo amígdala/hipocampo, que se activa principalmente por vias

noradrenérgicasprocedentesdel LC (toughlin y cols., 1986). Esta activación es

importanteenla recuperacióny el análisis emocionalde la información relacionada

con el estrés.Por otraparte, el hipocampopareceejercerun efecto inhibitorio sobre

la actividadde laamigdalaylas neuronasCRFérgicasdel NPV (Hermany cols., 1989).

c) El ARC,queseactiva por neuronasCREérgicasdel NPV y asu vez emite eferencias

al NPV y otras regionescerebralespara regular la actividad de neuronasde CRE y

fibras noradrenérgicasdel LC. Es decir, la activacióndel sistemadel estrésestimula

la producciónde POMC y péptidossintetizadosapartir de POMC en el ARC. Porotra
parte, estas conexiones regulan la analgesiainducida por estrésa través de las

proyecciones dirigidas desdeestenúcleo hipotalámicohaciael cerebromedio y la

médulaespinal (Nikolarakisy cols., 1986; Palkovitsy Eskay, 1987).

CRE tiene un papel fundamental en la activación del eje UHA. Regulala actividad

trófica de los corticotrofos(Gertzy cols., 1987), la expresióngénicade POMC (Autelitanoy

cols.,1990)y la liberacióndeACTl-l <Antoní, 1 986a).Ademásexistenotrosfactoresqueliberan
ACTH al activarseesteeje porun estimuloestresante.EstossecretagogossonAVE, oxitocina,

angiotensina11, VI? y catecolaminas,ademásde citoquinas y mediadoreslipídicos de la

inflamación (Antoní, 1986a;Holmesy cols., 1986). Sin embargo,la mayoríade estosagentes

dc señalizacióndependendela presenciade CRE paramodular la activacióndel eje Hl-lA.

El ACTI-I circulante esel principal reguladordelasecrecióndeglucocorticoidesanivel

de la cortezaadrenalen situacionesdeestrés,peroexistenotros factoressintetizadospor la

médulaadrenalquetambiénparticipan. Así, laAch, queesel principalestímulofisiológico de

la secreciónde catecolarninasenla médulaadrenal,tambiéntieneunafunción estimuladora

de la síntesis de glucocorticoides (1-linson, 1990). Otros factores que intervienen en la

regulacióndela secrecióndeglucocorticoidesanivel dela médulaadrenalsonel propio CRE,

NA (Ehrhart-Bornstein y cols., 1991), angiotensina II (Ganong y cols., 1974) y otros

neuropéptidoscomo VI?, met-enk y neuropéptido Y (NPY). Los glucocorticoides son los

reguladoresfinalesdel eje HHA y participan en el control de la homeostasiscorporaly de la

respuestadel organismo frente al estrés. Asimismo juegan un papel fundamental en la

regulación de la actividad basal del eje HHA y en la finalización de la respuestaal estrés

medianteun sistemade retroalimentaciónnegativa,como sedescribeen el apartado7.

El sistemanerviosoautónomosimpáticocontraíalamayoriadelasrespuestasrápidas

que realizael organismofrente a un estimulo estresante.De forma periférica, estesistema
inerva ampliamentecélulas de músculo liso vascular, asi como el riñón, el estómagoy la
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médulaadrenal,ademásde otrosmuchosórganos.AdemásdeAch, NA y adrenalina,tanto el

sisteinanerviososimpático comoel parasimpáticoliberanunagranvariedaddeneuropéptidos

(neuropéptido Y (NPY), somatostatina,galanina, encefalinasy neurotensina> así como
adenosintrifosfato (ATP) y óxido nítrico (NO), durantelarespuestaalestrés(Benarroch,1994).

Al contrario queel sistemanervioso, el sistemaendocrino respondedeforma lenta a

un estimuloexterno.Porello, el eje Hl-JA seactivadeforma lentatrasun estimuloestresante.

La liberación de CREy ACTH en respuestaaun impulso nerviosorequiereentre 1 y 2 horas,

mientrasquela liberación decorticosteronarequieremástiempo debidoaqueesnecesario

quepreviamenteCRF y ACTI-I alcancensu máximaconcentraciónen sangre(figura 7). De la

mismaforma, el descensode los niveles hormonalesdebidoal sistemade retroalimentación

negativaes tambiénun procesolento (Caminos-Torresy cols., 1977).

fIGURA 7
ktiuactón del eje JIRA en respuesta a un estimulo y duración de la acrión hormonal

de CRE~Ií”’\\$creción

t 2 secreción de ACTH

Impulso ~ secreción de CO~TTCO5TE~ONA
nervioso

4
respuesta del
órgano diana

duración (N)

escojo de a duración de la acción hormonal

5.2. Patofiskogia del estrés

La respuestaal estréses normalmenteaguday tiene unaduración limitada, pero

existencasosenlos queestarespuestaescrónica,dandolugar aenfermedadescrónicasde

distinta etiología, como la anorexia, pérdida de peso,depresión, hipogonadismo,álceras

pépticaseinmunosupresión(Chrousosy CoId, 1992).
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La depresiónmelancólicaesun claro ejemplodealteración dela respuestaal estrés.

La excitaciónqueseproducecomoconsecuenciadelestrésno escontrarrestada,sino queda
lugar a hiperexcitación, ansiedade insomnio. Por otra parte, la memoriay la atenciónse

centransobretodo enideasdepresivas,influenciandodeestaformalacapacidaddelindividuo

para recordar y resolver los pequeñosproblemasque ocurren diariamente. Además, la

supresióndel comportamientoalimenticio y sexualqueseobservaduranteel estréstampoco

se contrarresta,dando lugar a anorexia, hipogonadismoy descensode la libido, síntomas

clarosde la depresiónmelancólica.Asimismo, tanto el sistemanerviososimpático comoel eje

HHA permanecenactivadosconstantementeenestaenfermedad,y existeunahipersecreción

crónicadeCRE, que esel principal agentedesencadenantede todo el trastorno(Goldy cols.,

1988ayb).

Ademásde la depresiónmelancólica,existenotros trastornosquepuedenasociarse

auna hipersecreciónde CRE, comoesel casode la anorexianerviosa(Gold y cols., 1986a;

ataquesde pánico (Roy-Byme y cols., 1986), trastorno obsesivo-compulsivo(Insel y cols.,

1982), alcoholismo crónico (Wand y cols., 1991), síndrome de abstinencia a alcohol y

narcóticos(Mendelsony cols., 1988; Bardejebeny cols., 1989), inainutrición (Maiozowskiy

cols., 1990)y síndromepremenstrual (Rabin y cols., 1990). Por el contrario, la depresión

atípicay el síndrome de Cushing, caracterizadospor polifagia, gananciade peso, fatiga y

exceso de peso, no están relacionadoscon una hipersecreción de CRE, sino con una

disminución de la liberación de CRE (Gold y cols., 1986b). Asimismo, en los pacientes

hipotiroideos,quesuelenpresentardepresiónatipica,seobservaun descensoenla secreción

de CRE (l<amilaris y cols., 1989). Todos estos datos sugieren que existe otra forma de
alteración de la respuestaal estrés, en lugar de la activación sostenida del eje HHA

mencionadaanteriormente,caracterizadaporunareduccióncrónica dela secreciónde CRE,

lo queresultaen un descensode la excitabilidad(Chrousosy Gold, 1992).

6. Actividad basal del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal

Laactividad basaldel eje HHA estácontroladapor un ritmo circadíanogeneradopor

el NSQ delhipotálamoy determinadoporel ciclo luz/oscuridad. El NSQ recibeaferenciasdel

tractoretinohipotalárnico(Moorey Card,1985)y emiteproyeccioneshaciael distintosnúcleos

del hipotálamo, incluido el NPV (Berk y Finkelstein, 1981). Por ello el NSQ representaun
punto de conexiónentrelasseñalesvisualesprocedentesdel exteriory distintas funciones

homeostáticas,incluido el ritmo circadianodel eje HHA.

Losnivelesplasmáticosdecorticosteronaenlarataexperimentanvariacionesalo largo

del dia; permanecenaconcentracionesbajas(0-5 g/dl) durantela mayor partedel periodo

deluz, y dosotreshorasantesdelcomienzodelperiodode oscuridadestosnivelesaumentan,

alcanzandoel nivel máximo (20 pg/dl) al comienzode la fase de oscuridady disminuyendo

posteriormentealo largo deesteperiodo. Esteciclo tambiénsedaenla especiehumana,pero

de forma inversa. Las variacionescircadianasde corticosteronasedebena quelascélulas

presentandiferentesensibilidadaACTH durantela faseAM y PM, lo quepermite quefrente

aun mismoestimulo deACTH existamayorsecreciónenunade lasfasesy menorenlas otras
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(Dalímany cols., 1987).Tambiénexisteun ciclo paraACTE, peroes menosconstantey de

menoramplitud queel decorticosterona(Cascioy cols., 1987). Sin embargosehaobservado

unaclara correlaciónentre los niveles de ARNm quecodifica paralaproteinaprecursorade

CRE en el hipotálmno y los picosde corticosterona(Kwak y cols., 1992).

7. Modulación de la actividad del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal en
condiciones basales y situación de estrés por los glucocorticoides y

receptores de glucocorticoides

Los glucocorticoides ejercenun control negativo sobre la actividaddel eje HHA en

situación basal y de estrés (Keller-Wood y DaIlman, 1984): así, la secreción de CRE

hipotalámico y de ACTH hipofisario se inhibe cuando los niveles plasmáticos de

glucocorticoidesaumentan.

7.1. Sistemasde retroalimentación negativa

La retroalimentaciónse define comouna situaciónen la queuna hormonaregulala

secreclonde las hormonas que estimularon su liberación. El eje HHA es un sistemade

retroalimentación de tercer orden, ya que haytres glándulasimplicadas, el hipotálamo, la

hipófisis y la glándulaadrenal(Keller-Woody Dalíman, 1984).Existen por tanto tresniveles

de retroalimentaciónen estesistema: largo, cortoy ultracorto (figura 8).

a) Retroalimentaciónnegativalarqa: La corticosteronainhibe la liberaciónde CREen el

hipotálamoy de ACTH en la hipófisis.

h) Retroalimentaciónnegativacorta: ACTII inhibe la liberaciónde CREenel hipotálamo

c) Retroalimentaciónnegativa ultracorta: CRE inhibe su propia liberación en el

hipotálamo.

7.2. Modulación de la actividad del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal por los

glucacorticoldes

Lacorticosteronaejerceun efectoderetroalimentaciónnegativasobreelejeHHA tanto

en fase de luz como de oscuridad. La secreciónde ACTH es más sensibleal efecto de

retroalimentaciónnegativade corticosteronadurante la fasePM (de máximaactividad) que

durantela faseAM (de bajaactividad), debido a queen este periodo los niveles basalesde

ACTH son másaltos (Gaillard y cols., 1984; Bradbury y cols., 1991).

La elevaciónde los niveles plasmáticosde corticosteronainhibe el eje HHA. Por lo

tanto, en un animal tratadocon corticosteronay sometido auna situación de estrésno se

observa un aumento de ACTH. Sin embargo, cuando la elevación de los niveles de

corticosteronase producepor aplicaciónde un estimulo estresante,estosniveles altos de
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corticosteronano bloqueanla activación del eje cuando se someteal mismo animal a un

segundoestrésentre 1 y 24 h después.Porello puededecirsequeel primer estrés“facilita”

la activacióndel eje HHA queseproducecon el segundoestrés,con lo quesecontrarrestael
efectoinhibitorio de corticosterona.En estoconsisteel “fenómenode facilitación” (Daliman

y Jones, 1973; Dalíman, 1993).

FIGURA 8
Sistemade retro «Li mentactón del ejehipotálamo-ldpóflsis-adrenal

re treo/fmeatació’n
larga

Daflrnan(1993)haexpuestounahipótesisparaexplicarestefenómenodefacilitación:

1) Un estrésagudoactivalasneuronasquecontienenCREy AVP en el NPV. Durante

el estréscrónicoseactivanfibras noradrenérgicasdel LC. Al parecer,estaactivaciónpuede
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estarmediadaporun aumentode CREen el LC, que provienede las eferenciasdel NPV del

hipotálamo.

2) Las neuronas noradrenérgicas del LC a su vez activarían las neuronas

parvocelularesdel NPV quecontienenCREy A’!?, aumentandoasíla concentraciónde esta

última hormona Estádemostradoqueel estréscrórtico aumentala concentracióndeAVP en

estasneuronas(De Goeij y cols., 1992ay b) y en lasvesículasquecontienenCREy AVP en

la EM (DaIlman, 1993).

3) La secreciónde ACTH inducida porAVP esmenossensibleal control negativode los

glucocorticoides. El incremento de A’!? mencionadoanteriormenteincrementala relación

CRE/AVE liberado a la circulación portal hipofisaria, garantizandola secreciónde ACTH

duranteel estréscrónico, e induciendo asíel fenómenode facilitación.

7.3. Modulación de la actividad deleje hipotálamo-hipófisis-adrenalpor los receptores

de glucocorticoldes

Los RM regulanla actividaddel eje HHA duranteel periodo de bajaactividaddel ciclo

circadiano. Duranteestafase,el 80-90<M, de los receptoresestánocupados,mientrasquelos
RG lo estánsolamenteen un 10% (Reul y cols., 1987). Además, en estafase del ciclo, la

administracióndeun antagonistade los RM (pero no la de un antagonistade los RG) produce

unaelevación de corticosteronaplasmática(Ratkay cols., 1989).

Sin embargo,duranteel periodo de máximaactividad, el eje HHA estáreguladotanto
por los RM comopor los RG. Reul y de Kloet (1985)encontraronun 90% de ocupaciónde los

RM en el pico de esta fase, mientras que los RG se ocupan en un 70%. Tanto la

administracióndeantagonistasde RM (Bradburyy DalIman, 1989)comode antagonistasde

RG (GaiIlardy cols., 1984) produceun aumentode ACTI-1 en estafase.

En situación de estrés, los RG son los principales mediadores del efecto de

retroalimentaciónnegativade losglucocorticoides.En estasituación estosreceptoresestán

ocupadosen unaproporción de 75-80% (Meaneyy cols., 1988). Sin embargo,Ratkay cols.

(1989) demostraronla participación de los RM en procesosde estrés,ya que antagonistas

especificospara los RG atenúa.nel pico de ACTH inducido porestres.

7.4. Lugar de acción de los glucocorticoides en su control sobre la actividad del eje

hipotálazuo-hipóflsis-adrenal

a) Adenotu~óflsis

En experimentos in vitro se ha demostradoque tanto la corticosteronacomo la

dexametasonamodulanla secrecióndeACTH enhipófisis (Sabol, 1980; Woodsy cols., 1992).

Tambiénsehademostradoen estudiosin vivo quelos glucocorticoidesregulanla secreción

de ACTH en la hipófisis (Birnbergy cols., 1983)y quesólo bloqueanla secreciónde ACTH en

adenohípófisis en situaciones de estrés, ya que es necesaria una concentración de
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corticosteronadeal menos30 ~¡g/dl, sólo alcanzableenestassituaciones(Levin y cols, 1988).

b) Hipotálamo

La dexanetasonainhibe la liberacióny disminuye el contenidode CRE hipotálamico

(Plotsky y Vale, 1984).Asimismo, en cultivos decélulashipotaláinicas,seha observadoque

la corticosteronainhibe la liberaciónde CRE actuandosobreRM y RG (Hu y cois., 1992).

e) Estructuraslímbicas

El efectoderetroalimentaciónnegativadelos glucocorticoidessobrela actividadbasal

deleje HHA sólo sehapodidodemostrarde unaforma claraanivel del hipocampo.Lesiones

enestaestructuraoenelfórnix incrementanlos nivelesplasmáticosdeACTH y corticosterona

(Eischettey cols., 1980). Asimismo, manipulacionesfarmacológicasde la actividad de los

receptoresdeglucocorticoidesenel hipocampotambiénmodifican los nivelesplasmáticosde

ACTH y corticosterona(Bradburyy DalIman, 1989).

El hipocampotambiénestáimplicado en el efectoinhibitorio de la actividad del eje

HHA en situación de estrés.Animalesconlesionesen el hipocampo(Sapolskyy cols., 1984)

o en el fórnix (Jacobsony Sapolsky, 1991) muestranunamayor elevaciónde los niveles de

corticosteronatrasunasituacióndeestrésquelos animalesno lesionados.Enestecasoestán

implicados los dos tipos de receptoresde glucocorticoides(Bradburyy Daflman, 1989).

El núcleocentralatnigdaloideesotro delos centroslimbicos relacionadosconel efecto

inhibitorio de los glucocorticoides(Beaulieuy cols., 1987). Asimismo, la cortezaprefrontal

(Diorio y cols., 1993)y las neuronascatecolam.inérgicasdel cerebromedio (Lachuery cols.,

1991)tambiénestánrelacionadascon esteefectodelos glucocorticoides.

II. El Factor Liberador de Gastrina (GRP)

1. Descubrimiento y caracterización

GRPesun péptido de 27 aminoácidospresenteenmamiferoscuyaestructuraesmuy

similar ala bombesína(BBS), péptido aisladode piel de rana(especieBombinabombina)en
1971 por Anastasiycols (figura 9).

Se han aislado tres familias de péptidosanálogosa BBS en anfibios: bombesinas,

ranatensinasy fillolitorinas. Todas ellas se caracterizan por tener una secuenciade

aminoácidos bastante similar, y en cada familia es característica la presenciade un

aminoácidocomún cercadel extremo carboxio terminal: Así las bombesiriastienen Leuen

penúltima posición; lasranatensinastienenfenilalanina (¡‘he) en estamismaposicióny en

lasfillolítorinas escaracterísticala serma(Ser)en antepenúltimaposición. Enla piel derana,

estos péptidos están localizadosen glándulas mioepiteliales venenosasbajo inervación

noradrenérgica,pudiendotenerunafuncióndedefensafrenteadepredadores(Spindel,1986).
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Introducción

Los péptidos análogosa BBS son un clásico ejemplo de péptidos descubiertosen

primer lugar enun órganoperiférico (enestecasopiel de rana)y aisladosposteriormenteen

mamíferos.Ademásdesufunción comoneurotransmisoresyhormonasautocrinas,presentan

un gran espectrode actividadesbiológicasy son de gran interésdebido a su función como

marcadorestumoralesy factoresde crecimientocelular (Cuttitta y cols., 1985).

GRPfue el primer péptido análogoaBBS aisladoen mamíferos,apartir deestómago
e intestino porcino (Mc Donald y cols., 1979). Posteriormentese identificó un péptido

homólogoaranatensinaenmamíferos,llamadoneuromedinaB (NMI3; Minaminoy cols, 1983>

(figura 10). GRPsedenorninaasípor el bioensayoutilizado parasu aislamiento,la liberación
de gastrina, aunque éste es sólo uno de sus muchos efectos fisiológicos. BBS y GRP

compartenlasecuenciaC-terminal, concretamentelos 7 últimos aminoácidos(figura 9). Esta

secuenciaesla responsabledela unión al receptory de su actividadbiológica(Walshy cols.,

1979; Moodyy cols., 1982).Además,la metionina (Met) C-terminal debeseramidaclaparaque

el péptido puedatanto ser reconocidopor anticuerposcomounirse asu receptor(l<niggey

cols., 1984).

GRP (1-27) seha identificado ademásen el proventriculo de las aves(Mc Donaldy

cols., 1980), en el intestino delgado canino (Reevey cols., 1983) y en tumores humanos

pulmonares(Orloir y cols., 1984). La estructura de ORE humano se ha identificado por

secuenciaciónde aminoácidosy por clonaje molecular (Reevey cols., 1983; Spindely cois.,

1984>. Asimismo se ha determinadola estructurade ORE’ de rata por clonaje molecular

(Lebacq-Verheydenycols., 1987)quedifiere deGRPhumanoenlaadicióndedosaminoácidos

másen el extremoaminoterminal, dandolugar asíaun péptido de29 aminoácidos(Spindel,

1986;figura 9).

Por otra parte, se ha identificado un péptido de 10 aminoácidoscorrespondienteal

decapéptidoC-terminal de QRP(GRP-l0, antesllamadoneuromedinaC) en médulaespinal

porcina (Minamino y cols., 1984), intestino canino pequeño(Reevey cols., 1983)y en un

tumor pulmonar humano (Spindely cols., 1984). Se piensaqueestedecapéptidose origina

apartir de GRPpor fragmentacióny seha sugeridoquepuedesintetizarsein vivo.TantoGRP
(1-27) como GRP-lO tienen actividadbiológica similar a BBS, como se deducede estudios

estructura-actividad (Rívier y cols., 1978), que relacionan la actividad biológica de estos

péptidoscon los 7-10 últimos aminoácidosdelextremoC-terminal. Es importantedestacar

que los anticuerpos frente a BBS no distinguen entre GRP (1-27) y GRE-lO en

radioiri.munoensayo(RíA) o inmunohistoquimica. Debido a queno se han identificado más

péptidosque originen reacción cruzada con anticuerposfrente a BBS, se deduce que la

inmunorreactividadfrente aBBS enmamiferosse reduceaestasdosformasde GRP.

2. Síntesisy procesamiento

El ARNm quecodifícaparaGRPhumano(GRPh)fue aisladopor Spindely cols (1984;

1986; 1988) a partir de un tumor pulmonar en el que se encontraronaltos niveles de

inmunorreactividada BBS. Estedescubrimientofue confirmadoporSausville y cols. en 1986
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en4 delas7 lineascelularestumoralesSCLC (Small Ceil Lung Carcinomao tumorpulmonar

de célulaspequeñas)y en dos tumoresmetastásicosSCLC.

fiGURA 10
Síntesisyprocesantlento de <~P en el hon.hre

—al a4,8 kb

punto de corte poro
obtenerlo formo 3
de ARNm de pro GRP

U’—39kb

punto de corte poro
obtener o formo 2
de AI~Nm de pro G~P

í 3-UT
5 UT + ~ CrEP

peptido se~aI

2 ¡ so« VAYAs

3 ________

Formo completode
ARNm de pro GRP

A~Nm de pro GRP
con21 bosesmenos

ARNm de pro GRP
con 19 boses menos

GRPhseadiflcaapartir delARModelpolipéptidoprecursordeGRP(ARNmdepro GRP).Estepnscursor
procededeunúnico~n to~m~¡oquewdificapara GRP, localizadoenel cromosoma18(Naylory cola,

1987), cuyotamañoesde10 kbo,ndosintronesde4,8y.3,9kytr’es axones.El primer asAncodifico
paro la región 5; el péptidoseñaly los primems23 aminoácidosdeGRP; el axón2 codificapara los 3

ominoácidosrestantesde (~Py losprimeros 74 aminoácidosda OTEE(corLan terminal exiension

peptida o e.rtansióncarbosila terminal delpéptido). Por último, el axón.3 codificopara la secuencio
restantedeCrEPyel ex!remo3 (Epindely cols.,1987).El ARNmdepro CREcodificoparaun péptido

precwsordeCRE(pmo-CARE)de148aminoácidos,apartirdelcual,y madiamñepmncesamientoproteob%co

sasintdizaCRE,~==, (GRP-10)y CRE ¡.z (Epindel ycols., 198W Este pApUdo precursor consta de un

péptido señal que va seguido inmediatamente de CRE¡27, un aminoácido glicina (dg) donador de la

amoldo de! extrrmo carboxilo termino!, dos residuos de Usina (Lys) que indican el punto de corte paro

los enclopeptidasas y tres fonnos de CrEP, Los tres formas de OTEE se forman por distintos

procesamientos de! segundoinirón apartirdelAkNm de pro CRE, como se mnuesfro enlofiqurc~ dando

lugar o loforrna completo de! A.RNmdep-o CRE(1), ARIVmodapm CERcan21 bases merlos (2>, y APNro

depra dEPcon 19 bases menos(S).Hasta el momanía se desmnocr lafnrurióndel péptido saña! ydc

CTEP (Sp indal y cols., 1986; Sondoy y cols., 1988).

Distintos análisishanmostradoalgunassimilitudes entreel procesode transcripción

de ORE en humanos(figura 10)y enrata, perotambiénexistenmarcadasdiferencias,como

la existenciade dos formasde ARNm que codifican parael péptido precursorde ORE (pro-

ORE), una de 1,1 Kb, bastantesimilar ala terceraformade ARNm depro-OREen humanos,
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y otrade 1,5 kb. La estructuradel genquecodificaparaORE’ enratatiene 3 exones,al igual

queocurria enelgenhumano(Lebacq-Verheydeny cols., 1990),perono existeprocesamiento

alternativo enel segundointrón, quedabalugaratresformasdistintasde CTEPen humanos,

por lo que el procesamientodel ARNm de pro-ORE en rata da lugar a un único péptido

precursorde 147 aminoácidos(Lebacq-Verheydenycols., 1988).

3. Localización ¿e GRP

ORE’ se encuentraampliamentedistribuido en el SNC.Sulocalizaciónenlasdistintas

regiones del cerebro de rata se detalla en la tabla 4. Asimismo, se ha detectado

innunorreactividadaORE’ (IR-GRP) y asu péptido precursor, pro-ORP,enhipófisis de ratay

cobaya(Larsenycols., 1989a;Steely cols., 1992), lo quesugierequeORE’ sesintetizaenesta

glándulaendocrina. Esta inmunorreactividadse localiza principalmente en corticotrofos y

lactotrofos,y enmenormedidaen gonadotrofos,tirotrofosy somatotrofos,asícomoen la linea
celular tumoral hipotisariasecretoradeACTH AtT2O y enla linea celular tumoralhipofisana

secretorade PRL y OH 0H3 (Houbeny Denet 199la). ORE’ también estápresenteen la

médulaespinaldela rata(Moody y cols., 198lj. Además,estudiosrealizadospor Larseny cols.

(1989a)han demostradola presenciadeIR-ORP en célulasde la hipófisis anteriorde cobaya

en contactocon capilareshipofisarios, lo quesugierequeORE’puedeserliberado al torrente

sangumeo.

Es importantedestacarlapresenciade IR-ORE’en terminacionesnerviosasde lazona

externadela EM bovinacercanasacapilaressanguineos,perono enlazonainternadela EM.

Enestasterminacionesnerviosas,ORE’ colocalizaconCRF, lo querefuerzala hipótesisde que

ORE’ pueda ser liberado ala circulación portal hipofisaria (Giraud y cols., 1987a). Además,

existeIR-ORE’ en la médulaespinalderata(Panulay cols., 1987),dondeel contenidoen ORE’

parece estar influenciado por los glucocorticoides,ya que en estudios recientes se ha

observadoun aumentoen el contenidode péptidosanálogosaBBS enla médulaespinalde

ratasadrenalectomizadasy tratadasposteriormentecondexametasona(Westermarky cols.,

1999ayb).

En la especiahumana,ORE seencuentraprincipalmenteen hipotálamo,ACC, globo

pálido, amigdala,SOEy sustancianigra (Ohateiycols., 1984). Asimismo, sehadetectadoIR-

ORE’ en la médula espinal, en el liquido cefalorraquideo(Yamaday cols., 1981) y en la

hipófisis, concretamenteen los lóbulosanterior e intermedio (Chungy cols., 1989; Steely

cols., 1992).

ORE’ tambiénestáE’resenteen la médulaadrenal.Lemairey cols. (1986)detectaronla

presenciade IR-ORE’ en médulaadrenalbovina, concretamenteen célulasnoradrenérgicas.

A nivel subcelular, estainmunorreactividadse localizaen los gránulossecretoresjunto con

catecolaminas,y en la fracción microsomal, en concretoen el aparatode Oolgi, hechoque

sugiereque ORE’ permaneceen estafracción comoprecursory reservapara un posterior

procesamiento.El hechodequeORE’ coexistaconNA encélulasadrenomedularessugiereque

estepéptido puede ser liberado tras unaestimulación del nervio esplénicojunto con NA y
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modular la secreciónhormonalde estaglándula.

A nivel periférico se han detectado células endocrinascon IR-ORE en el tracto

gastrointestinaly en páncreashumano(Polalcycols., 1976; Pricey cols.,1984; Shimosegawa

y cols., 1993).Asimismo, son muchoslos mamíferos,entreellos la rata, en los quese han

encontradocuerposcelularesyfibras nerviosasconIR-ORE’ enestaregión(Bulfay cols., 1982;

Moghimzadehy cols., 1983; Costay cols., 1984). ORE’ tambiénestápresenteen pulmón en

mantiferosadultos (Whai-tony cols., 1978), aunquelas mayoresconcentracionesen pulmón

humano sehan encontradoen fetosy reciénnacidos(Cutzy cols., 1981), lo que sugierela

implicación de ORE ene]desarrollopuhnonary su posiblefunción comofactordecrecimiento
celular tanto en células normalescomo tumorales (Cuttitta y cols., 1985). También se ha

localizado ORE’ enla glándulatiroides dereciénnacidos,lechematernatanto humanacomo
devaca, enel tractoreproductorfemeninode la ratay en vejigaurinariahumana(Sundavy

cola, 1988)

TABLA 4

Distrihudón de GRP y su ARNin en cerebro de rata

Región Inmunorreactividad a GRP ARNm GRP

A. Cerebro anterior

Corteza 4 4/ ti.

Regionesolfatorias:

tubérculo olfatorio
+

Hipocampo +

Amígdala 4.4.

Gangliosbasales:
núcleoaccumbens

4,

Tálamo 4+ +/ -

Hipotálamo

o núcleomedialpreéptico 4+

~ núcleoperiventriculat 44. +

o núcleosupraquiasniárico 5 +

O núcleo suptaoptico 5 4+

o núcleo paraventricular +4 +

o núcleo arqueado +44

o núcleo dorsomedial ti. +

~ eminenciamedia 4 5
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Región Inmunorreactividad a GRP ARNm GRP

E. Tallo cerebral

Cerebromedio:

sustanciagris periacueductal
++ +

Cerebroposterior:

núcleodel tractosolitario
+4+ ++

Datos de IR-CREobtenidospor RfA (Moody y cols., 1981); distribución deARNmde CREsegúnWaday

cols., 1990 medida por hibridación in situ. ++-f, niveles muy elevados; ++, niveles moderadamente

elevados;+, niveles bajos; -, nivelesindetectables;2, datosdesconocidos,

4. Distribución de ARNm de GRP

Como semuestraen la tabla 5, seconoceladistribución en cerebrode ratadelos dos

transcritosquecodificanparael péptido precursorde ORE’ en cerebrode rata. Esteestudio,

realizadopor Zoellery cols. en 1989, se llevó a cabomediantehibridación in sUn,utilizando

ribosondascomplementariasal transcrito de 1,5 kb y a los dos trancritos (1,5 y 1,1 kb), de

modo quepuedeobservarsela diferentedistribución delosdosARNm. Asimismo, estudiosde

hibridación in situ conribosondasy oligonucleótidosespecificospara ARNm deGRPmuestran

unadistribución cerebralbastantesimilar (Wadaycols., 1990;Gundlachy Knobe, 1992; tabla

4). Aun así, la señaldehibridación esdébil comparadaconla de otros neuropéptidos,lo que

indicaqueen general ORE’ se expresaen pocaproporciónen cerebro.Como sedetallaen la

tabla 4, a pesar de que existen áreas cerebralesque contienen ARNm de pro-ORP y no
contieneninmunorreactividad,y alcontrario,existeunaciertacorrelaciónentrelalocalización

deARNm de pro-ORPy la distribución de su inmunorreactividad. Esto puede indicar varias

cosas:queparaalgunaspoblacionesneuronalesno hay trasladode ARNm de pro-GRPo se

trasladaen muy baja proporción; o que se utiliza o se degradade forma muy rápida. Es

importantedestacarquemuchasdelasáreascon presenciadeARNm depro-ORPcontienen

tambiénreceptoresparaORP.Asimismo, sehandetectadoniveles bajosdeARNm de GRPen

hipófisis de rata (Houbeny cols., 1993).

Fueradel SNC sehadetectadoexpresiónmoderadadeARNm deORPen estómagoy

célulasaisladasdel tracto gastrointestinalde rata,perono en otros órganoscomoel higado

y el riñón (Waday cols., 1990; Dimaline y cols., 1992).

En humanos se ha detectadoARNm de ORE’ en distintos tejidos y sistemascomo
pulmón, tiroides y tracto gastrointestinal, pero no en ciertas glándulas, como hipófisis y

adrenal(Sundayy cols., 1988).
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TABLA 5
Localizadón cerebral del ARNm del péptldo precursor de GRP en la rata

Región cerebral Transcrito 1,5 kb Transcrito 1,1 kb

ATelencéfalo

Cortezacingulada + +

Cortezafrontal, +

frontoparietaly

estriado

Hipocampo + +

Amígdala + *

E. Diencéfalo

Pálido ventral +

Septummedial +

Áreapreópticamedial 4

y mediana

Núcleo +

supraquiasmático

Zonairicerta +

O. Rombencéfalo

Acueductodorsaly +

lateral

Núcleo 4

interpeduncular

Núcleomedial +

geniculado

Núcleoparabigeminal +

Núcleodel Rafe +

pontno

Núcleodorsal +

parabraquial

Núcleo del tracto +

solitario
+:presencia deARNm; -: no hay presencia de ARNm.

(TomadodeZoeller y cols., 1989)
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5. Receptoresde GRP

Hastala fechasehancaracterizadocuatro tiposdereceptoresparapéptidosanálogos

aBES en mamíferos:el receptor de ORP (ORP-preferringreceptor,ORP-R o BB2I que fue
donadoporSpindely cois. (1990)y Batteyy cols. (1991); el receptordeNeuromedinaE(NMB-

preferring receptor,NMB-R o BEl) quefue donadoporWadaycols. (1991); el tercer subtipo

dereceptoresel llamadoBRS-3 o BB3 y fue donadoporOorbulevy cols. (1992)y Fathi y cols.

(1993). Estudios recienteshan demostradoque su gen se expresaen hipófisis de ovejae

hipotálamodeovejay ratón (Whitleyy cols., 1999;Yamadaycols., 1999),aunquesu función

fisiológicay su ligando endógenotodavíano sehadescubierto.Porúltimo, en 1995, Nagalla

y cols. identificaron un cuarto subtipo de receptor llamado 1384, y del que se conoce

relativamentepoco (Katsunoy cols., 1999).

TABLA 6

Unión de distintos ligandos al receptor de GRPy de A’MB en distintos cultivos celulares

Receptor de GRP en mamíferos

Kl (nM)

Ligando *Receptor

humano

transfectado

Celulas

pancreáticasde

cobaya
SwissSTa

Células

pancreáticas

de ratón

*Receptorde

ratón

transfectado

BBS 1,4±0,2 3,6±0,5 1,3 ±0,2 6,8±1,3 0,9 ±0,3

CRE 6,2 ±1,3 11±1,5 1,6 ±0,2 6±2 3,1 ±1,4

NMB 437 ±30 1500 ±150 41,8 ±4,8 230 ±80 174 ±44

Receptor de NMB en mamíferos

Kl <nM>

Ligando *Receptorhumano

transfectado

Chablaslornasde raía *Receptorde rata

transfectodo

BBS 32±3 21±7 34±2

CRE 5080 ±770 403±58 439±66

NMB 8,1±5,2 3,3±0,8 4,2±0,6

Se refiereal receptorde humano,de ratón

(TomnadodeKroog y cols., 1 995b)

y de ratatransfectadoen fibroblastosde ratónBalb 3T3

Lapotenciarelativade los distintos agonistasde estosreceptoressobrecadasubtipo

de receptores la siguiente(Nagallay cok., 1995; Betancury cols., 1997):

Receptorde NME o BEl: NMBABBSZORP

Receptorde CEPo RBi?: ORP>[Leu”1 bombesina=[Phe’’]bombesina»NME

ReceptorBBS: BBS»ORE’=NMB
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ReceptorBR4: [Leu’3] bombesina>4Phetibombesina>ORE’>NMB

Todos estos receptores están acoplados a proteina O, tienen 7 dominios
transmembranay su mecanismode transducciónesvíafosfolipasaC (PLC) paraproducir un

aumentode ~, díacilglicerol <DAO) y Ca2 intracelular.

Dado queORE’ se une preferentementeal receptor 13132 o receptor de ORE’, en esta

memoriasólo nos referiremosaestesubtipo de receptor.

S.l. Receptorde GRP: Identificación, clonaje y mecanismode trausducción

En 1978, Moodyycols.ydensenycols. identificaronun receptorespecifico,saturable

y reversibleparaORE’ en célulaspancreáticasacinaresdecobayayen membranascerebrales

de rata. Posteriormentese identificó estereceptor en la línea celular hipofisaría de rata

secretorade OH y PRL 0H
4C1, en célulasSwiss 3T3 de ratóny en célulasSCLC <Westendorf

y Schonbrunn,1983; Zacharyy Rozengurt,1985; Moodyy cols., 1985).Tambiénseconocela

estructuradelreceptordeORPhumano,caracterizadapor Corjayycols. (1991)y Benyaycols.

(1995a), cuyogenestálocalizadoen el cromosomaX(Feldmanycols.,1990).

El receptor deORE’ esunaproteínade384 aminoácidosconun pesomolecularde43

kD y seencuentrasituado enla membranacelular. Enestereceptorpuedendistinguirse tres
regiones:1) el dominio extracelulardeunión al ligando, queeslaregiónala cualseuneORE,

2) 7 dominios hidrofóbicos que corresponden a los siete dominios transmembrana
característicosdelos receptoresacopladosaproteínaO, queatraviesanla bícapalipídica de

lamembranacelular,y3)el dominio intracelular,encargadodeactivarel sistemadesegundos

mensajeros.Es importantedestacarenlaestructurade los sietedominiostransmembranalos

tres sitios de fosforilación para PKC, uno en el tercer dominio transmembranay dosen el

cuarto, además de la secuencia cisteina-cisteina (Cys-Cys) en este último dominio,

responsabledel anclajedel receptorala membranacelular (Kroogy cois., 1995ay b).

El receptorde ORE estáacopladoaproteínaO. Estasproteínastienen3 subunidades,

a, P y y, que se disocianen dos subunidades,O,, (de la quese conocenal menos20 tipos
distintos) y O~, paraactivar las enzimasnecesariasparala síntesisde segundosmensajeros

(Jolmson y Dhanasekaran, 1989). El receptor de ORE induce la cascadade segundos

mensajerosatravésde proteína~ cuya función es transmitir la señaldesdeel dominio

extracelular de unión al ligando hasta el sistemade segundosmensajerosintracelular,

produciendola hidrólisis de fosfatidil inositol fosfato (PIP2; Hellmich y cols, 1997).

El receptor de ORP, como se verá posteriormente, se encuentra ampliamente

distribuido en SNC y tejidos periféricos, y pareceactuar casiexclusivamentea travésde

mecanismosmediadospor NCC (Bjoro y cols., 1987; Muir y Murray, 1987). Sin embargo,en
algunostipos de célulasestereceptorincrementalos nivelesdeAMPc (Benyay cols., 1994a),

eincluso puedeactuaratravésde los dos mecanismos(Benyay cols., 1994b). El sistemade

segundosmensajerosacopladoal receptor de ORPactiva mayoritariamenteELC: asi se ha
observadoque a través de estavía, BBS estimula la secreciónde PRL y ACTH en la línea
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celular OH4C~ y en disociadosde adenohipófisisrespectivamente(Ejoroy cols., 1987; Au y

cols.,
1997),ademásde potenciar la secreciónde ACTH inducidaporCRE (Au y cols., 1997).

Porúltimo, cabedestacarquela regulacióndelnúmerode receptoresdeORPse lleva
a cabopor fosforilación, internalización (esdecir, el complejo GRP-receptorse introduceen

el citoplasmapor endocitosis)y regulaciónala baja. El receptor deORE, al igual queotros

receptoresacopladosaproteinaO, esfosforiladocomoconsecuenciadela unióndel agonista,

lo quea su vez produceaumentode la concentraciónintracelular de Ca?’(Hellmich y cols.,

1999). Estafosforilaciónseproducemayoritariamentepor NCC (Brown y cols., 1987; Muir y

Murray, 1987; Hellrnich y cols., 1999),aunqueestudiosrecientessugierenla implicación de

otrasquinasasen esteprocesode fosforilación {Benyay cols., 1994b; Kroog y cols., 1995b;

Hellmnichy cols., 1999). Lamisión de estostresprocesosenconjunto esfinalizar la respuesta

y evitarunaposterioractivacióndel receptorenpresenciade un agonista,fenómenollamado

desensibilización(Benyaycois, 1994a; 1994by 1995b).

5.2. Distribución del receptorde GRP

La distribución cerebraldelreceptorde ORE’ en ratasedetallaen la tabla 7. Enlineas

generales,puededecirsequecoincideconla distribución de terminacionesnerviosasde ORP

encerebroadulto, con la excepcióndel hipocampoy de la cortezacerebral<E’anulay cols.,

1982>.

El receptor de ORE también se encuentraen hipófisis. Houben y cols. (1994)
demostraronpor técnicasautorradiográficasla existenciade sitios de unión para péptidos

análogosaBBS en hipófisis anterior, principalmenteen lactotrofosy somatotrofos.Además

sehanencontradoreceptoresparaORE’ en la lineacelular0H
4C1 (Westendorfy Schonbrunn,

1983>.

A pesarde la amplia distribución de receptoresen el SNC, la mayor densidadde

receptoresdeORI>endistintosmamiferossehaencontradoenel tractogastrointestinal(Vigna

y cols., 1987;Morany cols., 1988).TambiénsehanlocalizadoreceptoresdeORE en lavejiga

urinaria, úteroy vesículaseminal(Sundayy cois., 1988).

La distribución delARNin de] receptordeORPen cerebroderatasedetailaenla tabla

7 y coincide en lineas generalescon la distribución de su receptor. Asimismo se han

detectadobajosnivelesdeARNm del receptordeORE en hipófisis (Houbeny cols., 1993).
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TABLA 7

flistrthudón del receptor de GRP u su ARNmn en cerebro de rata

Tejido Receptorde OR? ARNin del receptor de
GRP

+ 4+

4- +

+4

44

+4 4+

+44 4+4

4+4 +

A. Cerebroanterior

lsocorteza

~‘ Lámina II

~-4’ Lámina111

LáminaV

~4 LáminaVI

Hipocampo

Ainigdala:

núcleo lateraldeltracto olfatoria

Gangliosbasales:
núcleoaccurnbens

Talamo

llipotáirirno

~ núcleosupraquiasmatico

~‘ núcleosupraóptico

• núcleoparaventricular

o núcleo arqueado

O núcleomamilar lateral

~ núcleomedial preáptico

o Eminenciamedia

5. Tallo cerebral

Cerebromedia:

sustanciagris periacueductal

Cerebroposterior

u’ núcleo del tracto solitario

u’ núcleoambiguo

444

+4+

+4+

+44

+4

+4

444

4+4

+4

+4

+4

+44

4+

5

5 +

5 +

+4 4+

Distribución del receptorde CREpor medidapor autonadiografia (Ladenheimny cols. 1992); distribución

de ARNm del receptor de CREpor medidapor northern blot (Wada y cola 1991). ++t niveles muy
elevados; 4+, niveles moderadamenteelevados; 4, niveles bajos; -, niveles iridetectables; 2, datos

desconocidos.
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6. Circuitos neuronales y colocalización de GRP con otros

neurotransmisores y neuropéptidos en el sistema nervioso central

La mayoríadelos estudiossobrecircuitos neuronalesde ORE hansido realizadosen

rata.Asi sehademostradoquelamayorpartedecuerposcelularesORPérgicosseencuentran

en el NSQ, NE’V y NTS (Roth y cols., 1982; Panulay cols., 1984; Larsen y cois., 1989b),

mientrasquelasterminacionesnerviosasconIR-OREsehanlocalizadoprincipalmenteen el

ARC (Panulay cols., 1984)y en otrasregionescerebralescomoel pálido ventral, el núcleo

interpedunculary la sustancianigraparsreticulata(Larseny cols., 1989b).ORE’seencuentra

en axones que contactan con neuronas del NSQ, lo que sugiere la posible función

neurotrasmisorade ORP en estaregión hipotalámíca (Van den Pol, 1986), ademásde su

implicación en el control del ritmo circadiano,comoseexplicaráposteriormente.De hecho,

la administraciónde ORPestimulala actividadneuronaldel NSQy delARC, (Liny Pan,1993;

Tangy Pan, 1993)y la luz induce la expresióndeproteinasFos en neuronasORPérgicasdel

NSQ (Earnesty cols., 1993).

Los cuerposcelularesORPérgicosdelNTS, núcleoparabraquialyel NPV delhipotálamo

proyectanhaciael núcleo motor dorsaldelvago (DMV) (Richey cols., 1990; Costelloy cols.,

1991; Lynn y cols., 1997). Además,los cuerposcelularesdel núcleo dorsalgeniculadoy del

LC proyectan hacía la zona incerta (Lechner y cols., 1993). Por otra parte, neuronas

ORPérgicassituadasen otrasregioneshipotaláinicas,enel núcleodela estríaterminalis o en

laasnigdalano se proyectanaparentementehaciael DMV. La función específicadeestasvías

ORPérgicastodavia no se ha determinado, aunque todo parece indicar que los efectos

centralesproducidostanto por ORE comopor BBS podríanestarmediadospor laproyección

existente entre el 1’JPV y el DMV (Costello y cols., 1991) y que ORE podría actuar como

neurotransmisor/neuromoduladoren el complejo NTS/DMV (Lynn y cols., 1997). Además,

ORE coexiste con el enzima tirosina hidroxilasa, paso limitante de la sintesis de

catecolaminas,en neuronasdel NTS, por lo quela coexistenciade catecolaminasy ORE en

estaregión cerebralpodríaregular, al menosen parte, los efectoscardiovascularesde ORE y

BBS (Lynn y cols., 1996).

Tambiénsehan encontradocuerposneuronalesde ORE’ enotrasáreascerebralesde

rata, como la médulaventrolateral y el núcleo medial geniculado (Lynn y cois., 1996), y

terminaciones nerviosasen la médula espinal (Chung y cols., 1989). Por otra parte, en

humanos,ladistribución de fibras y terminacionesnerviosasdelNTS y delDMV coincide con

la descritapara larata (Lynn y cols., 1996>.

Por último, se ha observadoque tanto ORE como BBS producen estimulación de

neuronas serotoninérgicasdel núcleo dorsal del rafe, actuando probablemente sobre

receptorespostsínápticosacopladosacanalesde potasio (Pinnocky Woodruff, 1991).

Además,ORE’ colocalizaennumerosasregionescerebralesconotros neurotrasniisores

y neuropéptidosenlarata,comosedescribeenla tabla 8.Estosestudios,realizadosmediante

técnicasinmunocitoquimicas,handemostrado,entreotroshallazgos,queORE colocalizacon

AVPy somatostatinatanto enaxonescomoencuerposcelularesdelNSQ, pudiendofuncionar
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como neurotransmisoren estaregión hipotalámica (Van den Pol, 1986). Por otra parte, el

hechode queORE colocalice concatecolaminasen el NTS puedeestarrelacionadoen parte

con los efectos cardiovascularesde BBS (Lynn y cols., 1996). Asimismo, es importante

destacarla presenciade IR-ORE’ en terminacionesnerviosasde la zona externade la EM

bovinacercanasacapilaressanguíneos,en dondeORE’ colocalizaconCRE, lo querefuerzala

hipótesis de queORE’ puedaser liberado ala circulación portal hipofisaria (Oiraudy cols.,

1987a).

TABLA 8

Principales colocallzaciones de GRP con otros neurotransmlsoresy neuropéptidos en el
sistema nervioso central en rata

neurotransmisor/
neuropéptido

Región cerebral Referencias

Somatostatina
hipotalámica

NSQ Van denPolyTsujimoto,1985;
Van denPal, 1986; Kawataycols.,1987

serotonina NSQ Vanden Pal, 1986; Kawatay cals., 1987

CRF NPV Moodyycols., 1951;

PiekutyJoseph,1986

arginina-vasopx-esina NPV

NSQ

Moody y cole., 1951;
Piekuty Joseph,1986

Van denPaly Tsnjimoto, 1985;

Van denPal, 1986

péptido intestinal

vasoactivo

NSQ Van denPolyTsujimoto, 1985;

Kawataycole., 1987

Núcleotrigeminal

mesencefálico

Coprayycole., 1990

neuropéptidoY NSQ Kawataycols.,1987

Núcleotrigeminal

mesencefálico

Coprayy cole., 1990

péptidohistidina-

isoleucina

NSQ Ro¡nijny cole., 1996

Catecolaminas IDMV Richeycols., 1990

NTS Lynnycols., 1996

SustanciaP Núcleotrigeminal

mesencefálico

Coprayycole., 1990
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neurotransmisor/
neuropéptido

Región cerebral Referencias

calecistoquinina NPV Moadyy cols,, 1981

Núcleo trigeminai Coprayy caIs., 1990

mesencefálica

Ieucina-encefalina NE’V lOssy cols., 1984;

(leu-enk)
Núcleotrigeminal Coprayy cols., 1990

mesencefálico

CABA NSQ Van denPol y Tsujimoto, 1985;
Van denPal, 1986

Neurofisina NSQ Van den Paly Tsujimoto, 1985

7. Efectos fisiológicos y farmacológicas de GRP

7.1. Efecto de GRP/bombesina sobre la actividad locomotora

La administraciónícv de BES enratasaumentala actividad locomotora(E’erty cols.,

1980). Este aumento de actividad locomotora se ve diminuido si previamente a la

administración de BBS, los animalesson tratadoscon neurolépticoscomo haloperidol o

flufenazina (Merali y cols., 1983), lo que sugierequela DA podria actuarcomo mediadorde

la respuestalocomotorade BBS.

Existen estudiosmásrecientesen los que seha caracterizadoel subtipo de receptor

dopaminérgico implicado en el aumento de actividad locomotora inducido por BBS, La

combinaciónde dos antagonistasdopaininérgicos,SCH 23390 (antagonistadel receptorD1)

y eticloprida (ETIC), antagonistadel receptor ~2’ inhibe de forma marcadael aumentode

actividad locomotorainducido por BBS. Sin embargo,estebloqueoesmayor(>70%) cuando

secombinaunadosisbajadel SCH 23390 condosiscrecientesde ETIC, lo que sugiereuna
mayorparticipacióndel receptorD2 en el aumentodeactividadlocomotorainducido porBBS.

No obstante la activación de ambos receptoreses necesariapara que BBS aumente la

actividadlocomotora(Pigginsy Meralí, 1989).

7.2. Efecto de GRP/bombesinasobrela conducta de acicalamiento

En 1985, Merali y cois. observaronquela administración icv de BBS incrementael

comportamientode acicalamientoen rata.Este tipo de respuestaconsisteen quela rata se

rascafrecuentementela cabezay el cuello con laspatastraseras;además,los animalesse

lamenlaspatasantesde rascarse.Esmás,laBBS aumentala frecuenciaconlaquelasratas

seacicalanla cara(conlas patasdelanteras)y se lavanel cuerpo ayudándosede la lenguay

¡osdientes.Porúltimo, puedeaparecerotro tipo decomportamientocomotemblorenlaspatas

delanteras,estiramientosy sacudidasde cabeza.Este efecto central de la BBS sobre el
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comportamientono ocurre exclusivamenteen la rata, sino quetambiénse haobservadoen

ratón, cobaya,conejoy mono (Cowany cols., 1985). Por otraparte,pareceser que en ratón

y enrata,la BBS aumentael comportamientodeacicalamientoactuandotantoanivel espinal

comosupraespinal,ya queseha observadoesteefectotanto tras administración intratecal

comoicv (Omereky Cowan, 1984).

Estudiosposteriores(E’iggins y Merali, 1989) sugierenla implicación de la DA en el
mcrementodela conductadeacicalamientoinducidaporBBS. La administracióntanto deun

antagonistaD1 (SCFI 23390) comode un antagonistaD2 (ETIC) inhibe deforma significativa

estecomportamiento. Sin embargo,cuando se combínauna dosis fija de ETIC con dosis

crecientesdeSCH 23390,seobtienetmamayor inhibición, lo quesugierequeaunqueambos

receptoresson fundamentalespara la totalidad de la respuesta,el receptor D1 estámás

implicado en la mediaciónde estetipo de comportamientoqueel receptor~2

7.3. Efecto de GRP/bombesinasobrela percepcióndeldolor

Pert y cols., (1980) demostraronquela administraciónde BES en la 501> de la rata

tiene un efecto antinociceptivo, enlos testsdela placacalientey de retirada de la cola; este

efecto no pareceestarmediadopor receptoresji opiodes,ya queno se bloqueócon naloxona.

Estudiosposterioresdemuestranquela BBS tambiénposeepropiedadesantinociceptivasen

ratón, enel testde estiramientoporadministraciónde ácido acético.Dadoquelos agonistas

x-opioidesatenúande forma selectivael aumentodel comportamientode rascadoinducido

porBBS, esposiblequelaBBS estérelacionadaconlaspropiedadesantinociceptivasdeestos

agonistas(Cowan, 1988).

7.4. Efecto de GRP/bombesinasobrela conducta alimentaria

La administración intraperitoneal (íp) de ORE’ o BBS reducede forma potentey dosis-

dependientela ingestióndecoxnidayaguaenratas(Oibbsycols., 1981; Oibbs, 1985).Efectos

similares se han observado tras la inyección ip de ambos péptidos en ratón o tras

administración iv en monos y humanos(Gibbs, 1985). Asimismo, la administración tanto

central como periférica de BBS es capazde suprimir el aumentode apetito producido por

estrés(Morleyy Levine, 1981;Morley y cols., 1982).Hansido muchoslos estudiosquesehan

hechoparaaclarar el mecanismopor el cual ambospéptidosinducen saciedad.Distintas

lesiones,comoadrenalectomia,vagotomia,hipofisectoznia,reseccióndelganglio celiaco o de

lamédulaespinalanivel dela sextavértebratorácica,asi comolesionesenel áreapostrema

o en el NVM no consiguieronrevertir el efecto anorexígenoinducido porBBS. Porotraparte,

la administraciónicv de BBS tambiéninducesaciedad,perode formamenosmarcadaquela

administraciónip, hechoquesugierequela BBS no actúaexclusivamenteanivelcentralpara

producir esteefecto(Oibbs, 1985).

En 1993,Motamediycols. investigaronconmásprofundidadelmecanismoporel cual
la BBS induce anorexia. Paraello, y dado que tanto el sistemadopanÁnérgicocomo el

adrenérgicoy el serotoninérgicoestán implicadosen la conductaalimentaria, se estudió el

efectode laadministraciónde distintosantagonistassobreel efectoanorexigenoinducidapor
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BBS. La administración subcutánea(sc) del antagonista D~ SCH 23390, e ip de los

antagonistasD2 pimoziday sulpiride no revirtió el efectoanorexigenoinducido porBBS. Lo

mismo ocurrió trasla administración ip de fenoxibenzantinay propanolol,bloqueantesde los

receptoresuy p-adrenérgicosrespectivamente,y delantagonistadelos receptores5-HT1y 5-

HT.> metergolina. Finalmente,la administración ip del antagonistadel receptorde ORP BW

22581389consiguió revertir el efecto anorexígenoproducido por la administraciónperiférica
tanto de ORP como de 13138, pero no el mismo efecto producido tras la administración de

colecistoquinina(CCLQ; estehecho demuestraquela supresión del apetito producidapor

péptídosanálogosaBBS estámediadaa travésdel receptorde ORE’ (Kirkham y cols., 1994).

Es más, la administración icv del antagonistadel receptor de ORE’ ILeu’
3-w--CI-I

0NH-Leu”J

bombesinaconsiguió revertir completamenteesteefecto, por lo que el efectoanorexigeno

producido trasla administración ip de [3135puedeserdebidoala interacciónconreceptores

centralesdeORE. Estahipótesisparececonfirmadaporun estudio recientede Ladenheimy

cols.(1996), enel cual laadministraciónen el cuartoventrículodeun antagonistadel receptor

de ORE suprimeel efectoanorexigenoproducido por la administraciónperiférica de ORE’, lo

quesugierequedistintas estructurascerebrales,entreellasel NTS (iohnstony Merali, 1988)

y ¡a amígdalacentral y basolateral(Vigh y cols., 1999ay b), puedenestarimplicadasen la

supresióndelapetitoproducidaporBBSy/o ORE’. Además,l-lostetlerycok. (1989)observaron

que la supresióndel apetito inducida por BBS no estámediadapor mecanismosgástricos

inhibitorios o a travésdeun lugar de accióna nivel del tracto gastrointestinal.

Por otra parte, existenotros sistemasde neurotransmisiónimplicados en la acción

anorexigenadepéptidosanálogosaBBS, comoson el sistemahistaminérgicoy el CRFérgico,

yaqueagonistasdel receptorl~l3 dehistaminay antagonistasdel receptordeCREsoncapaces

de revertir el efecto anorexigenoproducido por la administración de BBS enrata (Merali y

Banks, 1994; Plamondony Merali, 1997).

Es importante destacar la función que tiene el receptor de ORE’ y el receptor de

bombesinaBBS en el comportamientoanorexigenoinducido por BBS. Se ha observadoque

la administraciónperiléricade BBS aratonesnormalessuprimede formadosis-dependiente

la ingestióndeglucosa,mientrasqueenratonestransgénicosquecarecendel receptordeORE

no seobservaningunavariación.Estosdatossugierenqueagonistasde estereceptorpueden

serútiles paraproducirsaciedad(Hamptony cols., 1998). Porotraparte,ratonestransgénicos

que carecendel receptor BBS desarrollanobesidadasociadaahipertensióny deteriorodel

metabolismode glucosa.Además,estosanimalespresentanuna tasametabólicareduciday

mayorapetito (Ohki-I-lamazakiy cols., 1997).

Porúltimo, cabeañadirquesehanobservadomodificacionesenlosnivelesendógenos

depéptidosanálogosaBBS enrelaciónala ingestiónde comida,ya queestosnivelessonmás

altosantesy despuésdela ingestióndecomida,disminuyendodurantelacomida(Elamondon

y Meralí, 1994).

7.5. Efecto de GRP/botnbesinasobrela regulaciónde la temperatura

La administraciónde ORE o de BBS en el ventrículo lateral cerebralo en la cisterna
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magnade ratas que seencuentranen un entorno cuyatemperaturaoscila entre4 y 24~<Z

produceuna marcadahipotermia. Sin embargo,estospéptidosno tienen efectocuandolas

ratas se mantienen a temperaturaambiente, y se ha observadoque inducen hipertermia
cuando los animalesse encuentrantemperaturasmayoresde 550(3 - Esta hipertermia se

convierteenhipotermiacuandolos animalessetrasladanaun entornoabajastemperaturas.

Puededecirsequela hipotermiainducidapor BBS tiene un comienzorápido, y esduradera,

reversibley dosis-dependiente(Tachéy Brown, 1982).

Esimportantedestacarquela hipotermiaproducidapor BBS esmáspronunciadaque

la inducida por otros neuropéptidoscomo neurotensinao sustanciaE’. Además, las dosis

requeridasparaproducirlasonmuy bajas-100 ng-, conlo quepuedeconcluirsequela BBS

esuna de las sustanciasmáspotentesimplicada en el control de la temperaturaentrelas

conocidashastala fecha(Brown y cols., 1977).

La BBS interviene en el control de la temperaturadel organismoactuandosobre el

hipotálamo, concretamenteen la región preóptica; la inyección de estepéptido en otras

regiones del cerebro anterior o medio o por vía iv no produjo ning~in efecto sobre la

temperaturacorporal. Por otra parte, la hipotermia producida por BBS no parece estar

mediadaporsistemasdopaminérgicos,catecolaminérgicoso colinérgicos,yaqueantagonistas

de estos sistemas, que son capaces de bloquear la hipotermia producida por los

correspondientesagonistas,fueron inefectivosala horade bloquearel hipoternÁainducida

por BBS. Es más, la administracióncentral de DA, NA, carbacol o apomorfinaprodujo un

efecto hipotérmico 1000 veces menor que el inducido por BBS. Sin embargo, algunos

neuropéptidoscomoTRH o somatostina,ó antagonistasopiáceoscomonaloxonasi previenen

la acción hipotérmicade BBS, lo que sugiereuna posible interacción entre BBS y estos

neuropéptidos(Tachéy Brown, 1982).

7.6. Efecto de GRP/bornbesinasobrela regulacióndel ritmo circadiano

El NSQ,cuyafunción principalesla regulacióndelritmo circadiano,contienedistintas

subpoblacionesdeneuronaspeptidérgicas,entrelasqueseencuentranneuronasORE’érgicas,

ademásde neuronas que contienen VII’ y EHI. La administración conjunta de los tres

neuropéptidosenhamstersactivaademásdeobservarseunaactivacióndeestasneuronasen

registrosde actividadeléctricain curo, lo quesugierela implicación de ORE’ en el control del

ritmo circadiano(Albersy cols., 1991). Porotraparte,el hechode quela IR-ORPaumenteen

el NSQ durante el crecimiento de la rata, unida a la elevaciónde estos niveles durante el

periodonocturno en críasde 4 a 20 díasdemuestraqueexistenvariacionesen el contenido

de OR? en el NSQ debidasal ciclo día/noche(Isobey Muramatsu, 1995).

Además,existeunavariacióndelos nivelesde ORE’ endógenoalo largodeldía, siendo

éstosmásbajosdurante la mañana,y aumentandoapartir de las 7 de la tarde(Nicholsony

cols., 1983).
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7.7. Efecto de GRP/bombesina sobre la regulación de la glucemia

En 1979,Browny cols. observaronporprimeravezque¡aadministraciónenlacisterna

magnadeBBS en rataproduciaun marcadoefectohiperglucémico.Asimismo sehaobservado

quela acciónhiperglucémicade BBS espotentey prolongadaen el tiempo, y queseproduce

medianteun aumentodela secreciónadrenomedulardecatecolaminas,y no porestimulación

pancreáticadirectaqueaumentela secrecióndeglucagón(Brown y cols., 1979;Ootohy cols.,

198).

Porotraparte, el eje HHA no pareceestarimplicado enla hiperglucemiainducidapor

BBS, ya que ¡a administración de este neuropéptidoa animalesa los cuates se les ha

practicadounareseccióndehipófisis no modifica los niveles deglucemianormales. Esmás,

la administración en la cisterna magna de BBS no eleva los niveles plasmáticos de

corticosterona en animales en los que se ha observadouna elevación de los niveles

plasmáticosdeglucosay glucagán.Sin embargo,la administraciónicv de BBS si modificó los

niveles plasmáticos de adrenalina, ademásde aumentar la glucemia, confirmándose la

hipótesis anterior. El mecanismode acción más probableseriael siguiente: la adrenalina

podríaproducir unadisminución de insulina y unaelevaciónde glucagónplasmático,lo que

dalugara unaseñalquellegaal higado,desencadenándosela hiperglucernia(Brown y cois.,

1979).

Sin embargo,el NPV parece ser en parte responsabledel efecto hiperglucéniico

inducido porBBS, ya quela inyección deesteneuropéptidoen rataen estaregióncerebral
aumenta los niveles de glucosa plasmáticos, mientras que su administración en otras

regiones,comoel hipotálamolateral o el caudado-putamenno produjoningún efecto(Ounion

y cols., 1989). El NVM tambiénpareceestar implicado en la hiperglucemiaproducidapor

péptídosanálogosaBBS, ya que la inyección de BBS enestenúcleohipotalámico aumentó

los niveles plasmáticosde glucosaen la venahepática(Iguchíy cols., 1984).

Por último, se haobservadoqueratonestransgénicosquecarecendel receptor 3133

presentanun deteriorodel metabolismode glucosa(Ohki-Hamazakiy cols., 1997).

7.8. Efecto de GRP/bonxbesina sobre la contracción del músculo liso

Se ha encontrado inmunorreactividad y receptoresde ORE’ en el útero de rata

(Stjernquistycols.,1986; Anúoty cols., 1993).Esto sugierelaposible implicación deORPen

la contracción del músculo liso uterino. En efecto, tanto BBS como ORE’ son capacesde

contraerel músculo liso de úteroy cérvix derata(Amioty cols., 1993>,y estacontracciónse

ve aumentadaen animalesque han sido tratadoscon estrógenos(Stjernquísty cols., 1986).

Además,ORE’ y BBS contraenla vejigaurinaria tanto en humanos(Delle Favey cols., 1985;

I-lildebrandy cols., 1991), comoenotrasespeciesanimalescomoel cobaya,porun mecanismo

aparentementedirecto, mediadoa travésdel receptor de ORP (Rouissi y cols., 1991; Liu y

cols., 1995).

Tanto ORE’ como BBS inducen broncoconstricciónpor acción directa sobre los
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receptoresde ORPpresentesen músculoliso bronquial, y por un mecanismoindependiente

de receptoresadrenérgicos,colinérgicoso dopaminérgicos(Lachy cols., 1993).

Asimismo, la administracióncentralde BBS incrementalascontraccionesduodenales

en rata (Porreca y cols., 1988), y su administración periférica produce un efecto

espasmogénicodirecto sobre el estómagoy el esfinter pilórico (Bertacciní e Impicciatore,

1975). Este efecto espasmódicose bloquca por la administraciónde antiinflamatorios no

esteroidicosy de antagonistasdel receptor de ORE, lo que sugiere la implicación de las

prostaglandinas y de los receptores de ORE’ presentes en el estómago en el efecto

espasmogénicoinducido por BBS (Impicciatore y cols., 1981; Ladenheimy cols., 19971.Por

otra parte, ORE es capazde contraer el músculo liso del colon, efecto bloqueadopor un

oligonucleótidoantisentidode OR?y mediadoporel receptordeORE’localizadoenestaregión

intestinal (Bitar y Zhu, 1993).

7.9. Efecto de GRP/bombeslna sobre la motilidad gastrointestinal

La administración central de BBS reduce el vaciado gástrico y el tránsito

gastrointestinalen rata(Porrecacols., 1988),efectoquepareceestarmediadopor laactivación

del receptorde CCK-A (Ladenheimy cois., 1999). En ratón, la administración central, tanto

ícv como intratecal, pero no la administración periférica, produce un retraso del tránsito

gastrointestinal a nivel del colon. La transecciónmedular a nivel de la segundavértebra

torácica revierte los efectosanteriormente mencionados producidospor administración

intratecal,perono por laadministración icv, hechoquesugierequelos péptidosanálogosa

BBS puedenafectar la función motora intestinal actuandoa nivel cerebralo de la médula

espinal en ratas y ratones. Por otra parte, la actividad de estos péptidos cuando se

administran a nivel supraespinaldependede la integridad del nervio vagoy del eje Hl-lA,

mientrasqueel efectode estospéptídoscuandoseadministran anivel espinaldependedela

integridad delas vías ascendentessupraespinales(Porrecay cols., 1988).

Los péptidos análogosa BES también aumentanla presión del esfinter esofágico

inferior y retrasanel vaciadogástricoen humanos(Delle Payey cols., 1985).

7.10. Efecto de GRP/bombesina sobre la secreción gástrica y pancreática

7. 10. 1. Secrecióngástrica

Enla rata, ORE aumentala liberacióndegastrinae inhibe lasecreciónácidagástrica

(volumeny pH) sólo trasadministracióncentral,lo quesugierequeORPactúaanivel central

parainhibir la secreciónácidagástricay queesteefectoesindependientede un descensoen

la liberación de gastrina (Taché y cols., 1981a y b). Además, la administración de un

antagonistadelreceptorde ORE’ reduceperono escapazdebloquearla liberaciónde gastrina

producidaporestimulación.vagal(Weigertycols.,1996). Sin embargo,enhumanos,ORPeleva

la secrecióndegastrina,y pocosminutos después,la secreciónácidagástrica,lo quelleva a
pensarqueel aumentoen la liberacióndegastrinaproducidotras la administraciónde ORE

pareceser el responsabledel aumentode la secreciónácidagástrica(Knigge y cols., 1984).
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La BBS inhibe la secreciónácidagástricapor un mecanismoindependientede los

sistemas de neurotransmisión serotoninérgicos o catecolarninérgicos, y de hormonas

hipofisarias;sin embargo,laadministraciónperiféricadeindometacina,un bloqueantede la

síntesisde prostaglandinas,escapazde atenuarla secreciónácidagástricainducidapor la

administración icv de BBS, por lo queesteefectopodria estarmediadoanivel central por la

sintesisdeuno omásproductosdela cascadadelácidoaraquidóníco(Ougliettaycols., 1987).

Además,laadministracióniv deun anticuerpomonoclonaldeBBS escapazderevertir

la inhibición de la secreciónácidagástricaproducidatras la administración iv de BBS. Por

otraparte, el núcleoambiguo, situado en el cerebroposterior, pareceser el lugar de acción

másprobableenel quelospéptidosanálogosaBBS ejercensu efectosupresordelasecreción

ácidagástrica(Tachéy cols., 1988).

Asimismo, tanto ORE’ como BBS estimulan la liberación de pepsinógeno por

mecanismosmediados a través de su receptor que conllevan la movilización de Ca ~
intracelular. (Fioruccí y Mc Arthur, 1990).

710.2. Secreciónpancreáticaexocrina

La administraciónexógenade péptidosanálogosaBBS en rata,ademásdeaumentar

elpesoy tamañodelpáncreas(Hajriy cols., 1989),elevala liberación deainilasapancreática,

tanto in cuco, medianteestimulaciónvagal (Knuhtseny cols., 1985), como in ultra (Jenseny

cols., 1978; Scarpignatoy cols., 1989).

Porotraparte, ORE’ aumentalasecrecióndeproteinas,jugo pancreáticoy bicarbonato
apartir delpáncreas,efectomediadoenparteporAch (Holst y cols., 1987), y CCK endógeno

(Hosotaniy cols., 1989). Además, la secretinapareceregular la liberación de bicarbonato

pancreáticoinducidaporORE’, perono en la liberacióndeproteinaspancreáticas(Olady cols.,

1994).

7.11. Efecto de GRPlbornbesinasobrela secreciónhormonal

711.1. Secreciónhormonalhipoflsaha

a) Prolactinay hormonade crecimiento

En 1978,Riviery cols. describieronpor primeravezel efectode BBS sobrelasecreción

de PRLy OH, encontrandoqueestepéptidoestimulalaliberacióndelasdoshormonasin vivo.

Dadoquelos péptidosopoidesestánimplicados enla liberación de PRL, seestudió el efecto

de la administración de naloxona sobre la estimulación de 01-1 inducida por BBS,

encontrándosequeesteantagonistade receptoresopíoidesrevierte el efecto, lo quesugiere

un mecanismode acción mediadopor péptidosopioides. Sin embargo,estudiosposteriores

muestranresultadosmuy distintos,ya queenellos seobservacómola administracióndeORE’

enel ventrículo lateral y enel tercerventrículo no modifica los nivelesplasmáticosde PRL en

ratas macho (Matsushita y cols., 1983) y sin embargo si disminuye la concentración
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plasmática de OH en ratas hembras ovariectomizadas(Kentrotí y Mc Cann, 1985) en

condicionesbasales.

Posteriormente,Rentrotíy cols. (1988a)encontraronindicios de laposible función de

ORE’ como regulador endógenode la secreciónde ambas hormonas in vivo, ya que la

administración en el tercer ventrículo de un anticuerpo anti-ORP en ratas hembras

ovariectomizadasproduceun aumentoen los nivelesplasmáticosde PRL y OH. Sin embargo,
estosresultadosno sereproducenenexperimentosrealizadosin vitro, ya queantagonistasde

ORE’ no son capacesde modificar los niveles basalesde ambashormonasen disociadosde

adenohipófisis(Houbeny Denef, 199la).

En cuanto al mecanismode acción de estos dos efectos, cabe destacar que la

administración icv, pero no iv de ORPdisminuye el aumentode PRL inducido por el análogo

de met-enk FK33-824, y por el agonistadoparninérgicodomperidona(Matsushitay cols.,

1983). Másrecientemente,Manzanaresy cols. (1991)demostraronquela administraciónde

01W y/o BBS produceun aumentode la actividad dopaminérgicaen la EM y en el lóbulo

neural de la hipófisis, hecho queva acompañadode una disminución de PRL plasmática.

Estosestudiossugierenun efecto inhibitorio de ORE’ sobre la liberación de PRL anivel del

SNC actuandosobre receptoresopíoidesy estimulando la liberación de DA. Asimismo, la

administracióncentral de BBS en ratasovariectomizadasinhibe los niveles plasmáticosde

PRL al tiempo que aumentala actividad del enzima tirosina-hidroxilasa (Babu y Vijayan,

1983). Porotraparte, laadministración icv y en el tercerventrículo de ORE’ o BBS, ademásde

inhibir la secreciónde OH encondicionesbasales,comosehamencionadoanteriormente,es

capaz de inhibir el aumento de OH producido por OH-RH (Kentroti y Mc Cann, 1985;

Wakabayashiy coIs., 1985). Por tanto, y dado que la administración de un antagonista

dopaminérgicorevierte el efectoinhibidor de ORPsobrela secrecióndeambashormonas,el

mecanismoporel queesteneuropéptidoinhibe la liberaciónde PRLyOH esel siguiente: ORE’

podríaestimular la liberación de DA a partir de neuronastuberoinfundibulares, lo que 1)

estimularíala liberación de somatostatinahipotalámica,queasu vezinhibe la liberación de

011tanto basalcomoinducidapor OH-RH, y 2) alcanzala hipófisis a travésdelsistemaportal

hipofisario, inhibiendo asíla liberación de E’RL a partir delos lactotrofos hipofisarios (Abe y

cols., 1981; Kabayamay cols., 1984; Kentrotí y Mc Cann, 1985; Kentrotí y cols., 1988b;

Manzanaresycols.,1991; Kentrotiy McCann, 1996).

Porotra parte, la administracióncentral de BBS previamentea la exposiciónde los

animalesaunasituaciónde estrésinhibe de forma muy potentela liberación deE’RL porun

mecanismono mediadopor receptoresopiáceos,mientrasquelos nivelesplasmáticosde OH

no semodifican (Tachéy cols., 1979).

Por último, ORE’ y BBS parecen aumentar la liberación de OH en células

adenohipofisariasderata (Kentroti y Mc Cann, 1985),bovinas (Bícknefl y Chapman,1983)

y en células0H1C1 (WestendorfySchonbrunn, 1982; Bjoro y cols., 1987)y Ol~l3. Esteefecto

estápotenciado por estradiol, 5 ct-dihidrotestosteronay dexametasona(1-buheny Denef,

1990). Sin embargo,los resultadosobtenidosen experimentosin vítro sobrela secreciónde

¡‘RL son contradictorios,ya queenalgunoscasosno se observanmodificaciones(Matsushita
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y cols., 1983), mientrasqueotros estudiosmuestranun efectoestimuladordeORE’ sobrela

liberación de estahormona, que es potenciado por 5-u-dihidrotestosteronay estradiol e

inhibido por dexametasona(Houben y Denef, 1990). Sin embargo,el hecho de que BBS

apenastenganefecto sobreOH y PRL cuandoesadministradapor vía iv en humanosy en

ratas (Morley y cols., 1980; Pontiroli y col., 1980; Oullner y Yajima, 1983), y que ORE’ se
encuentrelocalizadoenáreascerebralesricas enneuronassomatostatinérgicas,ademásde

estimular la liberación de somatostatinaa partir de la EM hipotalárnica(Kentrotí y cois.,

1988b)sugierequeambospéptidosejercensu acciónprincipalmenteanivel hipotalámicoy

por elmecanismoantesmencionado.Apesardeello, existenestudiosdondesehaencontrado

quela administración periférica de BBS escapazde inhibir el aumentode OH inducido por
OH-RH, y de aumentarla secreciónde BBS enratasmachotratadascon estrógenos(E3enitez

y cols., 1990).

b) ACTH

El efectodeBBS y ORE’ sobrela secrecióndeACTH sehaestudiadotanto in vivo como

zn ultra, y sedetallaen el apartado9.1.

c) Oonadotropinas

La administraciónen el tercer ventrículo de BBS en ratashembrasovariectomizadas

no produjo modificacionesen los niveles plasmáticosde gonadotropinas(Babu y Víjayan,

1983). Sin embargo,estudiosposterioresen ratasmachosí detectaronalgunamodificación

en los niveles plasmáticosde estashormonas,como sedescribea continuación.

Hormonaluteinizante

Laadiministraciónícv delantagonistadeORE’ [D-Tpi6-Leu’3-y-CH
2NH-Leu”J bombesina

en ratasmachocastradasdisminuyelos niveles plasmáticosde LH. Dadoqueunaposterior
inyección centralde ORE’ revierte esteefecto,y quela administraciónde amboscompuestos

porvía iv no modifica la concentraciónplasmáticade LH, puedesugerirsequeel mecanismo

por el cual ORE’ afectala secreciónplasmáticade LH estámediadaatravésde su receptora

nivel central (Pinsky y cols., 1992a). Por el contrario, estosmismos autoresno observaron

ningún efectotrasla administracióniv tanto de ORPcomode su antagonista[D-Tpi<’-Leu’
3-w-

CH
2NI-l-Leu’

4] bombesina. Este último resultadoestá de acuerdocon estudios anteriores

realizadosen humanosdondeno seobservanvariacionesdeLH en respuestaainfusionesde

BBS (Morley y cols., 1980; Pontiroil y cols., 1980; Pontiroll y Scarpignato,1986). Aunque

infusionesde BBS en humanosaumentanlos niveles de LH en respuestaa LH-RH (Pontiroli

y Scarpignato,1986); sin embargo,la administracióniv del antagonistadeORE’ [D-Tpi6-Leu’3-
y-CH

2NH-Leu”J bombesinaen ratasno modifica la liberación de LH inducida por LH-RH

(Pinskyy cols., 1992a). Estosresultados,aparentementecontradictorios, puedenexplícarse

teniendoencuentaquelos experimentossehanrealizadoen especiesdiferentesy porquelas

dosisutilizadasde antagonistasno sonlo suficientementealtascomoparaafectarla funcion

hípofisaría.
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Por último, cabe destacarque la administración central de BBS previamentea la
exposiciónde los animalesauna situación de estrésno modifica la liberaciónde LH (Taché

y cols., 1979).

Hormonaestimulantedel folículo

La administracióniv deBBS enhumanosno tieneefectosobrelos niveles plasmáticos

deFSH (Morleyy cols., 1980),perosi escapazde aumentarla liberacióndeFSH enrespuesta

a LH-RH (Pontirolí y Scarpignato, 1986). Sin embargo,en ratas, la ad.ministracíóniv del

antagonistadel receptor de ORE’ ~ bombesinaen ratas no

modificala respuestade FSH a LH-RH, y la administracióntanto icv comoiv de ORE’ o de su

antagonistano modificalosnivelesplasmáticosde FSH(Onllner y Vajima, 1983; Pinski y cols,

1992a). Estosresultadosno son contradictorios,teniendoencuentaquelos experimentosse

han realizadoen especiesdiferentes.

d) Oxitocina y arginina-vasopresina

Estudiosen ratamuestrancomola administraciónde BBS, incluso a dosiselevadas,

no modifican los niveles plasmáticosde oxitocina. Sin embargo,la administración de este
neuropéptidoenmonossípareceelevarlasecreciónneurohipofisariadeAVE’ (Verbalisy cois.,

1988).

e)Tirotropina o TSH

La administracióniv de BBS no modifica los niveles plasmáticosde TSH enhumanos

(Morley y cols., 1980), pero silos disminuye en respuestaaTR1-{ (E’ontiroli y Scarpignato,

1986); sin embargo,la administracióniv, perono icv, de 01W en ratainhibe la liberación de

TSH (Mitsumaycols., 1985; Krowickiy Sadowska-Krowicka,1989). Esteefectoinhibitorio de

ORE’ sobrela secreciónde TSH se haobservadotambiénen estudiosin uitro (Mouray cols.,

1999). Por otraparte, ORPinhibe la liberación deTSH inducidapor TRH in vivo (l<lrowicki y

Sadowska-Krowicka, 1989) e in vitro, efecto quese revierte tras la administración de un

antagonistade ORE’, lo quesugierela posible función de ORE’ sobrela regulaciónhormonal

tiroidea(Santosy cols., 1995).

7.11.2. Otras hormonas

a) Hormonashípotalámicas

La administración icv de BBS en rata induce la liberación de somatostatina

hípotalámicaala circulación portalhipofisaria, la cual, a su vez, inhibe la liberación de OH

a nivel de la hipófisis (Abey cols., 1981).

b) Hormonasgastrointestinales

ORE’ juega un papel importante en la regulación hormonal gástrica, intestinal y
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pancreática,debidoasu liberaciónde formaendógenapor distintosmecanismos,entreellos

la estimulación vaga1 y colinérgica (Nishí y cols., 1985). Concretamente,ORE’ regula la

liberación tanto degastrina,secretadapor el estómago,como de CCI< y secretina,liberadas

a nivel intestinal, ademásde mediar la secreciónpancreáticaexocrinay endocrina.

Oastrína

La administración iv de ORP en humanosy en penos eleva las concentraciones

plasmáticasde gastrina (Mc Donaldy cols., 1981; lnoue y cols., 1983; Woody cols., 1983).

Además,ORE’ elevala liberaciónde gastrinaen otrasespeciesanimalescomoel gato (Vagne

y cols., 1987)ylarata, tanto trasadministracióncentralcomoperiférica(Tachéy cois., 1981a

y b~. Es posible queesteefectoseproduzcapor la accióndirectade ORE’ sobrecélulasO, ya

que se ha demostradoquela BBS es capazde aumentarla liberación degastrinaactuando

directamentesobrecélulasantralesO humanas(Squiresy cols., 1999).

Los péptídosanálogosa BBS estimulanla secreciónde gastrinapor un mecanismo

mediadoatravésdel nerviovago, ya quelaadministraciónde un antagonistadel receptorde

ORPredujo la liberación de gastrinaproducidapor estimulaciónvagal en ratas (Weigert y

cols., 1996). Además,el efecto de ORE’ sobrela secrecióndegastrinapareceser sensibleal

bloqueoporantagonistascolinérgicos,comosehademostradoenhumanos(Fletchery cols.,

1983).

Por último, cabedestacarqueORE pareceser uno de los reguladoresendógenos de

la liberacióndegastrmna,yaquela administracióndeanticuerpoantí-ORE’o deun antagonista

del receptor de GRE’ es capazde bloquear el efecto liberador de gastrina inducido por la

administración exógena de ORE, así como la liberación de gastrina producida tras

estimulaciónvagal(Talcagiy cols., 1987;Weigerty cols., 1996).

Colecistociuinina

La administración iv de 01W en humanos,penosy ratas elevalas concentraciones

plasmáticasde CCK (Mc Donaldy cols., 1981;lnoue y cols., 1983; Woody cols., 1983; Lewis

y Williams, 1990), presumiblementeactuandosobreel intestino delgado,entreel duodenoy

el yeyuno, emdependientementedela inervaciónvagaldel intestino delgado(Lundelíy cols.,

1991). El aumentode CCI< inducido por ORPtambiénsehaobservadoin viti-o, enperfusión

de duodenode rata(Nakanoy cols., 1988).

Secretinay péntido intestinal vasoactivo

La administracióniv deORE encerdosanestesiadosaumentala liberación desecretina

(Olad y cols., 1996). Además,ORE es capazde estimular directamentela secreciónde esta

hormonaapartir decélulasproductorasde secretina(Changy cols., 1998).Asimismo, ORE’

y BBS son capaces de elevar las concentraciones plasmáticas de otros péptidos

gastrointestinales,comoVII’ en humanos(Ohateíy cols., 1982).
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c) Secreciónpancreáticaendocrina

Insulina y glucaaon

La administración iv de ORP y BBS en humanoseleva los niveles de insulina y

glucagón (Knigge y cols., 1984). Estos resultados contrastan con los encontradospor

Scarpiguatoy cols. (1987 y 1988), quienesno observaronmodificacionesen los niveles

plasmáticosdeinsulina trasla administraciónde BBS en humanospor la mismavía, aunque

sí encontraron que estepéptido potencia la acción de la insulina tras la administración de

glucosa.Por otra parte, estudios in vivo revelan que la administración iv del decapéptido

terminal de ORP aumentala secreciónde insulina y glucagónen perro (Mc Donaldy cols.,

1981; Kawai y cols., 1988>. Lo n,isxno ocurretras la administracióniv de ORE’ en oveja(Mc

Donaldy cols., 1988)y en ratay en ratón, donde, al igual queen humanos,seha observado

que ORP potencia la respuestade la insulina sobre la liberación de glucosa (Petterssony

Abren, 1987 y 1988). El efectoinsulínotrópico de ORPtambién se haobservadoen monos

(Figlewiczy cols., 1985).

Estudios itt ultra revelan, al igual que los estudios in vivo, que ORP aumenta la

secreciónde insulina y potencia la respuestade la insulina sobrela liberación de glucosa

(Knuhtseny cols., 1987; Oregenseny Miren, 1996). Esteefectodepotenciación,asícomo el

mecanismode acciónintracelularporel queseproduce,sehademostradoin ultra (Gregensen

y Abren, 1996). Sin embargo,estudiosrealizadositt ultra en los resultadoshan demostrado

queen páncreasaisladode perro ORE’ estimulala liberacióndeinsulina, perono de glucagón

(Hermanseny Abren, 1990).

Porúltimo, cabedestacarqueel aumentode insulinaproducidoporpéptidosanálogos

aBBS parecetenersu lugar de acciónanivel central,ya quelaadministraciónde 13135 en el

NVM o enel hipotálamolateral aumentólos niveles plasmáticosde insulina y glucagónen la

venahepática(lguchi y cols., 1984).

Polipéptidopancreático(PP~

La administracióniv de ORPaumentalos niveles plasmáticosde PP en peno, ovejay

gato (Mc Donald y cols., 1981; lnoue y cols., 1983; Vagne y cols., 1987; Mc Donaid y cois.,

1988).Esteefectopareceestarmediado,al menosenparte,porCdC,ya quelaadministración

iv del antagonistade CCK L-364,718 en perros fue capaz de inhibir la secreclonde PP

inducidaporORP <Hosotaníy cols., 1989).

Somatostatinapancreática

Estudios in vivo e in ultra realizadosen perromuestrancomoORE’, o su decapéptido

terminal -ORP-10- no modifican la secreción de somatostatina(Kawai y cols., 1988;

Hermansen y Ahren, 1990). Sin embargo, en estudios más recientes realizados en

preparacionesdc mucosagástrica, se ha observadoquetanto BBS comoORP estimulan la

liberación de somatostatinaactuando directamentesobre células somatostatinérgicasdel
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fundus, concretamentesobre célulasfúndicas D <Schuberty cols., 1991; Schaiffery cols.,

1997) y sobre el antrum, activando de forma indirecta células somatostatínérgicaspor

estimulacióndegastrinay activaciónde neuronasinhibitorias colinérgicas(Schuberty cols.,

1991).Estaestimulacióntambiénse haobservadoen el hombre,y su mecanismode acción

pareceserindependientedeinervaciónvagalo coliriérgica(Siovalí y cols., 1990). Sin embargo,

en el cerdo,la estimulaciónde somatostatinainducidaporGRPpareceestarmediadapor el

nervio vago,ya quela administraciónde un antagonistade ORPbloqueala liberación vagal

de somatostatina(Holst y cols., 1987).

Asimismo, BBS parece regular el sistema efector del receptor pancreático de

somatostatina,tanto in vivo como in ultra (Alvaro-Alonso y cols., 1999).

d) Hormonasgonadales:testosterona

El hechodequeexistaIR-ORPen célulasneuroendocrinasdela próstatahumana(Di

SantAgnese,1986), enel tracto genitalfemeninode ratashembras(Ohateiy cols, 1985)y en

semenhumano (Onessi y cols., 1989), sugierela posible función fisiológica de ORE’ en el

sistemareproductor.

Así, Pinski y cols. (1992a) observaronuna disminución de peso de la próstata de

animalestratadoscon el antagonistade ORP ID-Tpi6-Leu”-w-CH
2NH-Leu’

41 bombesina;sin

embargo,los nivelesplasmáticosdetestosteronano semodificarontras laadministración iv

tanto de ORE’ comode su antagonista.

e) Hormonastiroideas: triyodotironina (T3) y tiroxina <T4)

LapresenciadeORPencélulasC tiroideas(Sundayy cols., 1988)sugierensu posible

función enla regulaciónde lasecreciónhormonaltiroidea; así,la administración sc deBBS

deforma crónicaenratadurante7 díasprodujouna elevacióndepesodelaglándula tiroides,

ademásde elevarla secrecióndeT3 y T4, lo queimplica alos péptidúsanálogosaBBS enla

regulacióndelafuncióntiroidea(Malendowiczy Miskowiak, 1990). LaelevacióndeT4 también

se observaen ratón, donde, además,se apreciaun efecto aditivo de ORE’ y TSH sobre la

elevaciónde T4 (Abren, 1989).

f) Parathormona

El efecto de la administración exógenade 13135 sobre los niveles plasmáticosde

hormonaparatiroidease ha estudiadoen humanos,y los resultadosson contradictorios.

Mientras Pontiroli y cols. (1980) no observaronvariaciones de dicha hormona tras la

administración iv deBBS, un estudioposterior(Ohateiy cols., 1982)demuestraun marcado

descensoen los niveles plasmáticosde hormonaparatiroideatrasla administraciónde este

neuropéptido.
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g) Hormonasadrenales

El efectode BBS y ORPsobrela secreciónde cortisol y cortícosteronase detallaen el
apartado9.1.

7.12. Efecto de GRP/bombesina sobrela función cardiaca

El efecto de BBS sobrela presión arterial y la frecuenciacardiacadependeen gran

medidadelavíadeadmnínistracíónydelaespecieanimalutilizada. Así, laadministraciónlocal

de BBS en el NTS disminuye la frecuenciacardiacay no altera la presión arterial en rata

<Carver-Moorey cols., 1991).En cambio, la administraciónde BBS enla amígdalaaumenta

la presiónarterial pero no alterala frecuenciacardiacaen rata (Brown y Oray, 1988), y la

disminuye cuandose administraicv (Fishery cols., 1985). Estosmismosautoresproponen

que el aumentode la presión arterial inducido por BBS se lleva a cabo a través de un

mecanismo u-adrenérgico, probablemente a nivel de la médula adrenal, ya que la

adrenalectomiaprevieneesteefecto,mientrasque el descensodela frecuenciacardiacase

produce,enparte, porun descensodela inervaciónsimpáticay poraumentodela inervación

parasimpáticacolinérgicadel corazón,ademásde por estimulaciónvagadcardiaca(Físhery

Brown, 1984; Fisher y cols., 1985). Por otra parte, en un modelo experimentalde shock

hípovolémico en rata, la administración iv de BBS consiguió, de forma dosis-dependiente,

restaurarla presiónarterial, el pulso y la frecuenciacardíacas(Ouaríniy cols., 1989).

Además, se ha observadoque ratonestransgénícosque carecendel receptor BB3

desarrollanhipertensión<Ohld-Hamazakiycols,19971.Asimismo,sehademostradolaposible

relaciónexistenteentreOREy enfermedadescardiacascrónicas,ya queseha observadoque
individuos con fallo cardiaco crónico presentanniveles circulantes de ORP másbajos que

individuos sanos(Nichollsy cols., 1992).

7.13. Efecto de GRP/bo¡nbesinaen procesosde aprendizaje

Flood y cols. demostraronen 1987 quela alimentaciónjustodespuésdelaprendizaje

mcrementala memoriaen un procesode entrenamientopor evitaciónde la sacudidadelas

patasenratón.Algunospéptidosgastrointestinales,comoCCK, aumentanlamemoriaeneste

tipo de entrenamientoperosu efectose bloqueaporvagotomia. Sin embargo,el efecto de la

alimentaciónsobrela memoriano sebloqueaporreseccióndelnerviovago. Porello sepensó
quedebíanexistir otrospéptídosgastrointestinalesqueincrementasenel aprendizajeporun

mecanismoindependientedel nervio vago.Así seobservóqueen ratonesentrenadosen este

tipo de test, la administración íp BBS o ORE’ aumentó el aprendizaje. En el caso de la

administración ícv fueron necesariasdosis mayoresque las empleadaspor vía ip, lo que
sugierequetanto ORE’ comoBBS actúanen estecasoa travésde un mecanismoperiférico.

Además,estosdospéptidosson capacesde revertir la amnesiainducidapor eseopolarnina.

Por otraparte, el efectoinducido por GRPy BBS es tiempo dependiente,esdecir, su efecto

disminuyeamedidaquetranscurremástiempodesdeel entrenamiento(Floody Morley, 1987

y 1988).
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TABLA 9
Efectosproduddospor la adndnistradón exógena depépttdos análogos a bombesina

Efecto de la administración Localización de Localización de receptores
exógenade GRP o bombesina inmunorreactividad a de GRP

bonibesina/GRP

Inhibición dela secieciónácida Tejidogástrico Cerebro
gástrica(efectoejercidovia (Gibbs y Smith, 1988> (Ladenheimy cols.,1992)

SNC; Tachéy cola., 1988> Cerebro

(Moodyy cols,, 1981)

Comportamiento(efecto Médula espinal Cerebro
ejercidovia SNCy sistema (Panulay cols., 1988> (Ladenheimy cols.,1992)

nerviosoperiférico (SNE’>:

Incrementoen sus hábitos de Cerebro

rascarsey acicalarse;Gmerek (Moodyy cols, 1981>

yCowan, 1984)

Descensode temperatura Cerebro Cerebro
corporal(efectoejercidovía (Moodyy cols., 1981) (Ladenheimy cols.,1992)

SNC; Brown y cols., 1977>

Disminuciónde la motilidad Células nerviosasy fibrasdel Célulasmuscularesdel

gastrointestinal(efectoejercido tractogastrointestinal(Fumes tractogastrointestinal
vía SNCy SNP; Porrecay cola. y cols., 1988;Porrecay cola., (Morany cols., 1988>

1988) 1988>

Disminuciónde laingestiónde Tejido gástrico Cerebro

alimentos(efectoejercidovía (Cibbs y Smith, 1988) (Ladenheimy cals.,1992>

SNCy SN)’; Gibbsy Smith, Cerebro

1988> (Moody y cola., 1981>

Aumentode la liberación de Nervios estomacalespróximos CélulasO
gastrmnay estimulacióndel alascélulasO (Walshy cois., (Vignay cola., 1988>

vaciamientogástrico(efecto 1988; Makbloufy Schubert.,
ejercidovía SNCy SNP; Walsh 1988>

y cols., 1988; Makhlouf y

Shubert, 1988>

Estimulacióndela secreción Nervios pancreáticos Acinis pancreáticos

exocrinapancreática (Holst y cola., 1988; Mc (Jenseny cois., 1988a>

(Holst y cola., 1988) Donaldy cois,, 1988)

Estimulacióndela secrecion

endocrinapancreática(efecto
ejercidovíaSNCy SN)’; Mc

Donaid y cols., 1988)
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Efecto de la administración

exógenade GRP o bombesina

Localización de

inmunorreactividad a

Localización de receptores

de GRP
bombeslna/GRP

Aumentodela liberaciónde Nervios estomacalespróximos CélulasO

hormonasgastrointestinales a las células G (Walshy cols., (Vignay cols., 1988)

(tenseny cols., 1988b> 1988; Makhloufy Schubert,,
1988>

Liberaciónde hormonas

hipofisarias
Hipófisis Hipófisis y lineascelulares

~ Inhibición deOH y PRL in (Larseny cois.,1989a;Steely hipofisarias

vivo (l{entrotiy Mc Cann, cols.,1992) (WestendorfySchonbrunn

1985; Kentrotiy cois.,1988ay 1983; l4oubeny cols.,1994)>

b; Manzanaresy cols,, 1991)

~ AumentoPRLy OH in uftro
(WestendorfySchonbrunn,

1982; Bjoro y cols., 1987;

lloubeny Denef, 1990>
er> AumentoACTH in vivo

(Olseny cols., 1992> e in vitro

(Haley cols., 1984;Au y cols,,

1997)

Aumentode la liberaciónde Médula adrenal 2

cortisol y corticosterona (Lemairey cola, 1986)

(Thomasy Sander,1985;
Sandery Porter, 1988; Gunion

y cols., 1989; Sandery

Thomas, 1991)

Contraccióndemúsculoliso Músculoliso

(Porrecay cols., 1988> (Sundayy cols., 1988>

Aumentode la liberaciónde CélulasC de tiroides (Sunday

hormonastiroideas(Ahren, y cols., 1988)

1989>

Resumende los efectosproducidospor la administración exógenade GP]’ y/o RESy su relación con la

presenciaendógenadepéptidosanálogosaRESy susreceptoresen lostejidosafectadosyen el lugar de

acclorr

-: no se ha detectadopresenciade inmunorreactividad a GRPy/o receptores.2: dato desconocido,
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8. Antagonistas del receptor de OR? y susefectos farmacológicos

Existen dosclasesde antagonistasde ORP,peptídicosy no peptidicos.

Los primeros en desarrollarse fueron los antagonistaspeptidicos, obtenidos por

modificación dela estructuradeORE o BBS (aexcepcióndelos análogosde sustanciaP, que

se obtuvieron por modificacionesde esteneuropéptido).Estamodificación estructural se

realizó teniendo en cuentaque el heptapéptidoC-terxninal de BBS o ORE’ es el mínimo

fragmentoqueinteractúaconel receptorde ORE y produceactividadbiológica (Broccardoy

cols., 1976;Heimbrockycols., 1988). A pesardequesehan obtenidoantagonistaspeptidicos

competitivosy con gran afinidad por el receptor de GRP, éstospresentaninconvenientes

importantes:enprimerlugar, sonpocoestables,yaquesedegradanfácilmenteporpeptidasas

presentesen el tracto gastrointestinal,en la sangre,y en otros tejidos. Esto implica quela

duración de su acción seacorta. Este inconveniente,unido a que el transportede estos

análogosdesdeel tracto gastrointestinalhaciala sangreesbastantepobre, haceque sean

pocoactivosporvíaoral, portoqueen la mayoríadelos casosla forma deadministraciónmás

recomendableesvía icv; además,son hidrosolubles, lo queimpide su paso a travésde la

barrerahematoencefálica,y se excretande forma rápidapor el hígadoy el riñón (Vebery

Freidinger, 1985). Por último, estos análogos frecuentemente presentan propiedades

agonistas,lo quelimita su uso terapéuticoy en investigación.

Por ello, en los últimos añosel desarrollode nuevosantagonistasse ha centradoen

la síntesisdeanálogosno peptidicos,metabólicamenteestables,activosporvíaoraly capaces

de atravesarla barrerahematoencefálica.Estosanálogossehan desarrolladosiguiendo dos

lineas de investigación: en primer lugar, se han obtenidograciasa estrategiasde diseño

racional de fármacos.Ensegundolugar, se ha procedido al ensayode un gran número de

compuestosmediantediferentesensayosbiológicos,entreellosel procedimientodeunión de

radioligandos(Betancury cols., 1997).

8.1. Antagonistaspeptidicos

Existen principalmente tres clasesde antagonistaspeptidicosdel receptorde ORP

(JensenyCoy, 1991):

8.1. 1. Antagonistaspeptídicosde clase1

EstáformadaporanálogosdelasustanciaE’ sustituidosporD-amínoácidosysu acción

fue descritapor primera vez por Jenseny cols. (1984a), al observarque un antagonistade

sustanciaE’ eracapazde inihibir la secreciónenzimátícainducidapor BBSencélulasacinares

pancreáticasde cobaya. Posteriormentese observó que estos derivadoseran capacesde

bloqueardistintas respuestasproducidasporpéptidosanálogosaBBS, comosedescribeen

la tabla 10, ademásde inhibir la unión de tigandos radiactivosde HES al receptor de ORE

(Houbeny Denef, 199ib; Jenseny Coy, 1991).

Los principales antagonistasde estegrupoy másutilizados en investigaciónson [E>-
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Mg’, D-Trp7tLeu”J-SE’ o espántida,[O-Mg’, D-Pro’, D-Trp7-tLeu”J-SPy [D-Mg’, D-Phe’, O-

Trp7tLeufl-SE’, cuya ICSO (concentraciónquecausael 50% de inhibición de la secreción

enzimáticade BES en acinarespancreáticosde cobayao el S0</o de la incorporaciónde [H’]

timidína en célulasSwiss 3T3) seencuentraen el rangomicromolar(Jenseny cols., 1 984ay

b, Corpsy cols., 1985>.

Por otro lado,y como se observaen la tabla 10, estosantagonistasson capacesde

bloquear, en la mayoría de los casos,los efectosproducidos in vivo por la administración

exógenade BBS (Pappasycols.,1985>.

Sus principales inconvenientesson su bajapotencia ya quesólo son efectivosen el

rangomicromolar,y su faltade selectividadporel receptorde ORE’ (l-loubeny Denef, 199ib>,

ya que ademásde ser antagonistasde estereceptor, se comportancomo antagonistasde

sustanciaE’(Jensenycols., 1988b; Coyy cols., 19881.Es más, [O-Mg’, O-Trp’9,Leu”~-SP o

espántidaes tóxico cuandose administraen el SNC apartir de 0,5 pg, pudiendocausarla

muerte(Yacbnisy cois., 1984). Es importantedestacartambiénla actividadagonistaparcial

de estos compuestosen algunosestudios (Merali y cols., 1988a; Camposy cols., 1989),

aunqueno en otros (Jenseny cois., 1984b; Corps y cols., 1985). La variabilidad de los

resultadosobtenidostambiénsereflejaenel hechodequesu efectosobrelaestimulaciónde

la liberación de gastrina inducida por BBS dependedel tipo de ensayoy de antagonista

utilizado (Oiraudy cols., 1987b; Holst y cols., 1987; Camposy cols., 1989).

La utilización deestaclasedeantagonistasendistintosestudioshareveladola posible

intervenciónde péptidosanálogosaBES en la regulaciónendógenade la secrecióngástrica

(Makhlouf y Schubert, 1988> y pancreática(Holst y cols., 1989>.

8.1.2. Antagonistaspeptidicosde claseit

La constituyenanálogosdeBBS enlos queel an-iinoácidohistidina (His) dela posición

12 ha sido sustituido por O-aminoácidos.

En 1975, Broccardoy cols. destacaronla importanciadel aminoácidotriptófano (Trp)

en posición 8 y de His en posición 12 para la actividad biológica de la BBS. Estudios

posteriores(Heinz-Eríany cols., 1987; Saeedy cols., 1989)en los quese sintetizaronmásde

100 análogoscondiferentessustitucionesdeaminoácidospor O-aminoácidossugirieronque

tanto estasdosposicionescomola estereoespedilicidadson fundamentalesparadeterminar

la actividad agonista o antagonista de un compuesto, y que la hidrofobícidad de un

aminoácidoes determinantepara la afinidada su receptor.Así, compuestosen los que el

aminoácido His de la posición 12 se ha sustituido por D-Phe, D-p-clorofenilalaninay O-

Tirosina (D-Tyr) se comportan como antagonistas, siendo el análogo [O-Phe’>, Leu’11
bombesina el que presenta una mayor afinidad. Sustituciones adicionales de otros

aminoácidosmejoraron la afinidad 3 veces,siendo el análogo1D~PheC~jbombesinael que

presentamayorafinidad (Saeedy cols., 1989).Otrosantagonistasde estegrupo son [D-Phe’2>
bombesinay [Tyr4, D-Phe”] bombesina.Todos ellos presentanuna lC~ de 4 pM y no

presentanactividadagonistaa dosismayoresde 30 pM en célulasacinarespancreáticasde
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cobaya(Heinz-Eriany cols., 1987;Saeedycols., 1989). Encuantoasu afinidadporel receptor

de ORP,escomparableala de los análogosde sustanciaP o ligeramentesuperior.

Al contrarioquelos análogosdesustanciaP, estosantagonistassonefectivosanivel

delSNCy no producentoxicidad in vivo (Meraliy cois., 1988ayb>. Además,son másselectivos

quelos anteriores,aunqueen algunostejidos presentanafinidad porel receptordesustancia

P (Heinz-Eriany cols., 1987; Meralí y cols., 1988a> -Aun así, presentaninconvenientes,como
su poca potencia (son sólo efectivosen rango micromolar), y baja solubilidad en agua, por lo

queen general sonpoco útiles en estudiosin vivo.

8.1.3. Antagonistaspepftdicosde claselii

Está formadapor análogosde BBS en los que el grupo (CO-NH) de la unión entre

ammoácidosseha reducidoaCH
2NH (unión entreaminoácidosdetipo w) o a CH2O.

Dentro deestegrupodestacandosantagonistaspor su selectividady competitividad

anivel del receptorde ORP:

(Leu’
3-ui-CH.NH-Leu’41 bombesína

Esteanálogopresentadosmodificacionesestructuralesconrespectoala BBS, péptido

del queprocede:por un lado la unión entre los aminoácidos13 y 14 -CONI-l- se ha reducido

a -CH
2NH-. Por otraparte, el aminoácidoMet de la posición 14 se hasustituido por Leu.

Este antagonistaestá descrito como altamente especifico y competitivo sobre el
receptordeGRP(Severiy cols., 1989>. Presentaunaafinidad 100vecesmayorquela descrita

para los análogosde sustanciaE’ sustituidospor O-aminoácidosy paralos análogosde [O-

Phe’
2] bombesina(Coy y cols., 1988) y ademáses soluble en agua. Se comporta como

antagonistain vivo, ya queinhibe la liberación de gastrinay el incrementode la motilidad

gástricay secreciónácidagástricainducido por BBS (Rossowskyy cols., 1989; Holst y cols.,

1990). Entre susefectosendocrinosdestacasu capacidadparabloquearel aumentode E’RL

inducido por estrógenos(Mal y E’an, 1993). Asimismo se ha demostradosu capacidad

antagonistaal vitro, al inhibir la secreciónenzimáticaencélulasacinarespancreáticasy la

mcorporaciónde l-l’-tinúdina y el crecimiento autocrinoen célulasSwiss 3T3 y SCLC (Coyy

cols., 1988 y 1989).

Sedesconoceel mecanismoporel cualestecompuestosecomportacomoantagonista.

Se hasugeridoquedebidoaquela BBS tieneunahélice I~ entrelos aminoácidosvalina (Val>

dela posición 10 y Leu delaposición 13, podríaformarseun enlaceporpuentesde hidrógeno

entreestosdosaminoácidos,al igualquesehavisto en análogosdesomatostatinao de LH-RH

(Rivíer y Brown, 1978; Coy y cols., 1988), aunqueestahipótesis no es totalmenteaceptada

(Eme y Schwyzer,1987).

Estepéptido ha servido como baseparael desarrollo de otros análogoscte menor

número de aminoácidoscuya sintesíses más sencilla y presentanmayor potenciaque el
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anterior; además,al reducirsela secuencíade aminoácidossereducetambiénel númerode

sitios posiblesdeataqueparalas proteasasy por tanto las posibilidadesdedegradacióndel

péptido (Coy y cols., 1989 y 1990). Estudios posterioresdemostraron,al igual que en los

antagonistasde claseII, quela sustitución por O-aminoácidosen estosanálogosde cadena

cortase traduceenun incrementode su potencia.Un ejemplo de estetipo deantagonistas

es [D-Phe6-Leu’’-w-CH
2NI-l-Leu’

41 bombesina
0,4,del queseconocesu actividad in vitre, pero

no in vivo (Coy y cols., 1989).

~ bombesina(RC-30951

:

Esteanálogopresentaunamodificación adicionalcon respectoal péptido anterior: la

introducción delanálogode D-Trp, O-Tpi, en laposición 6 en lugar del aminoácidoarginina

(Asn). Esun antagonistaaltamenteespecíficoy competitivo anivel delreceptorde01W,capaz

debloquearla liberacióndeainilasaapartir de célulasacinarespancreáticasderata(Jaworek

y cols., 1992)y la secreciónde gastrina, glucagóny LH, y ademásde la supresiónde OH

inducidapor ORE’ (E’inski y cols., 1992ay b>. Porotraparte,existenmúltiples estudiosen los

quesedescribenlaspropiedadesantitumoralesdeestecompuesto,ya queescapazdeinhibir

el crecimientocelular dedistintos tumoreshumanos(Radulovicy cols., 1991; Milovanovic y

cols., 1992; Vano y cols., 1992; Pinski y cols., 1993; Pinski y cols., 1994 ay b; Qín y cols.,

1994ayb; Radulovicy cols., 1994;Shirahigey cols., 1994;Qin y cols., 1995> y de rata(Piriskí

y cols., 1994c).

Por último, y dentrode laclaseIII deantagonistas,pareceserquelos análogosen los

que la unión peptídicaCO-NH seha sustituido por C%O presentanincluso mayor afinidad

quelos anteriores.Entre ellos cabedestacarAc-[wCH2O 25-26> ORE’20 24Saariy cols., 1989).

8.1.4. Otrosantagonistaspeptidices

Debido a que [Leu’
1-y-CH

2NH-Leu’
4J bombesinapresentaactividad agonista en

algunasocasiones,seplanteólabúsquedade nuevosantagonistasconmayorafinidadsobre
el receptordeORE’.

Unaprimeraaproximaciónconsistió enla modificacióndelextremocarboxílo terminal

de ORE’, obteniéndosecomo resultando análogosdesmetiladoso alquilamídados(tabla 11,

compuestos1-11/; Coy y cols., 1989; Heímbrocky cols., 1989; Saariy cols., 1989)concapacidad

antagonistaencélulaspancreáticasacinaresycélulasSwiss3T3. Estamodificaciónindícaque

el extremocarboxilo terminal de 01W/BBS es importanteparaactivar el receptorde ORPe

iniciar larespuestabiológica,perono esdeterminanteparala unióndelcompuestoal receptor

(Houbeny Denef, 1991b).La introducción de O-E’he enposición 6 en estospéptidosmejora

la capacidad antagonista; esta última modificación, unida a la sustitución del extremo

carboxilo terminal por un residuo alquilamida aumentala afinidad del compuestopor el

receptor.Asísurgen(O- Phe6)bombesina
6.1.~ propila¡niday(D-Tyr

0> bombesina
6 ., propilamida

(Coy y cols., 1989), quepresentanunapotencialigeramentesuperiorala delos antagonistas

de claseIII. Este último antagonistaescapazdeinhibir la liberaciónde ACTH inducida por

CRE y potenciadaporBBS en célulasadenohipofisariasovinas (Au y cols., 1997).
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De forma paralela al desarrollo de estos compuestos,Heimbrook y cols., d9S9)

encontraronquela supresióndel aminoácidoMet en posición 27 de ORPy/o la sustitución

del extremocarboxio terminalporun residuoN-acetiladodabacomoresultadocompuestos
con actividad antagonista (tabla 11, compuesta II). Estos compuestos resultaron ser

antagonistascapacesde inhibir la liberación de insulina y glucagóninducida por ORP en

ratón(Karlssony Abren, 1990>.A partir de N-acetil ORE’ 2020 amida, se obtuvieron distintos

análogosqueresultaronser máspotentesque[Leu’3-tp-CH
2NH-Leu’

4J bombesina,graciasa

la sustitución delaminoácidoMet del extremocarboxílo terminalpor Leuy reemplazandola

última unión peptidicapor unaunión eter (tabla 11, compuestoVL Saari y cols., 1989>. La

inclusión de un grupo carbamoilo en este último compuesto dio como resultado un

antagonistamáspotenteque el anterior (Saariy cols., 1989). Por otro lado, a partir delos

análogosdesmetiladosen posición 27, y por adición degruposdadoresde electronescomo

hidrazidas(tabla 11, compuestoVII; Cambiey cols,, 1989; Heimbrocky cols., 1989;Wang y

cols., 1990), ésteres(tabla 11, compuestoVIII y IX; Heimbrocky cols., 1989; Wang y cois.,

1990),o gruposalquil amida, seobtuvieron potentesantagonistas.Concretamente,(O-Phe”)

bombesina
6.,3metil esterescapazdeinbibir la secreciónde amilasainducidaporORE’ en rata

(Vargaycols., 1991; Coyycols., 1992), asi comolaliberacióndeinsulinatanto basalcomo

inducidaporBBS enrata(Vargay cois., 1994>,lo quesugierequelos péptidosanálogosaBBS

regulande forma endógenala liberaciónde insulina.

Otro grupode antagonistasseobtuvo partiendode N-acetilORE’ 2026 amida, sustituyendosu

extremoterminalpor un residuoetil etero alquil amida. Los compuestosconresiduoalquil

amidaresultaronser máspotentes(Houbeny Denef, 199Ib).

En 1993 y 1994, Lebany cols. desarrollaronotro grupo de antagonistasdel receptor
deORE’ porintroduccióndeun grupo D-Pro-ip[CH2NI-l)Phe-NH2 enel extremoC-terminaly/o

residuosaromáticosen el extremo N-terminal (tabla II, compuesto1(3, queresultaron ser

potentesantagonistas.

De forma paralelaaestegrupo, Caí y cois. (1994) sintetizaronotra seriede análogos

introduciendoenel extremoC-terminalungrupoLeu-tp(CH2-N)Tac-NH2o un derivadodeeste
grupo, siendo Tac un análogodel aminoácidoCys. Estosanálogosresultaronser potentes

antagonistas,al sercapacesdedesplazarla unión del radioligando[1‘
25-Tyr4] BBS de su unión

al receptorenconcentraciones<0,001 nM einhibir el crecimientocelular en distintas lineas

celularestumorales(tabla 11, compuestoXI).

Asimismo, destacandentro de los antagonistaspeptídicosuna serie de análogos

desarrollados por Edwards y cois. en 1994, en los que la introducción del grupo

IPhetswICH
2SlLeu

34] en la secuencia peptidica de BBS da como resultado potentes
antagonistaspseudopeptídicosactivosenel rangonanomolary capacesdeinhibir elaumento

del recambio defosfoinosítidosen páncreasde ratón inducido por BBS (tabla 11, compuesto

XII). Porotra parte, los análogossintetizadosmásrecientementesehan obtenidoincluyendo

un residuohidroxiarnidaenelextremocarboxilo-terininal (Oeviny cols.,1999), o sustituyendo

el aminoácidoLeu de la posición 13 por un residuo estatil, o por un residuo con un grupo

hidroxilo en lugar del grupo carbonilo, lo que da lugar a antagonistasactivos en el rango
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nanomolar(Llinaresy cols., 1999).

TABLA 11
?rindpales antagonistas peptídicos de GRP

Clase1: AnálogosdeSustandaP
sustituidospor D-aminoácidos

[D-Arg’, D-Trp’9,Leu”I-SP o espántida
!D-AI-g’, D-Pra2 D-Trp79,Leu”l-SP

jD-Arg’, D-Pbe5,D-Trp79,Leu”j-SP

Clasefi; (Derivadosde D-PheJ”
bonibesina

[D-Phe’2, Leu’4j bombesina
[D-Phe 6121 bombesina

[Tyr4,O-Pbe’2] bombesina

ClaseDl: AnálogosdeBBSCOfl
uniónpeptidica redudda

o Sustih.wiónde la unión -COMPpor -01191 -

{Leu’3-ip-CH
2NI-l-Leu 4> bombesiria

[D-E’be
6-Leu’3-w-CH

2NH-Lcu’
41 bornbesina

6~4
[D-Tpi

6-Leu’~’-y-Cl-l
2Nt1-Leu’

4j bombesinao RO-

3095

oSus~ib2ciónde la unión -COMÍ- por -01120-

Ac-[WCH
2O 25-26] 0RP2627

Otros antagonistas

(1) Bombesina,.,3N1-t
(II) Bombesina6.3 NH2

(111> Bombesina,~~ etilaznida

(IV> (D-Pbe
6>Bombesina~, propilamida

(D-Tyr6> Bombesina63 propilamida
(V> N-acetiíORP~ ~ amida

(VI> lLeu26-w-CH.
20-Leu

2i-N-acetilORE’

(VII> (D-E’he6> BBN 63 bidrazida

(VIII> (D-Pbe0>BEN 63 raetil ester/etilaster

(IX> Ac (ORE’) 20<24etil ester
(X> Fenil-CHvCH

2(CO>His-Trp-Val-D-Ma.His-

D-Pro-y-E’he-NH2
(XI) lTpi

6-’3w”, CH
2N,Tac’

4j bombesina64

~ CH
25 ~ bombesina

8.2. Antagonistas no peptídicos

Los primerosantagonistasno peptídicosdel receptorde ORPfueron sintetizadospor

Valentine y cols. en 1992. Estos dos compuestos,CE’-70,030 y CP-75,998 ¿figura 11,

compuestos a y b) fueron identificados como antagonistasdel receptor de ORP mediante

ensayodeunión de radioligandos,ya que ambos,en concentracionesdel rango micromolar

fueron capacesde desplazarel radioligando 25l~O1W dela unión asu receptoren cerebrode

rata. Estos compuestos demostraron capacidad antagonistaal inhibir el recambio de
fosfoinosítidos inducido por BBS, aunque fueron incapacesde desplazarel radioligando
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anteriormentemencionadode su unión al receptorde ORPen célulasSCLC.

En 1995, Miharaycols. obtuvieron dosnuevosantagonistasno peptidicosdel receptor

de ORE’, llamadosKuwanonGy H (figura 11 qt apartir del extractometabólicode la especie

de morera Monis Bombycis. Kuwanon H demostró ser más potente que I{uwanon O, y su

capacidadantagonistaquedó de manifiesto al desplazar, en concentracionesdel rango

nanomolar, el radioligando 2sl~ORE’ de la unión a su receptor, e inhibir el aumentode

Ca2~intracelulary la incorporaciónde tímidina inducidapor BBS en célulasSwiss 3T3.

rICURA u
Antagonistas no peptidicos

(b)

CP-70,O3O
-0

O,N ~ ¡

N rS
II H

delreceptor deGP>’

Id

CP-75,998
CI

Kuwanonfl : R=H

KuwanonH : R =

PD-176252

Recientementesehadesarrolladoun nuevoantagonistadelreceptorde01W,llamado

PO 176252 (figura lid), descritocomocompetitivoy congranafinidadporel receptorde ORE’

en el rangonanomolar(Ashwoody cols., 1998).

o,

.0

(e)

(d)
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9. GRP y el eje hipotálamo-hipófisis-adrenal

9.1. Regulación de la secreción hormonal del eje hipotélamo-hipóflsis-adrenal por GRP

La distribución anatómicade ORE’ en el eje HHA, como sehadescritoen el apartado

3, y el efecto de ORE’ y péptídosanálogossobrela secreciónhormonalhípofisaria,comoseha

descritoenel apartado7.11.1., sugierenlaparticipacióndeesteneuropéptidoenlaregulación

del eje HHA.

Thomasy Sanderen 1985 describenpor primeravez el efecto de la BBS sobre la

secrecióndeACTH y cortisolen peno.Esteestudiomuestracómolaadministracióniv deBBS

elevalos nivelesplasmáticosdeambashormonas,resultadosque serepitenposteriormente

tras administración iv de ORE’ e ip de BBS en rata(Sandery Poder, 1988; Sandery Thomas,

1991). Porotraparte,estosdatosestánde acuerdocon los obtenidosen humanos(Knigge y

cols., 1987),dondela administracióniv deORPelevadeforma marcadayduraderalos niveles

deACTH y cortisol,y los valoresobtenidossonsimilaresalos observadostrasadministración

iv de CRE (Orth y cols. 1983). Sin embargo,las dosisutilizadas en estosexperimentosson

relativamentealtas, hecho que sugiereque ORE’ puedeaumentar la liberación de ACTH y

corticosteronaactuandoanivel central,y de aquílas altasdosisrequeridas,necesariaspara

evitar queel péptido sedegradey puedaatravesarlabarrerahematoencefálica,ejerciendoasí

su efecto sobreel cerebro.

Aunquealgunosautoresno han observadomodificacionesdelos niveles plasmáticos

de cortícosteronatras administración de BBS en la cisternamagna(Brown y cols, 1979),

estudiosmásrecientesdemuestrancomolaadministraciónicv de ORE’ o la administraciónen

el tercer ventrículo de BBS a dosis relativamente bajas aumenta las concentraciones

plasmáticasde ACTH y corticosteronaen rata (Ouníony cols., 1989; Olseny cols., 1992;

Merali y cols., 1994). En humanos,la administracióniv deORPelevalos nivelesplasmáticos
de ACTH y cortisol (Knigge y cok., 1987>. Estosestudiossugierenla posible mediación de

otros secretagogosde ACTH como CRFy/o AVE’ en el efectoestimulatorio de ORE’ sobrela

secreción de ambashormonas; sin embargo, estos autores no profundizan en algunos

aspectos,como son las dosisy los tiempos a los que ORP ejerce su efecto, así como el

mecarusmodeaccióny el lugar exactodeleje HHA sobreelqueORE’ puedeejercersu acción,

y su función enla regulacióndeestashormonasen situación basaly de estrés.Todosestos

aspectossonabordadosen la presentetesisdoctoral.

Asimismo, existen bastantesestudios in ultro sobre la influencia de ORE’ en la

liberacióndeACTH. Aunquealgunosautoresnieganqueesteneuropéptidotengaalgúnefecto

sobrela liberaciónde estahormonatanto en disociadosde adenohipófisís(Watabaney Orth,

1988) como en la linea celular AtT2O (Westendorfy Schonbrun.n,1982), la mayoría de los
estudiosrealizadoshastala fechamuestrancomo ORE’ y BBS son capacesde estimular la

liberación de ACTH en disociadosde adenobipófisis.Además,ambospéptidospotencianla

liberacióndeACTH inducidaporCRE(Haley cols., 1984; Auy cols., 1997).Estapotenciación,
queseconsigueconconcentracionesdeORE’ similaresalasencontradasenel sistemaportal

hípofisario ovino (Oíraudy cols., 1990),dependetantodelaactívacióndelreceptordeORE’ (Au
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y cols., 1997) como de la presenciade glucocorticoides(Familiari y cols., 1988>, y puede

explicarseporla co-activacióndedoscascadasdesegundosmensajerosdiferentes(Au y cols.,

1997),laacopladaaproteína-quinasaA(PKA),por la queCRFaumentalaliberación deACTH

(King y Baertscbi, 1990),y la acopladaaNCC, por la queparecequeORE’ ejercelamayoríade

susfunciones(Ejoroy cols., 1987; Muir y Murray, 1987).

Por otra parte, ORE’ no parece regular de forma tónica la liberación de ACTH en
hipófisis, ya que la administración de un antagonistano modifica la secreción de esta

hormona(Houbeny Denef, 1991a).

9.2. GRP y su implicación en procesosde ansiedad y estrés

Como seha mencionadoanteriormente,la respuestaal estréssecaracterizaporuna

activación conjuntadel eje HHA y de la división simpáticadel sistemanerviosoautónomo.

Estaactivacióntambiénseobservaen procesosde ansiedady depresión.Distintos estudios

sugierenla implicación de CRE en la respuestaal estrés,ya quesu administracióncentrad

aumenta los niveles plasmáticosde ACTH (Vale y cols., 1981; Rivier y cols., 1982a)y la

administración tanto de un anticuerpo como de un antagonistade su receptor bloqueael

aumento de ACTH y corticosteronainducido por estrés(Linton y cols., 1985; Ono y cols.,

1985b;Arnold y cols., 1992). Porotraparte, ORPproduceefectosendocrinosautonómicosy

comportamentalessimilaresalos producidosporCRE,lo queunido asu distribución regional,

podríasugerirsu mediación en procesosde estrés.

Tachéy cols. (1979)observaronquela administracióncentral deBBS no modifica el

aumentode corticosteronaproducido trassometeralos animalesauna situación deestrés
por frío y por restricción de movimientos. Aunque esteestudio no parece implicar a los

péptídosanálogosaBBS enla mediacióndela respuestaal estrés,estudiosmás recientessi
apuntanaestehecho.SegúnMalendowiczy Nussdorfer(1995) la administraciónsc de 1385

aumentala secrecióndeACTH y corticosteronaenanimalesquehansido sometidosaestrés

por frío. Más recientemente, Kent y cols. (1998) han observado un aumento de

inmunorreactividada BBS en el hipotálamotras someteralos animalesa 10 y 30 mm de

estréspor restricciónde movimentos,y un aumentoenladensidaddereceptoresdeORE’ tras

120 mlxi de estrésen el NE’V, ARC y NTS. Además,las variacionesenel contenido de CREy

péptidosanálogosaBBS producidasporestrésen distintas regionescerebralesesdiferente

segúnse utilicen razasde ratonesreactivaso resistentesal estrés(Anismany cols., 1998).
Tambiénseha observadoqueel estréspor exposicióndelasratasaun depredadormodifica

el contenidode ORE’ en distintas regionescerebralesrelacionadascon el eje HHA, comoson

diversasestructuraslimbicas y zonasdiscretasdel tallo cerebral(Adarnecy cois., 1998). Por

otraparte,elestrésporrestriccióndemovimientosaumentalaliberacióndepéptidosanálogos

aBBS enla EM hipotalámicay el núcleo central dela amígdala,regióncerebralimplicadaen

el comportamientoemocional(Kent y cols., 1997; Merali y cols., 1998). Esteúltimo estudio

muestracomoel aumentoen la liberación depéptidosanálogosaBBS en el núcleo central

dela amígdalaqueseproducetras someteralos animalesaestrésesmenorqueel aumento

en la liberación de CRE, pero más sostenido en el tiempo, hecho que sugiere que estos

péptidospuedencontribuir al mantenimientode los cambiosemocionalesqueseproducen
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tras unasituación deestrés.

Existenademásdistintosestudiossobrela función delos péptidosanálogosaBBS en

procesosde ansiedady depresión.Aunque no sehanobservadomodificacionesen los niveles

plasmáticosde péptidosanálogosaBBS enpacientesconansiedady depresión(Saiz Ruiz y

cols., 1992), estudiosmásrecientesen animalesde experimentaciónapuntana la posible

implicación de estos péptidos en procesosde ansiedad,ya que el tratamiento con un
oligonucleótido antisentídodel ARNm de ORE’ (administrado vía ícv) en ratasmostró tener

propiedadesansiotiticas,tanto en el test del laberintoelevadoencruz, comoen el laberinto

oval en forma de túnel (Plamondony cols., 1996).

III. La serotonina coma neurotransmisor del sistema
nervioso central y regulador del eje hipotálamo-hipófisis-

adrenal

A finalesdel siglo XIX, Stevensy Lee (1884)y Brodie (1900)demostraronporprimera

vez la existenciade una sustanciaendógenavasoconstrictora.Observaronque el suero

obtenido por coagulacióneracapazde aumentarel tono vascular.Treinta añosmástarde,

Vialli y Erspamer(1933) caracterizaronunasustancíavasoconstrictoraencontradaen altas

concentracionesen célulascromafinesde la mucosaintestinal. A la sustanciaaisladaen

sangrese la denominó“serotonina”, mientrasqueala asiladaen el tracto gastrointestinalse

le llamó “enteramína. La serotonniafue identificada como 5-hidroxitríptamina (5-HT) y se
comprobóqueeraidénticaala llamada“enteramína”.En 1951,Hanilin y Físcherla sintetizan.

Pocosañosmástardesedescribiósu presenciaen cerebroy su distribución fue detalladaen

1964 por Dahlstromy Fuxe mediantetécnicasde histofluorescencia.En el cuerpo humano

adulto la 5-1-IT se encuentra principalmente en las células enterocromafonesdel tracto

gastrointestinal,enplaquetasy en el SNC.También seha detectado5-HT en mastocitosde

otras especies. Al tratarse de una molécula que no puede atravesar la barrera

hematoencefálica,la totalidadde la 5-HT presenteen el SNC sesintetizain situ.

La importanciadela 5-HT hoy en diaradíca,entreotrascosas,ensu implicación en

distintos tiposdealteracionespsiquiátricascomosonla ansiedad,ladepresión,la agresividad,

el pánico, el trastorno obsesivo-compulsivo,la esquizofrenia, las tendenciassuicidasy el

autismo.Tambiénestáimplicadaenenfermedadesneurodegenerativas(Alzheimer, Parkinson

y Coreade Huntington), migraña,emesísy adicción a drogascomoel alcoholismo.

1. Biosíntesis, almacenamiento, liberación, degradacióny recaptación de

la serotonina

1’1’ Biosíntesis

El primer paso de la biosintesís de 5-HT es el transporte a través de la barrera

hematoencefálicadel aminoácidoprecursorL-Trp, punto departida de la sintesis.
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El Trp plasmáticoprocedeprincipalmentedela dieta,por lo quela eliminación deeste

aminoácido como componente alimentario puede disminuir drásticarnente los niveles

cerebralesde S-HT. Este aminoácido atraviesala barrerahematoencefálicapor transporte

activo. Los niveles de Trp en plasma presentanun ritmo circadiano, que influye en la

proporcióny síntesisde 5-HT en el cerebro.

El siguiente paso en la síntesis de 5-HT es la hidroxilación del L-Trp a 5-

hidroxitriptófano <5-HTPJ porel enzimaL-triptófano-5-monooxidasa,conocidageneralmente

comotriptófano bidroxilasa. Esteenzimaúnicamenteseencuentraen célulasquesintetizan

5-HT. La triptófano bidroxilasaesel enzimalimitante en la sintesisde la 5-HT. No sesatura

por el sustrato, por lo quela formación de 5-HT en el cerebroestádirectamenteligada ala

disponibilidad deTrp.

A continuación,el 5-HTPesdecarboxiladopor la L-aminoácidodescarboxilasayforma
5-hidroxitriptamina o 5-HT. LadescarboxilacióndelS-HTPescasitanrápidacomosu sintesis,

por lo queparasu detecciónen cerebroesnecesariobloquearel enzima. Esteenzimano se

encuentraexclusivamenteen neuronasserotoninérgicas,ya quesehadetectadotambiénen

neuronascatecolatuinérgicas(figura 12).

FIGURA 12
Síntesisy metabolismode ja serotonina
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tr~botótano COOHcH,—cH —NH
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aminoácido am,nodcido4 descarbaxdaso 4 descarboxiloso
A

cH2—cH,—N142 HO A cHr—cHj-—NH.

N 4-4- N

triptomino 51#FN-aceti/oso serotonino(5-1-IT)
(en fa glánátila ph,cal) monoamiho ox,dasa.

oldenído deshidrogenasa

O
IIOH A cH—cH,—~-4H-—c—cH~ HO A cH,—c—-OH

2 ‘..~I 1
4-4- N

N-ocetil serol-onino ácido 5—hidroxiindoloc¿tico(5-HIAA)

5-A idroxhodol O-mc fil transteroso4 (en la gícíndola p~¼ca/)
‘-4

A
1 Li

‘4- N O

melotoníno

-79-



Introducción

1.2. Almacenamiento y liberación

La 5-HT sintetizada se álmacena principalmente en vesículas y se libera por

mecanismos de exocitosis. En algunos aspectoslas vesículas que almacenan5-HT se

asemejana las vesículas que almacenancatecolaminas.Por ejemplo, fármacoscomo la

reserpinay la tetrabenazina,que actúan inhibiendo la actividad del transportadorde la

membranavesicular,reducenlos nivelescerebralestanto de5-HTcomodecatecolaminas.Por
otraparte, las vesículasdealmacenamientode 5-1-IT se diferenciande las de catecolamiznas

en queno contienenATE’.

La proporción de 5-HTliberadadependedelamagnitud dela descargaen los cuerpos

celularesserotoninérgicos.Numerososestudioshan sugeridoquelos procesosqueestimulan

la descargade neuronasserotonínérgicasaumentanla liberación de 5-HT en las áreasde

proyección,mientrasqueprocesosquela reducen,disminuyenla liberación de 5-HT. Por lo

tanto, aquellos fármacosque modifican la descargaen los cuerposcelularesde neuronas

serotoninérgicastambiénmodifican la liberación de5-HT. Estetipo defármacosactúasobre

los autoi-receptores somatodendríticos que son receptores del subtipo 5-1-IT,,,. La
administraciónde agonistasde estereceptorcomola 8-hidroxi-(dipropilarnino)tetralinau 8-

OH-DPAT en el núcleodorsaldel rojEe disminuye la descargaen los cuerposcelularesde las

neuronasserotoninérgicas.Porotraparte, estudiosrealizadoscontécnicasde microdiálisís

In nitro hanobservadoquela administracióndeagonistasdeautorreceptoresdelos terminales

serotoninérgicos,como los 5-HT’0, tambiéndisminuye la liberación de 5-HT (Hjorth y Tao,

1991).

1.3. Recaptación

El sistemade transporte para 5-HT está localizado en las terminaciones,somay

dendritasde lasneuronasserotoniinérgicas.De estemodo,estudiosde lesionesde neuronas

serotoninérgicashan detectadouna marcadareduccióndel transportadorde 5-HT. Porotra

parte,lascélulasglialestambiénsoncapacesdecaptar5-1-IT porunaproteínatransportadora

muy similar al transportadorde las neuronasserotoninérgicas.

El sistemaderecaptaciónde5-HT essaturable.Larecaptaciónde5-HTesun proceso

activo dependientede la temperaturay de lasconcentracionesextracelularesde Na~y C1 en

el queademásinterviene unaATE’asadependientede Na/K
t. Existe un grupo de fármacos

antidepresivosque actúan inhibiendo selectivamenteel transportador de 5-1-IT, son los
denominadosinhibidoresselectivosde larecaptaciónde serotonina(ISRS) comola fluoxetina

y la paroxetína. Se ha sugerido que estos inhibidores se unen a puntos de la proteina

transportadoraimpidiendo así launión de 5-HT.

1.4. Degradación

La víametabólicaprincipal de la 5-HT esunadesaminaciónoxidativapor el enzima

monoaminooxidasa (MAO). La 5-HT por accion de la MAO se convierte en 5-

hidroxiindolacetaldehido,queseoxidapor la aldebidodeshidrogenasadependientedeNAO~
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para formar 5-HIAA. El 5-.hidroxiindolacetaldehido también puede reducirse a 5-

hidroxitriptofol por accióndelaaldehidoreductasadependientedeNADH. El queseproduzca

unaoxidación o unareducción dependedel cocienteNAIY/NADH del tejido. En el cerebro,

el 5-HIAA esel metabolito principal de la 5-HT ¿7igurcz 12).

Existen al menosdosisoenzimasde la MAO, denominadasMAO tipo A y MAO tipo E,

queseencuentranlocalizadasenla membranamitocondrialexternaen neuronas,gUay otros
tipos de células. Estudios inmunobistoquimicos,autorradiográficosy de hibridación in sim

sugierenquelaMAO-Ase localizaenneuronasadrenérgicasy noradrenérgicas,mientrasque

la MAO-B seencuentraen neuronashistaminérgicasy serotoninérgicas.Por otra parte, la

isoenzimaA presentaalta afinidad por la 5-HT y la NA, pero es la isoenzima E la que

predominaenel cerebrohumanoyenlos cuerposcelularesdelasneuronasserotoninérgicas

(Richardsy cols, 1992). Estedato sugierequeenneuronasserotoninérgicasla MAO E puede

estar evitando la acumulaciónde otro tipo de sustancias(por ejemplo, DA) que puedan

interferir enel almacenamiento,liberacióny recaptaciónde 5-1-IT.

2. Distribución de lasvías serotoninérgicas en el sistemanervioso central

2.1. Cuerpos celulares

En 1964, Dahlstóm y Fuxe, utilizando una técnica de fluorescenciainducida por

formaldehido,realizan el primer estudio sobrela distribución de los cuerposcelularesde

neuronasserotoninérgicas.Identifican nuevegruposabs quedenominanEl, B2, 33 B9.

Estosgrupos de cuerposcelularesserotoninérgicosse encuentranlocalizadosen la linea

mediadelcerebroy del tallo delcerebro.Sus axonesinervancasitodaslasáreasdel cerebro.

TABLA 12
Localización de los cuerposcelularesserotoninérgicos

CUERPOSCELULARES SEROTONINÉROrCOS

‘Grupo caudalo inferior (desdeel puentecaudalhastala médulaespinal)

‘Grupo rostralo superior ‘Núcleo caudal ni. rafett,bscurus

(entreel cerebromedio lineal (138) •n. rafe pallidús(BXy?4)
y el puente) en. ra*zn~nusp3) 1,,,,

‘~totí~ ‘ti le. . ngdula
ve~lttc ateral

‘neuronasdcl áreapoátre

‘Núcleo medialdel rafe (38 y 35)

-‘Núcleo dorsaldel rafe fB7 y 36)
-‘Núcleo supralemniscal(39)
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Los núcleos dorsal y medial del rafe correspondientesa los grupos 136, 137 y 138

presentanunadensidadde neuronasserotoninérgicasmayorqueel restodelos grupos. Las

neuronasserotoninérgicasrepresentanun tercio del total de neuronasque existenen los

núcleosdel rafe (Descarnesy cois., 1982).

2.2. Proyecciones

Losaxonesdelos cuerposcelularesdelnúcleocaudaldelrafe(B 1-133) proyectanhacia

lamédulaespinal(víasdescendentes),mientrasquelos procedentesdelnúcleodorsaldel rafe

(134-B9)emiten susproyeccioneshaciala cortezacerebral, el caudado-putamen,hipocampo

e hipotálamo (vías ascendentes).Por su parte, los núcleosdel rafe recibenproyeccionesde

otros núcleos del tallo cerebral como la sustancianigra, el ATV (DA), núcleo superior

vestibular(Ach), LC (NA), NTS (adrenalina)ynúcleoprepósitohipogloso(Lipositsycols., 1987;

tabla l3yfigura 13). Porotraparte,estosmismosautoresdemostraronla existenciade una

conexión directa entreterminales nerviososserotoninérgicosy neuronasCRFérgicasen el

N PV.

FIGURA 13
Proyeccionesserotoninérgicas

cortezacingulada cortezacerebral estríaterminajis

nijcleo
caudado

hipocampo

cerebelo

hipotálamo nticleosdel rafe Pons médula

Losphncipalescuerposcelularesserotoninérqiwsseencuentranenlos núcleosdo,solycaudaldetraje,
situados en el pons y La médula(51-89). Los anrnesprocedentesde los nñcleoscaudales(81-83)
proyectanhacia la médulaespinal, mientras que los ptocedetntesde los núcleos dorsales (84-59)
proyectanhacia la cortezacerebraL núcleocaudado,hipotálamoe hipocampo.
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El desarrollo de técnicas inniunohistoquimicas de elevada sensibilidad, basadas

fundamentalmenteen el uso de anticuerposde 5-HT, ha permitido detectar diferencias

morfológicas entrelas neuronasde diferentesorigenes(Steinbuschy cols, 1978). De este
modo, los axonesprocedentesdel núcleo medial del rafe (tipo M) presentan varicosidades

grandesy esféricas,mientrasquelos procedentesdelnúcleodorsaldel rafe(tipo D) son finos

y generalmentepresentanvaricosidadespequeñasy deformasdiferentes.Estosdostiposde

axonesserotoninérgicospresentanunadistribución regional diferente.

TABLA 13
Proyeccionesserotoninérgícas

PROYECCIONESSEROTONINÉRGICAS

Lasvias de proyecciónde lasneuronasserotoninérgicaspuedendividirse endosgrandes

Origen

Ana te proyecCtofl

S 1 s t e m a Núcleosdelgrupocaudal Troncocerebral
Descendente Médulaespinal
5 t s t e vn a Núcleosdelgruporostral (principalmentenúcleosdorsaly medialdelrafe>
Ascendente

Bandaventral a>Tractodelrafedorsal Ganglios~asaies

(har medial del (bandalateral).. .. Núcleoaccumbens
cerebroanterior

byl’racto delraf9~1pegia1 CcÚezacix~gu da

(banda~~di~1 9PtU~Hipocampo

Bandadorsal . 992t Cal del audado-putam
rafe do Cortezateniporoparíetal

y froútal

peflv~flÚi W4.lamo
delrafedorsal Hipotálamo

e)Tractoarcua 4e $u~tan~a zdgra

rafe do Núcleo8enieulado

nucleo~pr49l49c

d)Tractomedialdelrafe Núcleointerpeduncular

Cuerposmamilares
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3. Receptoresserotoninérgicos

La 5-HT actúa a través de un complejo sistema de receptores.Actualmente, los

receptoresserotoninérgicosseclasificancomo5-HT,, 5-HL. 5-HT,y 5-HT4 (Humphreyycols.,

1993). El receptor5-HT~ se divide a su vez en lA, 113, lC, 10, lE y 1F,y el receptor5-HT2 en

2A, 213y 2C. Estudiosmásrecientesrevelanla existenciadeun mayornúmerodereceptores

serotoninérgicos,de cuyafarmacologíay función fisiológica se conocebastantepoco; entre
ellos se incluyen los receptoresSHT5,,, 5HT58, SHT6 y 5HT7(Sleighty cols., 1998).

4. Serotonina y regulación del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal

El hechodequeexistanproyeccionesserotoninérgicasdesdelos núcleosdel rafehasta

el NPV hizo pensaren la posible implicación dela 5-HT en la regulacióndeleje HHA. Así se

observó que la 5-HT estimula directamentela liberación de CRF en explantesy cultivos

celulareshipotalámicos(Calogeroy cols., 1989;Tsagarakisy cols., 1989),y quetanto la 5-HT

como fármacosque potencian sus efectosproducen liberación de CRE en sangre portal

hipofisariay elevan la secreciónde ACTH plasmático(Bevany Scanlan,1992). Sin embargo,

la función precisade la 5-HT en la regulacióndela liberación de CRF inducidaporestrésy

su periodicidadcircadianaaún no seconocecon detalle (Grossmany Costa, 1993).

Por todo ello existenevidenciasde papel reguladorde la 5-HT sobreel eje HHA. Los

precursoresde serotonina5-HTE’ y L-Trp son capacesde estimular la liberación de ACTH.

Además,la fenfluramina, queproduceliberaciónde5-HT, elevalasconcentracionesdeACTH

y cortisol en humanos,efecto que aumentade forma marcadaen pacientesmaniacosy

depresivos(Meltzerycols., 1983; Sieverycols., 1984; O’Keaney Dinan, 1991).

Por otraparte, el uso deherramientasfarmacológicas,comoagonistasy antagonistas

delos distintosreceptoresserotoninérgicoshahecho posibleel conocimientodequésubtipo

dereceptormodulala liberación de CRE,ACTH y corticosterona,comoseresumeen la tabla

14.

4.1. Acción de la serotonina sobre el hipotálamo

La ipsapironaes un agonistaselectivodel receptorS-HT,~ capazde elevar de forma

dosis-dependientelas concentracionesplasmáticasdeACTH y cortisol enhumanos(Leschy

cols., 1989). Esta respuestase bloquea por el antagonistade los receptores 5-l-IT1/2

metergolinayporel antagonistadelreceptorS-HT,~pindolol (Leschy cols., 1990b).Asimismo,

la administración central del agonista SHT1,, 8-OH-DPAT, y la administración periférica de este

agonistay deipsapironaen rata (Di Sciullo y cols., 1990) elevala concentraciónplasmática

deACTH, actuandoprobablementeenel NE’Vyen el núcleodorsaldel rafe(Bluet Pajotycols.,

1995). stoszestudios-sugierenqaeelreceptor5-HT,Aesel principal sulitipode .receptor.qut

intervieneenla regulaciónserotoninérgicadeleje 1-lElA, hechoqueseconfirmaporel aumento

en la secreciónplasmática de cortísol en humanosproducido por el agonistaparcial del

receptorS-HT,,, buspirona(Meltzery Maes, 1994).Porotraparte,estudiosin nitro demuestran
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quetanto la 5-HT comoel agonista5-Hl’2 (2,5, dimetoxi-4-yodo-fenil-2-azninopropano)o DCI

y los agonistas5-HT1, meta-clorofenilpiperazinaó m-CPP y 8-OH-DPAT son capacesde

estimular la liberación de CREapartir de hipotálamode rataaislado;esteefectosebloquca

por la administracióndel antagonista5HTl/2 metergolinay por los antagonistasselectivos

del receptor S-HT2 ketanserinay ritanserina, lo que demuestraque la liberación de CRE

hipotalámico producida por 5-HT estámediadatanto por el receptor 5-MT1,, comopor el

receptor5-MT2 (Calogeroy cols., 1989).

Receptoresserotoninérgicosy su
TABLA 14

Implicación en la regulación
adrenal

deleje hipotálamo-hipófisis.

Hormona Nivel del
eje ¡<HA

Receptor Agonista Antagonista Mensajero

CRE’ Hipotálamo SHT1,, lpsapirona, Pindolol AMPc

8-O H-D PAT

5HT2 001(2,5, Ritanserina

dimetoxi-4-

yodo-fenil-2-

aminopropano)

ACTE Hipófisis 5HT2 A-metil 5HT Ritanserina IP

SHT3

Corticosterona Adrenal 5HT4 Zacopride DAU 6285 AMPc

GR 113808
5HT2 001 Xilamidina IP

(TomadodeFuller y Snoddy,1990 y Dinan, 1996)

MDL 11939

Por tanto, el hechodequela5-MT regulela liberacióndeCREapartir delhipotálamo,

y comoconsecuenciala secrecióndeACTH y corticosteronaplasmáticaspareceevidente.Sin
embargo,sehanrealizadomenosestudiossobrelaregulacióndirectadelaliberación deACTH

a partir de la adenohipófisis, hecho que parece probable debido a que existe

inmunorreactividad a 5-MT en células neuroendocrinasde la hipófisis anterior (Piezzi y
Wurtman, 1970; Saavedray cols., 1975). Asimismo se ha demostradola presenciade

receptoresSHT2 en la hipófisis (De Souza,1986).

4.2. Acción dela serotoninasobrela hipófisis

La 5-MT aumentade formadosis-dependientela liberación deACTH endisociadosde

adenohipófisís,efecto que es potenciadopor AVP y bloqueadopor el antagonistade los

receptoresSHT1/2 metergolina(Spinediy Negro-Vilar, 1983). Pareceserquelos receptores

SHT2 sonlos principalesencargadosde regular la liberación deACTH enla hipófisis, ya que,

antagonistasde estereceptorsoncapacesde bloquearla liberación deACTH inducidapor 5-

MT. Porotraparte,el agonistadelos receptores5HT~,,12~ m-CPPfuemenosefectivo, mientras
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que el agonistadel receptorSHT~,, 8-0H-DPAT no tuvo ningún efecto (Bagdyy cols., 1989;

Bluet Pajoty cols., 1995). Además,la función de los receptoresSHTS hasido recientemente

investigadaporCalogeroy cols. (1995), encontrándosequeel agonistaSHT3 1-(m-clorofenil)-

biguanidaó m-CPBGestimuladeforma dosis-dependientela liberacióndeACTH enhipófisis,

y que tanto el antagonista del receptor SHT3 3-tropanil-3,5-diclorobenzoato como el
antagonistaSRl’114 3-tropanil-indol-3-carboxilato son capacesde bloquearla liberación de

ACTH inducidapor 5-MT.

Todos estos estudios realizados in nitro demuestran que la 5-HT puede actuar

directamentesobrelahipófisis anteriorparaliberar ACTH. Estosresultadosseconfirmanpor

el hecho de que los agonistas serotoninérgicos 8-OH-DPAT y m-CPP aumentan las

concentracionesplasmáticasde ACTH en ratas con reseccióndel pedúnculo hipofisario,

aunquede forma menosmarcadaqueenratasintactas,lo que sugierequela 5-HT estimula

la liberación deACTH in ulva actuandotantoanivel hipotalamicocomo hipofisario(Calogero

y cols., 1990).

4.3. Acción de la serotonina sobre la corteza adrenal

La cortezaadrenalhumanacontienecantidadessignificativasde 5-MTy su metabolito

5-HIAA, comose hademostradoen distintos estudios(Lefebvrey cols., 1992). En la rata, la

5-HT se almacenaen vesículassecretorasen las células cromaitlnes, mientras que en

humanosse encuentraen otro tipo de célulastanto enlacortezacomoen la médulaadrenal

(Brownfleld y cols., 1985).

Estudiosin ultra handemostradocómola 5-MTestimulalaliberacióndecorticosterona

apartir de célulasde médulaadrenalde rana(Contessey cols., 1994).Pareceser quela 5-MT
produce una respuestade desensibilizaciónde estascélulas, ya que su administración

continuadaproduceun aumentorápido seguidodeun descensogradualde cortisol, lo que

puedeocurrir por internalizacióno porun descensodela afinidaddelos receptores(Lefrevbre

y cols., 1993). Por otraparte seha observadola implicación de los receptores5-Hl’4 en la

liberacióndecortisol anivel delaglándulaadrenal,yaquedistintosagonistasdeestereceptor

aumentanla liberación de corticosteronaen célulasdemédulaadrenalde rana(Contessey

cols., 1994).Asimismo,estudiosin vivorealizadosporAlper (1990)sugierenquela5-HTpuede

actuardirectamentesobrereceptoresserotoninérgicosdela glándulaadrenaly estimular la

liberaciónde corticosteroidesdeforma independientedela estimulaciónporACTM, yaquela
administraciónperiféricadeDOI aumentólasconcentracionesplasmaticasdecortícosterona,

efectoquefue inhibido traspretratamientoconel antagonistacentraldereceptores5-Hl’2 1W

53857. El antagonistade estos receptoresxilaniidina, así como el pretratamiento con

dexametasonaatenuaronla respuestaproducidapor DOI, lo quesugierequelos agonistas

5-Hl’2 aumentanla liberación decorticosterona,al menosenparte,atravésdeun mecanismo

directo sobre la glándula adrenal, y a través de mecanismoscentrales sensibles a la

dexamnetasonae independientesdeACTM.
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4.4. Acción de la serotonina sobre el sistema de retroalimentacián de glucacorticoides

El sistemade retroalimentaciónde glucocortícoidestambién pareceinfluir sobre el
sistemade neurotransmisiónserotoninérgico,ya quela adrenalectomiareducela síntesisde

5-MT en hipotálamo (Van Loony cols., 1981), hipocampodorsal (De Kloet y cols., 1982) y

nucleos del rafe (De Kloet y cols., 1983). Estas regiones son sitios de acción de la

corticosterona,y la administraciónde dosisbajasdecorticosteronatrasla adrenalectomiaes

capazde restablecerlasíntesisde 5-MT. Además,la adrenalectomiaaumentala densidadde

receptoresSHT1 enel subículum,láminamoleculardelgiro dentado,sustancianigray núcleos

del rafe, y la posterior administración de corticosteronarestablecelos niveles normalesde

receptores,hechoquesugierequela densidaddereceptoresSHT1 estáregulada,al menosen

partepor los glucocorticoides(De Kloet y cols., 1986).Así, mientrasla5-1-ITregulalaactividad

del eje HHA adistintos niveles, el eje HHA regulala actividad serotoninérgicacentral.

4.5. Acción de la serotoninasobreel control circadiano de ACTH y corticosterona

Pareceser quela ¡nervaclonserotoninérgicadel NSQ facilita el control circadianode

la liberación de ACTH (Szafarczyky cols., 1980), y que la 5-MT interviene en el control

círcadíanode la liberaciónde corticosterona,ya quelesionesen el núcleodel rafe de la rata

alteranla periodicidadde la cortícosteronaplasmática(Scapagniniy Nístico, 1979).

4.6. Serotonina, ansiedad y estrás

Porúltimo, la 5-MThademostradoserun importanteneurotransinisoren procesosde

ansiedady estrés.Estádemostradoqueen enfermosdepresivosexistenanormalidadestanto

delejeMHA comodela actividadserotoninérgica,y quelasdisfuncionesendocrinasexistentes

en depresión están mediadas por anormalidades del sistema de neurotransmision

serotoninérgico(Dinan, 1994). Asimismo, estudiosrecientesdemuestranquelasalteraciones

serotoninérgicasasociadascon la depresiónpuedenrevertirse medianteel descensode los

mvelesplasmáticosde cortísol con metirapona(inhibidor de la síntesisde cortisol; Thaikore

y Dinan, 1995)y con dexametasona(Aranay cols., 1995).

IV. Expresión génica de neuropéptidos

1. Estructura génica

Un genpuedeser consideradocomounaunidad deADN dentrodel cromosoma,que

se transcribe generandoARNm, a partir del cual se sintetizan proteínascon funciones

específicasdentrode la célula.

El transcritoprimario deungencontienetanto regionesintrónicascomoexónicas.Sin

embargo, el ARNm maduro contiene solamente regiones exonicas. La maduración del

transcritoprimario ocurreen el núcleo, dandolugar aARNm maduro queestransportadoal

citoplasma. Este procesoes conocido como asp1icing~,o corte y empalme. El mecanismo
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bioquímico de esteprocesosebasaenunos complejosproteicosalos queseasocianpequeñas

moléculas de ARNm, llamados espliceosomas. Estas moléculas reconocen secuencias

específicasqueseñalanlos limites entreun intrón y un exon.

Ademásde laeliminaciónde losintrones,durantela maduracióndelARNm tienelugar

un segundoprocesamientopost-transcripcíonal,queconsisteenla adicióndeunaestructura

metiladallamadacaperuzao cap en el extremo 5’ dela moléculade ARNm. Estaestructura

facilita la unión del ARN eucariotaalos ribosomasy activala síntesisde proteínas,además

de estabilizarla moléculade ARNm.

La última modificación que experimentael transcrito primario es la adición en el

extremo3’ deunacadenanucleotidicade residuosadenilicosrepetidos,llamadacolapoli A.

Esteprocesotambiénocurreenel núcleo, y aunquela función precisadela colade polí A es

desconocida,sesabequeconfiereunamayor estabilidadala moléculade ARNm.

Por otra parte, la secuenciade tripletes que codifica para la futura proteína se

denominamarcoabiertode lectura.Comienzaporun codoniniciador (AGG) y terminaen un

codon de terminación (UAA o UAG). En el ARNm maduro,el marco abiertode lectura está

flanqueadoporregionesno traduciblesenambosextremos,dondeseincluyen lasestructuras

capy la colade poli A.

2. Regulación de la expresión génica

La regulaciónde la expresiónde geneseucanotícosimplica granvariedadde acciones

sobre los diversas fases del proceso de expresión géníca, tanto a nivel transcripcíonal

(alterando la velocidad de transcripción de un gen determinado>, post-transcripcíonal

(modificando el “splicing” -cortey empalme-del ARNm, el procesode transportedel ARN del

núcleoal citoplasmay la estabilidaddelmismo), comoanivel de latraducción,paradar lugar

ala proteina defmítíva.

La transcripción, o expresiónde un gen, escontroladapor secuenciasen el extremo

5 flanqueante de la unidad transcrípcional. Las secuenciasque se requieren para la

regulaciónde la expresiónseconocencomoelementosactuantesen cis (cís-actingelements)

delgen. Actuar en cis indicaqueestoselementos,queson secuenciasde ADN, sonpartede
la misma cadenade ADN que contiene la unidad transcripcíonal. Estos elementosson

reconocidoscomoun sitio de unión por la ARN polimerasay por otrasproteínascon las que

ésta va a interaccionar. En muchos genes,estaregión incluye una secuenciacorta de

nucícótídosdenominadacajaTATA, queseextiendeaproximadamente30 basesmásarriba

delsitio dondecomien.zalatranscrípcíón.Además,existenotrassecuenciasconsensosituadas

delantede la cajaTATA, denominadasCCAAT o caja CAT, y quetambiénjueganun papel

importante enla activaciónde la transcripción. Esteúltimo elementoesfundamentalparala

expresiónconstitutiva de un gen.

Sin embargo,en la mayoria de los genes,la expresiónes controlada por factores
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fisiológicos o xenobióticos adicionales, como la dieta, los ritmos circadianos,el estrés,las

hormonas o los fármacos. En estos casos, se asociana los genes otros elementoscis

adicionales,localizadosnormalmenteenlaregión5’ flanqueante.Estassecuenciasadicionales

fijan proteínas llamadasfactores que actúan en trans, trans-acting factors o factores de

transcripción, queregulanlaunión dela ARNpolimerasaalaregiónque rodeala cajaTATA,

y de estamaneraregulanel nivel de transcripción.Además,existenelementospotenciadores

o enhancers,queson secuenciasdeADN queunenproteínasy puedenactuaren cualquier
orientación (5-3’ ó 3-5’) y a una distancia considerabledel sitio donde comienza la

transcripción. Los potenciadoresse unen a proteínas que aumentan (activadores) o

disminuyen la expresióngénica(represores).

Ciertos tipos degenes,comolos descritosen estetrabajo, secaracterizanpor tener

secuenciascis comunes,y por tanto están reguladospor factores de transcripción muy

similareso idénticos.

2.1. Regulación de la expesión génicapor el receptor de hormonas esteroideas

Las hormonas esteroideas (glucocorticoides, mineralocorticoides, andrógenos,

estrógenos,progesterona,hormonastiroideas, etc) ejercensusefectosatravésde su unión

areceptoresespecíficosquenormalmenteseencuentranenel núcleo. El complejo esteroide-
receptor regula el nivel de transcripción de determinadosgenesy por tanto la síntesisde

ciertasproteinas(Thai y cols., 1994).

2.2. Regulación de la expresióngénica por la proteína fijadora al elemento de respuesta
a AMPc (CREB)

CRER, o c-AMP-responsiveelementbindingprotein, esotro tipo de proteína que regula

la expresiónde distintos genes.Varios genescucariotascuya expresiónestáreguladapor

AMPc compartenunasecuencíaciscomúnensusregiones5’ flanqueantes(TGACGTCA>. Para

queCRER inicie la transcripción, es necesariasu fosforilación por parte de una proteína-

quinasa dependientede AMPe. Así, el AMPc, un segundomensajero cuya síntesis está

controladapor diversosfactoresque seunen areceptoresde membranaespecíficos,regula

laexpresióngénicaatravésdeestefactordetranscripción(Goodman,1990; Montminy y cois.,

1990).

2.3. Regulación de la expresión génicapor genesde expresión temprana

Los proto-oncogenesc-fosy c-jun son miembros de unafamilia de genesinducibles

denominadagenesdeexpresióntemprana.Susproductosproteicos,Vos y Jun, sonfactores

detranscripciónqueinteractúanconunasecuencíareguladoradeADN llamadaAP1, y deeste

modoregulanlaexpresiónde muchosgenes.Ambossecaracterizanpor presentarunaregión
común rica en Leu, llamadacremallerade leucina, que puedeformar una hélice cuandose

uneaotraproteínadelamismafamilia, favoreciéndoselaunión ala secuenciareguladoraAPI

(ATAGAGTACT), y regulandoasílaexpresióndegenesquecontengansitios deunión paraAP1

(Hoffmany cols., 1993). .Junpuedeformar homodimeros,peroVosnecesitaasociarseconJun
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parapoder formar un heterodimeroactivo (Morgany Curran 1991).

Los genesde expresióntemprana,enparticular c-fos, handemostradoser marcadores

deactividadneuronalfiablesparaunagranvariedaddeestímulosfisiológicosyfarmacológicos

(Hoffmany cols.. 1993).

3. Distribución del ARNm de CRF, POMO y proencefalina

3.1. Distribución del ARNin de CRF

La localización de ARNm deCRE en el SNC coincide enlíneasgeneralesconlas áreas
cerebralesquecontienenel péptido. La región en dondeseobservaunamayorexpresiónde

ARNm de CREes el NPV, peroestegenseexpresaademásen otras regioneshipotaláinicas,

como por ejemplo el NEO, y en otras áreascerebrales,como son la oliva inferior, corteza,

amigdala,núcleo de la estríaterminalis, LC y NTS. De las diversasestructurascentrales

analizadas,la única quecarecedel mensajeroesel cerebelo.Estosdatoshan sido obtenidos

en diversasespeciesanimales, incluyendoala rata, oveja,mono y humanos(Beyery cois.,

1988;Matthewsy cols., 1991).

3.2. Distribución del ARNin de POMO

POMC se sintetizafundamentamentalinenteen el hipotálamo y la hipófisis. En el

cerebro, los cuerposneuronalesque contienenARNm de POMC se encuentranen el ARC y

en el NTS, mientrasque en la hipófisis, existe ARNm de POMC tanto en el lóbulo anterior

comoen el intermedio(Cívelli y cols., 1982; Geey cols., 1983 Lundblady Roberts, 1988)

3.3. Distribución del ARNin de proencefalina

La distribución deARMm deproencefabna(PENIC) en el SNCy enla médulaespinalha

sido descritadetalladamenteporHaríany cols. (1987). Existeuna elevadadensidaddeARNm
de PENK en la cortezapiriforme, neocórtex,ACC, tubérculo olfatorio y caudadoputamen.

Además,tambiénabundaen el hipotálamo(NVM, NPV y núcleomamilar medial), mnigdala,

y SG!’.

La. ampliadistribución de las encefatinasen el SNC sugieresu posibleimplicaciónen
numerosas funciones fisiológicas, entre las que cabe destacar la secreciónde factores

hipotalámicosqueregulanla secrecióndedistintas hormonas.

4. Regulación ¿e la expresión génica de CRF, POMO y PENK

La regulaciónde la expresióngénicade CRE, POMC y PENI< presentacaracterísticas

semejantes.Enlasrespectivasregiones5’ flanqueanteaparecenvariassecuenciasreguladoras

comunesalos tres genes.Las másrelevantesson las quecorrespondena los factores de
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transcripciónVos, lun y CREB (Comby cols., 1982; Eberwiney Roberts,1983; Comby cols.,

1986; Fremeauy cols., 1986; Gagnery Drouin, 1987; Seasholtzy cols., 1988; Sonnenbery

cols., 1989; Goodman 1990; Zhu y Pfaff, 1995). Además,y comose describíaen el apanado

3, los ARNm de estosgenesseencuentrandistribuidosprincipalmenteenel hipotálamo,lo

quesugierequela expresióngénicade CRE’, POMCy PENKpuederesponderde forma similar
a diferentesestimulos fisiológicos y farmacológicos.

4.1. Regulación de la expresión génica de CRF

Enmuchoscasos,laexposiciónasituacionesestresantes,y la consiguienteactivación

del eje Hl-lA induce la transcripción de genesque codifican paradiversosneuropéptidos.

Dicha activacióndel eje implica en la mayoríade los casosunainducción dela expresiónde

CRF en el NPV, habitualmentejunto ala de POMC en adenohipófisís.Asi, distintos estudios

muestrancomounagranvariedadde estímulos,comoel estrés(restricciónde movimientos,

administraciónde hipertónicosalino ó natación;Harbuzy Lightman, 1989a;Harbuzy cols.,

1994)y el síndrome de abstinenciaa morfina provocadopor naloxona(Lightmany Young,

1988; Garcia-Garciay cols., 1998a;Hsuy cols., 1998),aumentanla expresióngénicade CRE

enel NPV. Incluso laadministracióncentraldeCREaumentalaexpresióngénícadesu propio

gen, efecto que es bloqueadopor la administración previa de a-heical (9-41) CRE, lo que

sugierequeCRE actúade forma positivapara regular su propiabiosíntesis(Parkesy cols.,

1993).

El aumentode los nivelesde ARNm deCRF enel NPV y en la amígdalaobservadotras

someteralos animalesaestrésagudopor frio (Hsuy cols., 1998)no seobservadespuésde

someteralos animalesaestréscrónico enel NP!, perosien el núcleocentralde la amígdala.

Estosdatossugierenqueexiste una regulacióndiferencial de la expresiónde estegenen

ambasregionescerebralesenrespuestaaestrésagudoó crónico (Hatalskiy cols., 1998). De

hecho,y comosedescribiráposteriormente,la administraciónde agonistasdopaininérgicos

elevala expresiónde CREen el NPV, perono enla amígdala(Eatony cols., 1996).

La expresióndelgende CRE, al igual queocurrecon otrosneuropéptidoscomoPOMC

y PENK, se encuentra regulada por los glucocorticoides por dos mecanismos: 1) Los

glucocorticoidesaaltas dosis inhiben la expresióngénicade CRE, en el NP! probablemente

a travésde mecanismosdependientesdel receptor tipo II y 2) Los glucocorticoidesabajas

dosiselevanlos nivelesdeARNm deCREy mantienenla transcripcióngénicaen condiciones

de estrésen el NPV, probablementeactuando a través de mecanismosdependientesdel

receptordeglucocorticoidestipo! (TanimurayWatts, 1998). Porotraparte,la administración

del antagonistadel receptordeglucocorticoidestipo II RU-486aumentala expresióngénica

de CRE en el NPV en condicionesbasales(Garcia-Garcíay cois., 1998b), mientras que la

expresióngénicadeesteneuropéptidoaumentatanto en condicionesbasalescomode estrés

en ratas adrenalectomizadas(Young y cols., 1986a), efecto que se revierte mediante

pretratamientocon dexamnetasona(Frim y cols., 1990; lmaki y cols., 1995). Asimismo, en la

amigdala,regiónrelacionadae implica.daen el miedo y la ansiedad,se haobservadoquelos

glucocorticoidesfacilitan la expresióngénicade CRE’ (Makino y cols., 1994),mientrasqueen

otras regionescerebralesendondeestápresenteelARNm de CRE’, comoel NSO,y el núcleo
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de la estríaterminalis, los glucocorticoidesno modifican ¡aexpresiónde CRE’ (Beyery cols.,

1988). Por otra parte, implantes de dexametasonaen la corteza cerebral, hipocampo,

subiculumo amigdalano modificaronlos nivelesde ARNm deCREene1NPV (Kovacsy Mezey,

1987).

La 5-HT y la DA tambiénintervienenen la regulaciónde la expresióngénicade CRE’

en el NPV, ya quela administracióncentral de 5-1-IT enratay la administraciónperiférica de

agonistasdopaminérgicoselevalos niveles deARNm de CRE’en el NPV (Eatony cols., 1996;
Kageyamaycols., 1998). Además,parecequeel aumentode la expresióngénicade CREen

situacionesde estrésrequierede la integridad de la transmisión dopaminérgica,ya quela

lesiónde estasneuroneascon 6-hidroxi-dopaminaalteralos niveles de ARNm en respuesta

al estrés(Lightmany Harbuz, 1993). Sin embargo,no ocurre lo mismo conla SHTy la NA, ya

que la deplecciónde ambosneurotransmisoresno modificó el aumento de los niveles de

ARNm de CRE’ producido en el NPV tras sometera los animalesauna situación de estrés

(Harbuzycola. 1991 y 1994).

Estudiosrecientesdemuestranquela expresióngénicadeCREenel NPV estáregulada

por el sistema de segundosmensajerosvía ¡‘KA, dependientede AMPc, lo que sugierela

posible implicación de CRED en la regulaciónde la expresióngénicade CRE’ inducidapor

estrés(ltoi y cols., 1996). Este estudio estáde acuerdocon la presenciade un elemento

reguladorCRERen el gende CRE’ (Seasholtzy cols., 1988). Perolaexpresióngénicade CRE

tambiénpareceestarreguladavia¡‘XC; en cualquiercaso,la estimulaciónejercídaporambas

víases inhibida por los glucocorticoides(Majzoub y cols., 1993).Además,el aumento de la

expresióngénicadeCREqueseproducetrassometeralosanimalesaestrésva precedidopor

una elevación de los niveles de ARNm de Fos, lo que sugiereque e-fas interviene en la

activaciónde la expresióngénicade CRE en situacionesde estrés(lmaki y cok., 1992).

Existendistintasregionescerebralescuyasconexionescon elNPV regulanla expresión

génicadeCRE’. Así, el hipocampointerviene en la regulaciónde la expresióngénicadel gen

de CRE,ya quelesionesen estaregión cerebralresultan en un aumentode los niveles de

ARNm de CRE en el NPV (Herman y cols., 1990). Estos mismos autores observaron

posteriormente que el núcleo de la estría terminalis también parece regular de forma

diferencial y tónica la expresióngénica de CRE’ en el NPV, ya que lesionesen la región

anterolateraldisminuyen los niveles de ARNm de CRE’, mientrasquelesionesen la región

posterioraumentanla expresióndel gendeCRE (llermany cola., 1994). Porotraparte, tras

la desaferentizacióntotal del NP! se observaun aumentode la expresióngénicade CRE’, lo

queíndica queen ausenciade impulsos neuronalesprocedentesde otra regióncerebral,la

expresióngénica de CRE’ estáreguladaa la alta, sugiriendo que los efectoslocalesde los

glucocorticoidessobrelas neuronasdel NP! no son eficacesen la completaregulacióndela

expresióngénicade CRE,y por lo tanto debeexistir un sistemade retroalimentaciónen las

neuronasCÑE’érgicasdel NP! (Hermany cols., 1990).

Además,existenvariacionesenlos nivelesdeARNm deCRE’ enelhipotálamoalo largo
deldia, quealcanzanel nivel máximojusto antesdel períodode oscuridad,y disminuyende

formamarcadaalas dos horasde comenzarel períodode oscuridad, lo quecoincide con un
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aumentode los niveles plasmáticosde corticosterona(Kwak y cols., 1992).

Porúltimo, cabe destacarquela administracióndel antagonistade receptoresde N-

metil-D-aspartato(NM DA) MK-80 1 y deprostaglandina£2 (PGE2)aumentalaexpresióngénica

de CRF enel NPV (Leey cols., 1994; Lacroixy cols,1996). Tambiénlaadministración de 3-

endorfinaaumentalos niveles de ARNm de CRF en el NP!, efecto que es revertido por la

administraciónde naloxona(Wang y cols., 1996).Asimismo, distintos estudiospublicados

recientementedemuestranla implicación de los cannabinoidesen la regulación de la

expresión génica de CRE’ en el NPV (Corchero y cols., 1999a y b), ya que tanto la

administración crónica de A9-tetrahidrocannabinol(A’~-THC) como delpotente agonistadel

receptordecannabinoidesCP-55,940aumentanlaexpresióngénicade CRE’en elNPV, hecho

quepodríaformar partedel mecanismomolecularporel cuallos cannabinoidesactivanel eje

HHA (Weidenfeldy cols., 1994; Rodríguezde E’onsecaycols., 1996).

4.2- Regulación de la expresión génica de POMO

Laexpresióngénicade POMC iii ¡Ayo tanto enadenohipófisiscomoenhipotálamo,es

inhibida deforma tónícapor los glucocortícoides(Birnbergy cols., 1983; Eberwiney Roberts,

1984; Jíngaini y cols., 1985; E’remeauy cols., 1986), siendo el lóbulo intermedio menos

sensiblea la acción de los glucocortícoidescirculantes(Schachtery cols., 1982; Gagnery

Drouin, 1987). A nivel hipotalámico los estrógenostambién regulan negativamentela

expresiónde estegen (Wilcox y Roberts, 1985), mientrasqueen hipófisis CRF aumentala

expresióngénicade POMC en amboslóbulos, aunque de forma más marcadaen el lóbulo

anterior (Hollt y Flaarman,1984). Esto pareceser debidoa queCRE’ reguladirectamentela

expresióngénicadePOMC en el lóbulo anterior,perono enel lóbulo intermedio, dondeestán

implicados otros factores, como revelan estudios en los que se han destruido neuronas

CRFérgicasdel NPV (Bruhn y cols., 1984). Porotraparte,en disociadosde hipófisis tanto de

lóbulo anterior comode lóbulo intermedio, la transcripción del gen de POMC se estimula

mediantela adición al medio de AMPc y de CRE’ (Loemery cols., 1985; Auteitano y cols.,

1990),aunquealgunosestudiossólo hanobservadoaumentodela transcripciónenel lóbulo

anterior (GagneryDrouin, 1987). Porúltinio,y contrariamentealoesperado,sehaobservado

encultivos de adenohipófisisovinos, deratóny derataquela liberación deACTH producida

por AVP y CRE’ no secorrelacionaconun aumentoenlos nivelesde ARNm dePOMC enestas

células (Castro, 1993; Levin y cols., 1993), y que Ay!’ no potencia el aumento de la

transcripción de POMC inducido por CRE, a diferenciade lo que ocurrea nivel hormonal,

dondesi potenciala liberación deACTH (Levin y cols., 1989).

La DA pareceestarimplicadaenla regulaciónde laexpresióngénicade POMC,ya que
agonistasdopamínérgicosreducen la transcripción de este gen en el ARC y en el lóbulo

intermediode la hipófisis (Cheny cols., 1983; Chronwally cols., 1987; Pelletier, 1993). Este

efecto, que también se ha descrito en cultivos hipotalámicos, pareceestar mediadopor

receptoresD
2, ya que se previene por la administración de haloperidol y del antagonista

selectivo~2’ (~) butaclamol, mientrasquetanto NA, Achy el agonistaselectivoD~, 5KV 38393

no modifican los niveles de ARNm de POMC (LHereault y Barden, 199la). A su vez, la

regulación de los niveles de ARNm de POMC se encuentranbajo control inhibitorio de
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distintospéptidosopioides,siendomediadoprincipalmentepor receptores8 y K, perono por

receptoresji (L’Hereault y Barden, 199lb).

El estrésactivala transcripcióngénícade POMC en el hipotálamomediobasaly en el

ARC (Bauvety cols., 1994; Larseny Mau, 1994),asícomoen el lóbulo anterior e intermedio

de la hipófisis (Holit y cols., 1986; Harbuzy Líghtman, l989a; García-Garcíay cols., 1997),
hechoquepareceestarmediado, al menosenparte,por unapotenciacióndela liberaciónde

CRF hipotalámico (Hoflt y cols., 1986; Ligthman y Young, 1988). Este efecto inductor se

producecierto tiempo despuésde la finalización del estrés,en casode emplearseun modelo

experimentaldeestrésagudo. Encuantoaparadigmasdeestréscrónico,comoinmovilización

repetiday exposiciónafrío, distintos estudiosindican quese produceunadesensibilización

de lasrespuestasdelahipófisis al estimuloprimario, peroseproduceun hiperrespuestaaun

estimulo estresantenuevo, tanto si el estrés crónico es aplicado de forma continua o

intermitente(Aguíleray cols., 1993;Haugerycols., 1988;Vernikosy cols., 1982),elevándose

el contenidotanto deARNm de POMC hipofisario comodeARNm de CRE’ hipotalámico(Kiss

y Aguilera, 1993). Porotraparte, la aplicaciónde terapiaelectroconvulsivaelevala expresión

génicadePOMC enelARC, perono en el lóbulo anteriordela hipófisis (García-Garcíaycols.,

1 998a).

La administraciónde 5-HT produceun incrementoen los niveles de ARNm de POMC

tanto in vivo, enel lóbulo anteriorde lahipófisis (Kageyamay cols., 1998)comoen disociados

celulares de hipotálamo de rata, efecto que fue bloqueado por el antagonista 5-MT
2

ketanserina(Ll-lereault y cols., 199la). La 5-HT modula tambiénel aumentoen los niveles

plasmáticosdea-MSH inducidopor estrés,ya quelaadministracióndeun antagonista5-HT2

ó la inhibición de la actividad serotoninérgicamediante la administración central de la

neurotoxina 5,7-dihídroxítriptainina (5,7-DHT), bloquea el incremento en los niveles

plasmáticosde estahormonaproducido porestrés(Goudreauy cols., 1993). Además,la 5-MT
pareceregular de forma diferencial la expresióngénica de POMC en ambos lóbulos de la

hipófisis en situación de estrés,ya que la administración central de 5,7-DHT en ratas

estresadasprodujo unaelevaciónaún mayor en la expresióngénicade POMC en el lóbulo

anterior, mientrasque bloqueóel aumentoen la expresióngénícade POMC producido por

estrésen el lóbulo intermedio(García-Garcíay cols., 1997).

Porúltimo, la expresióngénicade POMC en hipófisis pareceestarreguladatambién

por genes de expresión temprana como c-fos (Boutiller y cols., 1991) y por hormonas

gonadalesen el hipotálamo,ya quemientrasen la castraciónproduceunaelevaciónen los

niveles deARNm de POMC enhembras,en machosseobservael efectocontrario (Wilcox y

Roberts, 1985; Choweny cols., 1990).Además,estudiosrecientesapuntanala implicación

de los caimabínoidesen la regulaciónde la expresióngénicade POMC tanto en hipotálamo

comoen hipófisis, ya quela administracióncrónicadelpotenteagonistasintéticodel receptor

de cannabinoidesCP-55,940incrementalos nivelesde ARNm de POMC en el ARC y lóbulo

anterior de la hipófisis, mientras que produce una disminución en el lóbulo intermedio

(Corcheroy cols., 1999a). Por otra parte, la administración crónicade =~-THCaumenta la

expresióndel gende FOMC tanto en el ARO comoen el lóbulo anterior de la hipófisis 1 día

despuésde finalizado el tratamiento, disminuyendo los niveles de ARNm progresivamente,
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mientrasqueenlóbulo intermedio,laadministracióncrónicade&-THC disminuyelosniveles

de ARNm de FOMC en el lóbulo intermedio tras 14 díasde tratamientodiario, hechoque, al

igual queen el estudio anterior, sugierequelos cannabinoidesregulandeforma diferencial

la expresióngénicade POMC en cerebroe hipófisis, por un mecanismomediadoal menosen

parte,por la activacióndel sistemahipotalánuicoCRFérgico(Corcheroy cok., 1999b).

4.3. Regulación de la expresión génicade PENK

Se conocela existenciade distintos elementosreguladoresen laregión 5’ delgende

PENK (Comby cols., 1986y 1988; Hymany cols., 1988 y 1989; Goodman,1990),estandosu

expresióngénicaafectadaporglucocorticoides,AMPc y ésteresde forbol. A diferenciade la

regulacióndeía expresióngénicadePOMC, enla quelos esteroidesejercíanunaregulación

negativa,los glucocorticoidesparecenregularde formapositiva la expresióngénicade PENK

<Naranjoy cols., 1986; Yoshikaway Sabol, 1986; Inturrisí y cols., 1988), e intervienen enla

regulacióndela expresióngénicadePENI< ensituacionesdeestrés.Así, laadministracióndel

antagonistadel receptordeglucocorticoidestipo II RU-486bloqueaelaumentodelaexpresión

génicade PENI< en el NPV inducido por estrés(Garcia-Garcíaycols., 1998b).Asimismo, y al

igual queocurrecon otrosneuropéptidos,la expresióndelgendePENK estáreguladapor c-

fos, comodemuestrael hechode queen ataquesde epilepsiasehaobservadounaelevación

delosniveles de ARNm dePENKjusto despuésdeun aumentodela expresióngénicade c-fos

(Sonnenbergycols., 1989).

La administración de agonistas~-adrenérgicos inducen la transcripción del gende

PENK medianteun mecanismoqueimplica a AMPc como segundomensajero(Pollcessony
cok., 1989). De forma similar alo queocurre conel gende POMC, el sistemadopaminérgico

pareceinhibir la expresiónde PENI((Mocchetti y cols., 1985; Youngy cols., 1986b; Romano

y cols., 1987>.Asimismo, laexpresióndelgendePENI< se incrementaen diversosnúcleosen

respuestaadiversosestimulos,comoel estrés(LightmanyYoung, 1987a Harbuzy Lightman,

1989b), la terapiaelectroconvulsiva(Xie y cols., 1989), los estímulosdolorosos (ladarolay

cols., 1988),y la estimulacióneléctricadevíasnerviosas(Xie y cols., 1990).Concretamente,

la aplicaciónde estimulosestresantesagudosaumentanla expresióngénicade PENK en el

NPV (Lightmany Young, 1987a; Marbuzy Lightman, 1989b),y NVM (Larseny Mau, 1994;

García-Garcíay cols., 1998ayb). Es por ello quelas accionesqueproduceel estréssobrela

transcripción del gen de PENI( en el NPV son importantes desdeel punto de vista de la

actividaddel eje HMA, ya queaunqueel contenidobasaldelARNm de PENK queseexpresa

enlas neuronasparvocelularesdel NPV esgeneralmenteindetectableo minino (Lightmany

Young, 1987a; Harbuzy Líghtman, 1989b), en situacionesde estrésfisico se incrementade

forma muy acusada(Harbuzy Lightman, 1989b>.Además la expresióndelgende PENK se

modifica de forma diferente segúnel modelo de estrésutilizado: paradigmasen donde el

componenteprincipal esde tipo psicológico (corno restricción de movimientos y estréspor

nataciónforzada)no modifican los niveles de ARNm dePENK enel NPV, mientrasquelos de

tipo fisico sí son capacesde incrementarlos <administración ip de una solución salina

hipertónica; exposicióna drogasdeabusocomonicotina,heroína,cocaínay etanol; Rivíer y

cols., 1984a;Lightman y Young, 1987a;Harbuzy Lightman, 1989b;Rivier y cols., 1990; Rívier

y Lee, 1994). Estosdatossugierenquela expresiónde PENI< enel hipotálamoesun indicede
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la respuestadel animaladistintos estímulosestresantes.

Distintos estudiospublicadosrecientementehan demostradola implicación de los

cannabinoides en la regulación de la expresión génica de PENI< en distintas regiones

cerebrales(Manzanaresy cols., 1998; Corcheroy cols., 1999ayb). La administracióncrónica

de &-THC aumenta los niveles de ARNm de PENI< en la SG!’, núcleo medial mamilar

(Manzanaresy cols., 1998), y en el NVM y NPV (Corcheroy cols., 1999b), regiones en las

cualestambiénseobservaesteefectotras la administracióncrónica del potenteanálogode

cannabinoidesCP-S5,940(Manzanaresy cols., 1998>. El incrementoen la expresióngénica

de PENK en la SG!’ podríaformar partedelos mecanismosmolecularessupraespinailespor

los que los cannabinoidesejercen su efecto antinociceptivo, mientras que el aumentode

ARNm en el núcleomedial mamilar estárelacionadocon la modulaciónde la atencióny del

comportamientoemocionalejercidapor los cannabinoides(Manzanaresycols., 1998).Porotra

parte, la expresióngénicade PENK en respuestaaun tratamientoprolongadodeA<~-THC es

diferenteenambosnúcleos,ya quemientrasen el NVM el aumentomáximoen la expresión

dePENK seobservatras7 díasde tratamiento,enel NIA’, estemismo aumentoseobserva14

díasdespuésde la administración diaria repetidade A9-THC. Estosresultadosindican que

existeunaregulacióndiferentede la expresiónde estegenen ambosnúcleoshipotalámicos

(Corcheroy cols., 1999). La activacióndela expresióngénicade PENK tanto en el NVM como

enel !‘VN, trasun tratamientoprolongadoconcannabinoidespuedeexplicarsecomopartedel

mecanismopor el cual los cannabinoidesregulan, en el NVM, el balance energético, el

comportamientosexual y la secreciónhormonal, y en eí NP!, la respuestaa distintos

estimulosestresantes(Manzanaresy cols., 1998).

Además,laadministracióncrónicade&-THC, o deC!’-55,940,incrementalaexpresión

génicade PENI(en otrasregionescerebralescomosonel ACC o el estriado,hechoqueparece

estarrelacionadoconlasdisfuncionesmotorasproducidaspor loscannabinoidesalargopíazo

y conel aumentodela transmisióndoparninérgicaenel sistemamesolímbicoejercidopor los

cannabinoides,a través de un aumentodel sistemaopioide endógeno(Manzanaresy cols.,

1998).

Porúltimo, cabedestacarquela presenciadehormonasgonadalescirculantesinfluye

de manera decisiva en la expresióngénica de PENK en el hipotálamo. Asi, en machosy

hembrascastradassehaobservadoun descensoenlos nivelesdeARNm enel NVM (Romano

y cois., 1989; Haminery cols., 1993; Príesty cois., 1995 y 1997).
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Planteamientoy objetivos

Es bien sabido que una respuestainadecuadaal estréso el padecimiento de una
situación de estréscrónicosonhechoscapacesdeproducir diferentespatologiasenlos seres
humanos,comosonla ansiedadola depresión(Raadsheery cols.,1994). En dichasituación
de estrésexiste unaactivación mantenidadel eje HIjA, que se manifiestapor una elevada
concentraciónde glucocortícoidesplasmáticos(Kant y cols., 1987).

Se ha demostradoque GRP particípa en la regulación de la secreciónde hormonas
hípofisariascomo PRL y QN (Kentroti y cols., 1988ay b; Manzanaresy cols., 1991). Este
hecho, unido a su abundanciatanto en el hipotálamo como en la hipófisis sugiere su
participaciónen la regulaciónfuncional deleje UNA, y su posible implicaciónenprocesosde
estrés.

Teniendoen cuentaestosantecedentes,en esteestudio seha pretendidoconseguir
un mejor conocimiento del papel de GRP en la regulación del eje HHA así como de los
mecanismosendocrinosy neuroquimnicosimplicadosen dicharegulación.

Paraello noshemosplanteadolos siguientesobjetivos:

Objetivo 1: Estudio del efecto de GRP sobre la actividad del eje hipotálamo-

hipófisis-adrenal 1» vitro

En esteprimer apartadose han evaluadolos efectos de GRPsobre la secreciónde

ACTH y corticosteronay se ha exploradoa que nivel del eje Hl-lA se ejerce estaacción.

Asimismo se ha investigadosi dicho efecto estámediadoatravésdel receptorde GRFy si la

liberación de ACTN queproduceGRPesun procesocalcio-dependiente.

ObjetIvo 2: Estudio del efecto de GRP sobre la actividad del eje hipotálamo-

hipófisis-adrenal 1» vivo

Enestesegundoapartadosehacaracterizadotanto la víade administracióncomolas

dosis,los tiemposy el mecanismode acciónpor el cualGRPactiva el eje ¡-¡HA en condiciones

basalesin vivo.

ObielAvo 3: Estudio del efecto de GRP sobre la actividad del eje hipotálamo-

hipófisis-adrenal en situación de estrés

Una vez estudiadala posible participación de GRPen la regulaciónendógenade la

secreciónde ACTH y corticosterona,decidimosexplorar, de forma comparativaconCRE, sí

GRPintervieneenla regulaciónde la secreciónde ambashormonasen situación de estrés.

Objetivo 4: Estudio del efecto dc GRP sobre la actividad serotoninérgica en el

nucleo paraventricular del hipotálamo

Dadala importanciade la serotoninaenla regulacióndeleje HHA, el objetivo de este

cuarto apartado ha sido caracterizar el eventual efecto de GE?!’ sobre la actividad

serotoninérgícaenel NPV, tanto ensituaciónbasalcomode estrés,asícomolos mecanismos

implicados enel electoobservado.
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5. Estudio del efecto de GRP sobre la expresión génica de CRF, proencefalina y

proopio nielanocortin a

Enestaúltima sección,y deforma preliminar, sehainvestigadoelpotencialefectode

GRPsobrela expresióngénicadelos péptidosCRE’, PENK y POMC. Tambiénse haestudiado

la evolución temporaldel efectoobservado.
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1. Animales, péptidos y reactivos químicos

1.1. Animales

En todoslos experimentos,tanto in vivocomo itt vitro, seutilizaron ratasmachoraza

SpragueDawley de peso 225-250 g, suministradaspor Harlán Interfauna (San Feliú de

Codines,Barcelona>.A su llegadaal laboratorio,lasratasseestabularonenunanimalariocon

un ciclo de luz/oscuridad (8:00-20:00 h) y permanecieronestabuladasal menostres dios

antes de ser utilizadas, siendo este tiempo más o menos largo en función del tipo de

experimento.

1.2. Péptidos

El PéptidoLiberador deGastrinao GR!’ fue suministradopor PenínsulaLaboratories

(Belmont, California, EstadosUnidos). El fragmentoutilizado correspondea la secuencia

terminal delpéptido (aminoácidos14-27), similar en cerdoyen hombre.

ElantagonistadelreceptordeGRP(Leu~3-tp-Cl-I
2NFl-Leu”)bombesinafue suministrado

por RBI (ResearchBiochemicals International, Natick, EstadosUnidos). Actualmente los

productosde estacompañíasedistribuyen en Españaatravésde Sigma (Madrid).

El antagonistadel receptorde CRE a-helical (9-41) CRE’ fue suministradopor Sigma

(Madrid).

1.3. Reactivos qnimicos

La procedenciadelos reactivosquímicosutilizados enla preparaciónde lasdistintas

solucionessedetallaen los apartadosen los quesemencionasu utilización.

2. Métodos experimentales tít vitro

2.1. Explantes de hipotálamo e hipófisis, hipófisis y adrenal

Los experimentos en explantes se realizaron siguiendo el método descrito por

Scaccianoccey cois. (1989, 1990, 1993) con algunasmodificaciones.

2.1.1. Explantesde hipotálamoe hipófisis

El fundamentode estemétodo in vitro consisteen estimular los hipotálamoscon los

péptidosaestudiary medirla liberación deCREqueseproduceanivel hipotalámícodeforma

indirecta, graciasa la capacidaddel medio de incubación de los hipotálamosde producir

liberacióndeACTN apartir de cuartosdehipófisis (BuckinghamyHodges,1977; Scaccíanoce

y cols. 1990, 1993).

Las ratassesacrificaronpordecapitación.Se extirparontanto los hipotálamoscomo
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las hipófisis. En el caso de las hipófisis se separóla neurohipófisis y cada mitad de la
adenohipófisissedividió en dospartes igualescon una hoja debisturí estéril.

El medio utilizado en experimentosde explantesde hipotálamo e hipófisis (medio

Bradbury) tiene la siguientecomposición:

NaCí (Sigma,Madrid): 3,683g/500 ml (126 mM)

KCI (Sigma,Madrid>: 0,223 g/SOO ml (6 mM)

NaJIPO.,(Sigma, Madrid): 0,071 g/B00 InI (1 mM>

MgSO1-7 H.p (Sigma,Madrid): 0,108 g/500 ml (0,88 mM)

CaCk-2 H20 (Sigma,Madrid): 0,106 g/SOO ml (1,45 mM)
Acido ascorbico(Sigma,Madrid): 4,4 mg (0,05 mM)

D-glucosa- 1H20 (Sigma, Madrid): 1,08g/50
0 ml (11 mM)

Repes(Sigma,Madrid): 3 g/500 ¡nl

Trasdisolver todosestoscompuestosen 500 ml deaguadestilada,seajustael pH a

7,4 con NaOH y seañadealbuminabovina (Sigma, Madrid; 2,5 g/500 mí).

Los hipotálamosy cadacuarto de hipófisis sepreincubaronindividualmenteen 1 ml

de medio Bradbury durante 1 h a 370C en baño, cambiando el medio cada 30 ¡rin.

Transcurridoestetiempo(60min), el grupodehipotálamosdesignadocomocontrol seincubé

durante20 mm a37” C con 1 mIde medionuevoparaestablecerla liberaciónbasal,mientras

queel restode tos hipotálamosy los cuartosdehipófisis sepreincubaronduranteotros 30

miii. A los 90 mm, el restodelos hipotálamosseestimularoncon1 mIde medio conGRE y/o

su antagonista(Leu’ ~wC H
2NH-Leu’

4)bombesina,dependiendodelexperimento,durante20

¡rin, mientrasquelos cuartosdehipófisis sepreincubaronduranteotros 30 mm. A los 120

mm, las hipófisis se incubaron con 1 ¡nl del medio en el que habíansido incubados los

hipotálamosdurante 20 mm. A cadacuarto de hipófisis le correspondeun hipotálamo, de

modo que cadacuarto de hipófisis es incubadocon 1 ml del medio de incubación de un

hipotálamo. Posteriormente,el medio secentrifugóa3.000 rpm, 10 mm, 40C paraprecipitar

cualquier restocelular o de tejido y sealmacenóa-800C en alícuotasde 100 pl hastamedir

la cantidaddeACTH liberadopor RíA.

Al final decadaexperimentosepesócadacuartodehipófisis paraexpresarel resultado

fmal enng/ml deACTI-I pormg de tejido húmedo.

2.1.2. Explantesde hipófisis

Se extirparon las hipófisis, y tras separar la neurohipófisis, cada mitad de la

adenohipófisissedividió en dospartes igualescon unahoja de bisturí estéril.

Cadacuarto de hipófisis se preincubó individualmente en 1 ml de medio Bradbury

(descritoen el apartado2.1.1.) durante2 ha 370C enbaño,cambiandoel medio cada30 ¡rin.

Transcurridoestetiempo, los cuartosse incubarondurante20 mm a370Ccon 1 ml demedio

nuevo (grupo control) o 1 ml de medio con GRPy/o su antagonista(Leu’3-tp-CH
2NH-Leu

14)

bombesina,dependiendodelexperimento.Pasadoslos 20 ¡rin el medio secentrifugóa3.000
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rpm, 10 mfra, 40C paraprecipitar cualquierrestocelular o detejido y seabnacenóa~800Cen

alícuotasde 100 ¡tI hastamedir la cantidad deACTH liberado por RIA.

Al final decadaexperimentosepesócadacuartodehipófisis paraexpresarelresultado

final en ng/ml deACTH pormg de tejido húmedo.

2.1.3. Explantesde adrenal

Se extirparon las glándulasadrenales,selimpiaron de tejido adiposoy con la ayuda

de unahojade bisturí cadaglándulaadrenalsedividió encuatro cuartos.

El medio utilizado en experimentosde explantesde adrenal(medio KRBAG) tiene la

siguiente composición:

NaCí (Sigma,Madrid): 3,488 g/500 ml (118mM)

KCl (Sigma, Madrid): 0,176 gISOO ml (4,74 mM)

KH
2PO4 (Sigma, Madrid): 0,068g/500 ml (1 mM)

MgSO1 - 7 H20 (Sigma, Madrid): 0,123 g/SOO ml (1 mM)
CaCI2 - 2 H20 (Sigma, Madrid): 0,187 g/SOO ml (2,55 mM)

Glucosa- 1 H9 (Sigma, Madrid): 1,89 g/S00 ml (11 mM)

Hepes(Sigma,Madrid): 3 g/500 ml

Trasdisolver todasestassalesen 500 ml de aguadestilada,se ajustael pH a7,4 con

NaOH y seañadealbuminabovina (Sigma, Madrid; 1,250 g/SOO mí).

Cada cuarto de adrenal se preincubó individualmente en 1 ml de medio KRBAG

durante2 ha 37
0Cen baño,cambiandoel mediocada30 mm. Transcurridoestetiempo, los

cuartosse incubarondurante 1 h a3Tt con 1 ml demedio nuevo (grupocontrol) o 1 ml de

medio con GR!’ y/o su antagonista(Leu’3-xp-CH
2NN-Leu”) bombesina, dependiendodel

experimento.Pasadoel tiempodeincubación,el medio secentrifugóa3.000rpm, 10 mi 4’C

paraprecipitar cualquier restocelularo de tejido y sealmacenóa-80
0C en alicuotasde 50 iii

hastamedir la cantidadde cortícosteronaliberadaal medio por RíA.

Al final de cadaexperimentosepesócadacuarto deadrenalparaexpresarel resultado

en ng/ml decorticosteronapor mg de tejido húmedo.

2.2. Disociados de adenohipófisis

2.2.1 Cultivo primario de célulasadenohipofisariasde rata

Antesde extraerlas hipófisis esnecesariola preparacióndel medio de cultivo y de los

reactivosqueseutilizarán en la disociación.

El medio utilizado en la disociación se preparaa partir de medio DMEM en polvo

(DulbeccosModified Eagle Medium; 4.500 mg/l glucosa,sin piruvato sódico, sin NaHCO3;

Gíbco BRL, Life Teclinologies, Barcelona).Paraello se disuelven 1,34g de medio DMEM en
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polvo y 0,3 g de Mepes(Sigma,Madrid) en 100 ml deaguamiiíQ estéril. Este último seañade

paramantenerel pH del mediomientras las célulaspermanecenfuera del incubador.Tras

ajustarel pH a7,4 con NaOI-f se añadieron0,25 g de albúminabovina(Sigma, Madrid).

Ademásesnecesariopreparartressoluciones:

Desoxirribonucleasa<DNAsaU

Se preparanalicuotasde DNAsa (Sigma,Madrid) deconcentración10 pg/ml enagua
miliQ. En el momentodel cultivo se diluye cadaalícuota 100 vecesen medio DMEM.

Tripsina

:

A partir detripsina (Sigma,Madrid) sepreparaunasoluciónde 10 ml deconcentración

0,4% (p/v) en medio DMEM. A estasolución se le añadieron20 pl de la solución de ONAsa

anteriormentepreparada.!‘osteriormenteseesterilizóestasoluciónatravésdeun filtro estéril

(Millex GS 0,22 pm, Míllipore, Madrid).

Inhibidor de trinsina

Se preparan alícuotas de 1 ml de inhibidor de tripsina (Sigma, Madrid) de

concentración3 mg/ml. Enel momentodel cultivo sediluye cadaalícuota 10 vecesen medio

DMEM. A esta solución se le añadieron 10 pl de la solución de DNAsa anteriormente

preparada.Al igual que la tripsina, la solución de inhibidor detripsina seesterilizóatravés

de un filtro estéril.

Encadacultivo seutilizaron 8-10 hipófisis. Primerosedecapitaronlos animalespara

extraer la adenohipófisis de la basedel cráneo en condicionesestériles.Tras separarla

neurohipófisis,setroceóla adenohipófisiscon unahoja debisturí estérily losfragmentosse

incubaronen la soluciónde tripsina anteriormentepreparadadurante20 mm en bañocon

agitación,parafacilitar la acciónde los enzimas.Trascentrifugar a3.000 rpm, 10 mm, 150C,

se retiró el sobrenadantey se añadieron 10 ml de la solución de inhibidor de tripsina

anteriormentepreparada.Los fragmentosdehipófisis sepasaronentoncesconlasoluciónde

inhibidor detripsína atravésde unapipetade 5 ml con una puntade pipetade 1 ml en su

extremo durante 10 ¡rin. Transcurrido estetiempo las célulasya dispersadasse filtraron a

travésde un filtro de 100 ¡tm (Falcon, BecktonDíckínsonLabware, MA, EstadosUnidos), y la

suspensióncelular secentrifugó a3.000 rpm, 10 mm, 150C. Posteriormentese decantóel

sobrenadantey se suspendieronlas células en un volumen pequeñode medio de cultivo

liquido (DMEM sin piruvatosódico, con4.500 mg/l glucosa,con piridoxina; Gibco BRL, Life

Technologies,Barcelona)suplementadocon 100/, de suero bovino fetal activado (Reactiva,

Barcelona)y 1% de una solución de antibióticos (Penicilina 1.000 hl/mí y Estreptomicina

10.000pg/ml; Bio-Whittalcer,Bélgica).Secontóel númerodecélulasencámaradeNewbauer

y sesembraronlas célulasen placasde24 pocillos especialesparacultivosprimarios(Palcon,

Beckton Diclcinson Labware, MA, EstadosUnidos), a una densidadde 200.000-250.000
células/pocillo en 0,5 ml de medio por pocillo. El volumen final de medio en el quehay que

resuspendenlas célulasse calculade la siguienteforma:

n0 célulascontadasen lacámarade Newbauer- 10~ n0 decélulastotales
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n0 célulastotales/n0célulasporpocillon0 pocillos quepuedenllenarse

n0 pocillos quepuedanllenarse-O,5ml= volumende medioen el quese
resuspendenlas células

Los cultivossemantuvieronen un incubadordurante4 díascon unaconcentración
deCO

2 de 5%. Al cuartodía,las célulasyasehabíanadheridoal fondo dela placa,estando

preparadaspararealizarlosexperimentos(figura 1-4).

FIGURA 14
Cultivo primario decélulasadenohipofisadasderata

(a) (1,)

2.22. Experimentode secrecióndeACTH

El día del experimentose sacaronlas célulasdel incubador,se aspiró el medio de
cultivo y se añadieron0,5 ml de medio DMEM preparadoestemismo díaapartir de DMEM
en polvo de la mismaformaindicadaen el apartado2.2.1. Las célulasse incubaroneneste
mediodurante 1 h en bañoa37

0C.Posteriormenteseaspiróelmedioy seañadióaunadelas
placas0,5 ml de medio Bradburycon unaconcentraciónde Ca2~ 1,5 mM (preparadode la
forma indicada en el apartado2.1.1) y a la otraplaca0,5 ml de medio Bradbury con baja

concentraciónde Ca2 (preparadode la forma indicadaen el apañado2.1.1. pero añadiendo

5,6 mg/l deClCa
2 (38 pM) y 18,42 mg/l de Na2EDTA (SO ¡tM>, de modo que la concentración

final deCa
2 es200 nM>. Trasun periodo de preincubaciónde 30 mm a37<>C, se aspiró el

(a) Aspectoquepresentanlos corticotrofosdespuésdelprocesode disociación.(¿4 Morfología delos
corticotrofosdespuésdecuatrodías encultivo.
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medio, seañadieron0,5 mide medionuevoylascélulassepreincubarondurante30 mm más

aestamisma temperatura.Trasestosdos períodosde preincubación,seaspiróel medio y se

añadióaunadelas placasmedio nuevo(Ca” 1,5 mM) sin GRP(grupocontrol>y condistintas

concentracionesde UR?. A la otraplacaseañadiómedionuevo(Ca2~ 200 nM) sin GRP(grupo

control) y con distintas concentracionesde GRP. Las células se incubaron en estas

condicionesdurante30 mm. Trasestetiempo,se centrifugóel medio decadapocillo a3.000

rpm, 10 miii, 40C, paraprecipitar cualquierrestocelulary seguardóa.-800Cenalícuotasde

100 ¿fi hastasu análisispor PlA-

Cadatratamientoserealizóporcuadruplicadoy cadaexperimentoserepitió dosveces,

obteniendoseen amboscasosel mismo resultado.

3. Procedimientos quirúrgicos

3.1. AdministracIón intracerebroventricular

La administración icv se efectuédespuésde procedera la canulacióncrónica del

ventrículo lateral derechodel cerebro.Paraello, se anestesiaronlas ratascon Equitesin (3

ml/kg; intraperitoneal). Estetipo de anestesiapresentavariasventajas,comosonsu rápida

inducción y eliminación, ademásde la bajamortalidadqueproduceen las ratas.

Sucomposiciónes la siguiente:

-21,25 ml de hidrato decloral (Sigma, Madrid> disuelto en49,4 mIde etanolabsoluto.

Añadir aestasolución secuencialmente:

- 4,86 g de pentobarbitalsódico disueltosen 21 ml de aguadestilada(o 24,3 ml de

pentobarbital sódicocomercialal 20% (Euta-Lender, LaboratoriosNormon, Madrid)

- 198 mide 1-2 propilenglícol (Panreac,Madrid)

- 10,63 g de SO
4Mg(Sigma,Madrid) disueltosen50 mIde aguadestilada

- Completarhasta500 ml con aguadestilada.

Una vez anestesiadas,las ratasse colocaronen un aparatode cirugía estereotáxica

(David Kopf lnstruments, Tujunga, California, EstadosUnidos) con la barra de incisivos

colocada2,4 mm por debajodelplano horizontal. Posteriormentese implantó unacánulade

aceroinoxidable de tamaño23 G en la. siguiente posición: 1,4 ¡nm lateral (haciala derecha)

conrespectoal bregma(cuyaposiciónes0,0 mm anterior/posterior)y 3,2 mm ventral (hacia

abajo),deacuerdoconel atlasde Kónigy Klippel (figura 15). La cánulaquedófijadaal cráneo

concementodental (RR SeIS-cureacrylíc repairmaterial, DentsplyLimited De Trey Dívision,

Surrey,Inglaterra). Parafacilitar estafijación, sehicieron trespequeñosorificios, situadospor

encimay por debajodela posiciónde la cánula,sobrelos cualessecolocarontrespequeños

tornillos de aceroinoxidable. Durante los cinco diassiguientesala operación,los animales

se manejaron cadadiapara reducir los efectosdel estrésdebidosala manipulación.
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experimentos en los quesemidieron ambashormonasserealizaronentre las9 00-13 00 h

4. Modelo experimental de estrés: estrés por restricción de movimientos

Lasratas, sin anestesiar,se metieron en cilindros demetacrilato(tamaño interno 16

x 5x 5,3 cm> conagujerosparaquepudiesenrespirary secerraronporsu parteposteriorpara

impedir que se movieseno saliesen.Traspermaneceren estaposicióndurante 15 ¡rin, los

animalessesacarondelos cilindros y fueron sacrificados.

5. Medida de ACTH y corticosterona por radioinmunoensayo

El RíA esun métodomuy empleadoenla medidadehormonas.Consisteen la adición

a una muestra (plasma o medio de cultivo) que contiene una cantidad desconocidade

hormona, de una cantidadconocidade anticuerpofrente a dicha hormonay una cantidad

conocidade hormonamarcadaradiactivamente.La hormonade la muestracompite con la

hormonamarcadaradiactivamentepara unirse al anticuerpo (figura 17). Posteriormentela

hormonano unidase elimina y se mide la cantidadde hormonamarcadaradiactivamente

unidaal anticuerpo.A mayorcantidaddehormonaenlamuestra,menorcantidaddehormona

marcadasehabráunido alanticuerpoy menorradiactividadtendrálamuestra,yal contrario.

La cantidad de hormona en la muestra se calcula extrapolandolos resultadosdel ensayo

(cuentaspor minuto de radiactividad o cpm) a partir de unacurva patrón (logaritmo de la

concentración de hormona estándar en abscisas frente a cpm obtenidas para cada

concentraciónde hormonaestándaren ordenadas).

FIGURA 17
Fundamento del radial nmanoensayo
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La principal ventajadel radioimnunoenayoessu sensibilidad, ya quepermite medir
niveles de hormonasmuy bajos(delorden depicogramos).Su principal inconvenientees la

falta deespecificidaddel anticuerpo,queen ocasionespuedepresentarreaccionescruzadas

con otros metabolitosu hormonasde estructuraquímicaparecida.En nuestro caso, este

problemase evitó medianteel usode anticuerposcomercialesde granespecificidad.

5.1. Radioinxnunoensayo de ACTH

51.1. Obtencióndela muestra

Parala obtenciónde plasma,lasratas sedecapitarony la sangretroncal se recogióen

tubos deNa2EDTA (Sarstedt,Barcelona)colocadosenhielo. Enaquellosanimalesenlos que

se implantó un catéteren la venayugular, la sangrese recogió en tubos hepariizados

(Sarstedt,Barcelona)que se colocaroninmediatamenteen Lelo. Se centrifugaronlos tubos

a3.000rpm,20 min, 4
0C parasepararel plasmadela fraccióncelularde lasangreyelplasma

sealmacenóen alícuotasde 300 ál a-800C hastasu análisis.

En el caso de los explantes de hipotálamo e hipófisis, explantes de hipófisis y

disociadosdeadenohipófisis,el medio de cultivo sealmacenóen alícuotasde 100 gl a-80’C

hastasu medidapor RíA.

£ 1.2. Ensayo

La medidadeACTI-1 se realizó siguiendo el método de Arts y cois. (1985) con ligeras

modificaciones.

Los tamponesutilizados fueron los siguientes:

Tampónfosfato 0,01 M, pH7,4 conPolietilenglicol (PEG~

Se utilizó paradiluir los anticuerpos.Contiene:

- 0,1% (p/v) de albúmina séricabovina (Sigma, Madrid)

- 0,1% (p/v) de Na
2EDTA (Sigma, Madrid)

- 0,1% (y/y) deTritón X-l00 (Sigma, Madrid)

- 6% (p/v> de Polietilenglicol 6.000 (Fluka, Sigmw Madrid)

Tampónfosfato0,01 M. pH=7,4 sin PEG

Se utilizó para diluir la curva estándar, la hormona marcadaradiactivarnentey la

muestra,enel casodelos explantesde hipófisis y dehipotálamoehipófisis, yaquetanto las

muestrasdeplasmacomoel mediodecultivo delos disociadosde adenohipófisisno sediluye.

Contiene:

- 0, l’Y¿ (p/v) de albúminaséricabovina(Sigma, Madrid)

- 0,1% (p/v> de Na2EDTA<Sigma, Madrid)

- 0,1% (p/v) deTritón X-100 (Sigma, Madrid)

Parapreparartampón fosfato 0,01 M, pH 7,4 sepreparandos solucionesde fosfato

disódico 0,01 M y fosfato monosódico0,01 M a partir de fosfato disódico y monosódíco
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comercial(NaHPO<2H O y NaH.PO<I-1O,Merck, Darmstadt,Alemania>.Sobrela soluciónde

fosfatodisódico seañadeel monosódicohastaqueel pH sea7,4. Se tomaunacantidadde la

mezclatamponada,a la que se añadecon agitación suavelos correspondientesreactivos.

Ambos tamponesseconservana 4<’C.

Es importante destacarque todo el RíA se realiza en hielo, para evitar la posible

degradaciónde ACTH.

Paraprepararlacurvaestándarseutilizó ACTH (1-39) de rata(Sigma, Madrid) diluido

en aguadestiladaauna concentraciónde 256 pmol/ml. Estasolución debe guardarsea -

80’C.

Enel momento de realizarlacurvadecalibrado,sediluye la solucióninicial 1:10, para

lo cual se toman lOO pl y se añaden900 pl de tampón sin PEO,con lo quese obtieneuna

diluciónfinalde 1.280 fmoles/50 pl. Se llevaacabootradilución 1:10,paralo cualsetoman

100 pl de la solución de 1.280 fmol/50 pl y se añaden 900 pl de tampón sin PEG,

obteniéndoseuna dilución final de 128 fmol/50p1. A partir de aquí se hacen diluciones

seriadasparaobtenerlas siguientesdiluciones(expresadasen fmol/50 pl) : 64, 32, 16, 8, 4,

2, lyO,5.

A cada tubo (Tubos RíA, Sarstedt, Barcelona) se añadió el volumen necesario de

muestraproblemao 50 pl deestándar.El volumendemuestraproblemaqueseañadeencada

tubo dependedel tipo de experimentoaanalizary esel siguiente:

- 50o75 pl de plasma(75 pl en el casode esperarencontrarbajosnivelesdeACTH en

la muestra)

-50 pl de medio de cultivo de explantesde hipófisis (diluido 6 veces)y explantesde
hipotálamoe hipófisis (diluido entre12 y 3 veces,dependiendode los niveles deACTH

que seespereencontraren la muestra)

- 75 pl de medio de cultivo de disociadosde adenohipófisis

Posteriormenteseañaden50 pl deunasoluciónquecontieneprimeranticuerpofrente

aACTH (lgG-ACTH 1, IgO Corporation, Nashville, EstadosUnidos)previamentetitulado para

obteneruna unión máxima del 20% aproximadamente,y 10 pl de 2l~ACTH (Arnersham,

Madrid; 2.000 Ci/mmol, 6.000-8.000 cpm/tubo). La solución de primer anticuerpo y de

hormonamarcadasepreparó de la siguiente forma:

Primer anticuerpo

:

Sepreparajustoantesdeañadirlo. Para50 tubos, las proporcionesnecesariasson:

- 50 pl de una solución de primer anticuerpo. Estasolución se preparaa partir de

anticuerpo liofilizado comercialdisuelto en 1 mIde tampón fosfato0,01 M, pl-W7,4y

seguardaen alícuotasde 50 pl a -20”C.
- 10 pl dr aprotinina (Boehringer-Mannheim,Barcelona)de concentración0,5% (p/v)

- 2440 pl de t~unpóncon PEO
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Hormonamarcada<I2~ l-ACTH

)

Se preparatambiénenel momento.La hormonamarcadacomercial sediluye en 1 ml

de aguadestiladay seguardaen alicuotasde 50 pl. En el momento delexperimentocada
alicuota sediluye en la cantidadde tampón sin PEG necesariaobtenerentre6.000y 8.000

cpm/10 ¡tí.

Los tubos se incubaron entre 48 y 72 h a 40C. Posteriormente,para precipitar el

complejo antígeno anticuerpo se añadió a cadatubo 10 pl de una solución de segundo

anticuerpo(lgG—GARGG, IgG Corporation, Nashville, EstadosUnidos).

La solución delsegundoanticuerposepreparajustoantesde añadirlo.Para50 tubos,

las proporcionesnecesariasSon:

- 200 pl deunasolución de segundoanticuerpo. Estasoluciónsepreparaapartir de

anticuerpo liofilizado comercialdisuelto en 2,5 ini de tampón fosfato0,01 M, pH7,4

y se guardaen alicuotasde 200 pl a-200C

- 30 pl de sueronormal de conejo(NRS; Sigma,Madrid)

- 270 pl de tampón con PEG

Trasuna incubaciónde 3 horas a 40C paraayudar ala precipitación del complejo

antígeno-anticuerpo,se añadióa cadatubo 400 pl de una solución de PEG 6.000 6% en

tampón fosfato 0,01 M, pH7,4 y se centrifugaron a 3000 rpm durante 25 mm a 40C.

Posteriormentese decantaronlos tubosy se contóel precipitado (quecontieneel complejo

antígeno-anticuerpo)enuncontadorgamma(Packard,Pacisa,Madrid)- El resultadoseobtiene

enfmol/50 pl. Medianteunprogramadeordenador(Graph PadPtismparaWindows,versión

1.03, 1994) se calculó la cantidad de ACTH por tubo en función de las cpm obtenidasy

extrapolandolos resultadosa partir de la curva estándar. Los valores de ACTH de cada

muestrase expresanen distintas unidadesenfunción del tipo de experimento:

-Medidade ACTH en plasma:pmol/l

-Medidade ACTH enexplantes: ng/mi ACTH/mg tejido húmedo

-MedidadeACTH en disociadosde adenohipófisis:% respectoal valor basalde cada

experimento
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TABLA 15

Tabla-resumen de los reactloos a añadtr en ei radtotnnmnoensago de ACTH______¡
[At RSE

3* IE~Sndarn problema

50 pl ACTH estándar

de concentración
1.280 fmol/SO pí

(por triplicado)

50 pl tampón

sin PEO
(por

triplicado)

50 pl de

cada
estándar

(por

triplicado)

50 o 75 pl

(por
duplicado)

Primer

Anticuerpo

SOpí SOpí 5Oul 50111

fls~.AcrH lOpí lOpí tOp1 lOpí lOpí

Segunda

anticuerpo

IOn1 lOpí LO».] lOpí

PBG ~.QOO6% 400 pl 400 pl 400pl 400 pl

AL Cuentastotales (debenestarentre6000-8000cpm)
NSB:Unión no específica(debesermenordel 1 0%de las cuentastotales)
Bo: Unión máxima(debeserigual o mayordel 20%delas cuentastotales)

5.2. Radioinmunoenayo de corticosterona

5.2.1. Obtencióndela muestra

El plasmaseobtienecomosedescribeen el apartado5.1.1.

En el casode los explantesde adrenal,el medio decultivo sealmacenóen alícuotas

de 50 pl a-800C hastasu análisis.

5.2.2. Ensayo

La corticosteronasemidió siguiendo el método de Armario y Castellanos(1984) con

algunasmodificaciones.

El tampón utilizado para el radioin.munoensayoes tampón fosfato 0,01 M, pH7,4,

conteniendo0,1% de gelatinay 0,9% de NaCí. Paraello se preparatampón fosfato 0,01 M

pH=7,4, como se describe en el apartado 5.1.2. Se toma una cantidad de la mezcla

tamponada,alo queseañadeconagitaciónsuavey calentando,gelatina(0,1%>y NaCí(0,9%)-

Se conservaa40C.

Paraprepararla curva estándarse utilizó corticosteronade rata (Sigma, Madi-id),

diluida en etanolabsoluto a unaconcentraciónde 0,5 mg/ml y almacenadaa -800C. Se

toman20 pl de estasolucióny seañaden 980 pl deetanol. De estasoluciónse toman 16 »1,

seevaporanen corrientede N
2, y seresuspendeen 2 ml de tampón. Estepunto representa
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unaconcentraciónde 8.000pg/ 100 ul y apartir de él sehacendilucionesentampón RíA de

4.000, 2.000, 1.000,500, 250, 125,62,31 y 15 pg/ 100 pl.

A cadatubo seañadieron100 pl deplasmadiluido 20 vecesen tampón RíA o 100 pl

de medio de cultivo de explantes de adrenal (diluido 25 veces) 100 pI de estándar.

Posteriormentese añade, tanto a las muestrascomo a la curva estándar, 100 pl de una

solución de tripsina (1 mg/mi en tampón RíA; BoebríngerMannheim,Barcelona),incubando
la mezcladurante 1 h a temperaturaambiente. Este paso tiene como finalidad liberar la

corticosteronadelasproteinasplasmáticasalasqueseencuentraunida.Trasinactivarseesta

reacción enzimática con 100 pl de una solución de inhibidor de tripsina (1,25 mg/mi en

tampón RíA; Boehringer Mannheim, Barcelona), se añadeala mezcla, en hielo, 100 pl de

anticuerpofrenteacorticosterona(Bioclin,Cardiff, Reino Unido) y 100pl de~H-corticosterona

(Amersham,Madrid; 88 Ci/mmol, 5.000-7.000cpm/tubo).

La solución de anticuerpo se preparaa partir de anticuerpo liofilizado comercial

disuelto en 1 ml de aguadestiladay 9 ml de tampón RíA. Se hacenalícuotasdc 500 iii, que

se diluyen 10 veces (titulación 1:1000) en el momento del ensayo. Esta titulación es la

adecuadaparaconseguirunaunion máxima del 20%.

La solución de hormonamarcada(3H-corticosterona>se preparaen el momento del

experimento, diluyendo 2 pl de hormona marcadacomercial en 25 ml de tampón RíA,

proporción necesariaparaobtenerentre5.000y 7.000 cpm/ 100 pl.

Tras 16-24 h de incubación a 4”C, se separael complejo antigeno-anticuerpo

añadiendoacadatubo 500pl deunasolucióndecarbónactivo al 1%entampón RíA frío. Esta

solución debeagitarsepreviamentedurante30 ¡rin hastasu perfectadisolución. Los tubos

se incuban en frío conestasolución durante 10 mm y se centrifugana 3.000 rpm, 10 mm,

40C.A continuaciónserecogeel sobrenadante(quecontieneelcomplejoantígeno-anticuerpo),

se le añade3 ml de liquido de centelleo(Cocktail Biogreen 1,ReactivosScharlau,Madrid) y

se cuentanlos tubos en un contadorbetade centelleo liquido (Packard,Pacisa,Madrid). El

resultadoseobtieneenpg/100 pl. Medianteun programadeordenador(GraphPadPrismpara

Windows,versión 1.03, 1994)secalculó la cantidadde corticosteronaportubo enfunción de

lascpmobtenidasy extrapolandolos resultadosapartir de la curvaestándar.Losvaloresde

corticosteronade cadamuestraseexpresanen ng/mi, tanto en el casodelplasmacomoen

los explantes.
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TABLA 16

Tabla-resumen de los reactivos a añadir en el radlolnnmnoensayo de corticosterona

At ¡<3D Dc Estándares Muestraproblema

100 ¡il
tampón

(por
triplicado)

100 >41
tampón (por

triplicado)

100 pI
tampón

(por
triplicado)

100 pl de
cada

estándar
(por

triplicado)

100 pI
(dilución

1:20, por
triplicado)

Tflpsin 100 ¡tI 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl

Inhibidor trlpslna 100>41 100 pl 100pl 100>41 100 pl

Anticuerpo. (1 100 ¡tI 100¡tI 100pi 100 ¡tI

311-corticosteroua 100pl 100 pl 100pl 100pl 100 pl

Carbón. activo 1% 500 pI 500 pl 500 pI 500>41

(*) ensu lugar seañaden100pl detampón
Al: Cuentastotales(debenestarentre5.000-7.000cpm)
NSB:Unión no específica(debesermenordell 0% delas cuentastotales)
Bo: Uniónmáxima(debeserigual ó mayordel20%delas cuentastotales)

6. Hibridación in situ

6.1. Prepanción del tejido

El díadelexperimentolos animalessesacrificaronsacrificadospordecapitacióny los

cerebros e hipófisis fueron rápidamente extraídos y congelados sobre hielo seco.

Posteriormentese guardarona - 800Chastaser cortados.

Para realizar los cortes en criostato, tanto los cerebroscomo las hipófisis fueron

embebidosen gel criogénico (Tissue Teck, SakuraFinetek Europe, Zoeterwoude,Holanda)

sobreplacas de criostato (Bright lnstruments, Londres, Inglaterra). Se cortaron secciones

coronalesde20 gmdegrosormontándosesobreportaobjetosgelatinizadoslibresdeARNasas.

Estosportaobjetosfueron tratados con una solución de gelatina3 % y sulfato crómico de

potasio 0,025%en agualibre deARNasastratadacon dietilpirocarbonato(DEPC).

Los cortesobtenidosse secaronsobre placacaliente (370C)y seguardarona -800C

hastael día delensayo.

Los cortescerebrales(ocho portaobjetospor núcleo cerebral;dosseccionespor cada
portaobjetos>y lasseccionesdehipófisis <cuatroportaobjetospor hipófisis; seisseccionespor

portaobjetos)se obtuvieronde forma seriadasiguiendoel atlasde Paxinosy Watson,con el
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fin de estudiarseccionesrostralesy caudalesen un mismo portaobjetos.

Enestetrabajoseestudióanivel cerebralel NPV y NVM del hipotálamo (figura 18)y

los lóbulos anteriore intermediode lahipófisis.

FIGURA 18
Regionescerebralesestudiadasen los experimentosde nenroquínúca e hibridación in sit¿

(o)

(e)

<b)

Los coloresrepresentanlos distintosnflcleoscerebralesansiizados,(a)Núcleoaccurnbens(color verde;
estudiosde neuroqaimica).(b) Núcleo suprcquiasmático(coloramarillo; estudiosdenearoquimicaj(o)
Núdeoparaventriailar (color azul; estudiosdeneuroquimicaehibrídacúinin siti4 Cd) Núcleoarqueado
(color rojo oscuro; estudios de net¿roq-uímica)y nflcleo ventromedio.1(color rojo daro; estudios de

híbhdaciónin situj
(Tomadodelatlas defoxínosy Watson,1986).

Debido al pequeñotamañodel NPV, parasu localizaciónexactafue necesarioutilizar

métodosde tinción y observaciónmicroscópica.El coloranteutilizado fue azul de toluidina

(Fluka, Sigma, Madrid) a unaconcentraciónde 0,1% (p/v> enacetatosódicoO,lM pH6,5.

6.2. Hibridación iii sttu

62. 1. Marcaje desondasde oligonucleótidos

Los oligonucleótidosutilizadosenlosexperimentosdehibridación in situ contenían48
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basescomplementariasalasecuenciadelos genesdePENK (NEN-Dupont,NEP-502,Madrid>,
CRF(NEN-Dupont,NEP-554,Madrid) y POMC(AdvancedBiotechnologyCenter,CharingCross

y WestminsterMedical School,Londres, Inglaterra).

Las secuencias 5 3’ de los respectivosoligonucícótidos (número de bases en

paréntesis)complementariaalARNm delos genesanteriormentemencionadosderatafueron:

o PENK(388-345):
ATC-TGC-ATC-C’IT-C’IT-CAT-GAA-ACC-GCC-ATA-CCT-CTr-GCG-AAG-GAT-CTC

~ CRF(496-543):
CAG-rn’-CCT-Grr-GCT-GTG-AGC-’ITG-CTG-AGC-TAA-CTG-CTC-TGC-CCT-GGC

o POMO(96-134):

Crr-Crr-GCC-CAC-CGG-C31’-GCC-CCA-GCG-GAA-GTG-CTC-CAT-GGA-GTA-GGA.

Los oligonucícótidos se marcaronusandoterminal transferasade timo de cordero

(BoebringerMannheim, Barcelona),paraañadirunacola¿55 desoxiATP(actividadespecífica

‘l.OOOCi/mmol; Amersham,Madrid) al extremo 3 en presenciade CoCk y tampónTris Cl

H/cacodilato potásico(BoehringerMannheim, Barcelona).

La mezcladela reacciónse llevó acabotal y comose indica enla tabla 17?

TABLA 17
Esquema de los reactivos a añadir en la reacdón de marcaje de distintas sondas de

oligonucleátidos

Tamp6nSX(*} 10>41 10>41 lOpí

(25s~!!.I 5 pl 5>41 5 »l

Oligonucleótldo 5 pl 5 ~1 1 »1

taSsadA?P 5p1 5>41 5>41

Terminal 1>41 1>41 1>41
rransrerasa

H2Oest6dl 24>41 24>41 24>41

Volumenfinal 50>41 50>41 SOpí

1 PENIt 1 CRE ¡ POMC

(é) La composicióndeltampónSXesla siguiente:cacodilatopotásico1 Al, tampón

albúminndesuerobovino 1,25mg/ml.
Ths Cl 1-II 25mMpH6,6,

La reacciónse llevó a caboa 37
0C durante 60 ¡rin. Se añadieron 12,5 unidades

adicionales(0,5 pl) dede terminal transferasatrancurridoslos primeros30 mm conel fin de

incrementarla incorporacióndenucleótidoradioactivo. Lareacciónseparalizóañadiendo400
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pl de tampón Tris Cl H/EDTA pH=7,4 (1 ml Tris Cl 1 M, pH7,6; 0,5 mi Na.2 EDTA 0,2 M,

pH7,8; 98,5 ml aguaDEPC) y 5 pl deARNt delevadura(10 mg/nl; Boehringer-Mannheim,

Barcelona)-

Los oligonucícótidos fueron entonces extraídos con 450 pl de una solución de

fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (Sigma, Madrid). Tras añadir esta solución, se

centrifugaronlos tubosa3.000rpm, 10 mm, 4
0C, seextrajolafaseacuosayseañadióaunos

tubospreviamentepreparadoscon 1 ml de etanol 100%y 20 pl de NaCí4M. Posteriormente

semezcló por inversión y se incubó a-200C durante un mínimo de 30 min. Pasadoeltiempo

de incubación se centrifugó la mezcla a 3.000 rpm durante 30 mm, 40C, se retiró el

sobrenadantey selavó el precipitadocon200 pl deetanolal 70%. Unavez quese hasecado

el precipitado a temperatura ambiente se resuspendeen 100 pl de tampón Tris Cl H/EDTA

pH7,4 con5 pl deditiotreitol 1M (Boehringer-Mannheim,Barcelona).La actividadespecífica

de las sondasse determinóañadiendo1 pl de sondaa 10 ml de liquido de centelleo(Cocktail

Biogreen 1, ReactivosScharlau,Madrid) y posteriormedidaenun contadorbetade centelleo

liquido (Packard,Pacisa,Madrid). La actividad específicapromedioen los distintosmarcajes

fue aproximadamentede 2-7,5-ío3 Ci/mmol. Las sondasseguardarona-20 <‘C hastael dia

del ensayo.

6.2.2. Tramientosdeprehibridación

Los tratamientos de prehibridación contribuyen a incrementar la sensibilidad del

ensayo.Además,mantienenlamorfologíacelular, reducenlaunión electrostáticadela sonda

al tejido bloqueandolos gruposamino delas proteinasy disminuyenla unión no específica

de la sondaal tejido.

El díadel ensayo,las seccionesfueron transferidasde-800Ca-200C durante30 mlii

y colocadassobrepapelde filtro. Los portassedejaron secaren su totalidadatemperatura

ambiente, y se montaron en cubetas de lavado estériles donde se llevaron a cabo los

tratamientosde hibridación.

Lasseccionesfueronfijadaspor inmersiónenparaformaldehido(Sigma,Madrid) al4%

(y/y) en salino tamponadocon fosfato (PBS) durante5 mm, se lavaron dosvecesen PBS, y

fueron tratadascon0,25% (y/y) de anhidrido acético(Sigma, Madrid) disuelto en 0,1 M de

trietanolarnina(Sigma,Madrid; 1, 25 ml de anhídridoacético+ 7 mide trietanolamunaen500

ml desolución salina)durante10 mm. Trasla acetilación,lasseccionesfuerondeshidratadas

a travésdeunadilución seriadade lavadosenetanol(70%, 1 ¡rin; 80%, 1 mm; 95%, 2 miii

-preparadoscon H
20-DEPC- y 100%, 1 mm), delipidadasen cloroformo durante 5 miii,

rehidratadasen etanol 100%, 1 mm y 95%, 1 miii y secadasatemperaturaambiente.

6.2.3. Hibridación in situ

La concentración de la sonda marcada usada en nuestros experimentos fue

aproximadamentede 2-3-l0~ cpm/seccíón.Dicha concentraciónestáen concordanciaconla

utilizada por otro autoresquehan estudiadola expresiónde genesopiáceosen el cerebro

(Roseny cols., 1992; Hurd y Herkenham1992; Hammery cols., 1993).
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El díadela hibridación, la sondaradioactivafue descongeladay añadidaal tampónde

hibridaciónquepara20 ‘nl contiene:

- Formamidadesionizada50 % (y/y)

- 4 ml citrato sádicosalino (SSO)4X: Preparadodiluyendo SSC 20X cinco veces.SSC

20 X se preparadiluyendo 175,3 g NaCí y 88,2 g de citrato trisódico (Fluka, Sigma,

Madrid> en 800 ‘nl de aguaOBPO. Se ajustaa pl-fr7 y se completacon aguaOBPO

hasta11.

- 4 ml Denhardfs 50 >C (siendola concentraciónfinal 1 >Z; Sigma, Madrid>:

Contiene0,2 g flcoll, 0,2 g albúminabovinay 0,2 g polivinilpirrolidona.

- 1 ml de una solución de AON de espermade salmón 10 mg/mi, siendo la

concentraciónfinal 500 pg/nil (BoebrungerMannheim, Barcelona).

- 100 »l de ARN1 delevadura,siendola concentraciónfinal de 250 ¡tg/m1.

- Dextransulfato 10 0/o (y/y) (Sigma,Madrid).

Estamezclafue aplicadasobreel tejido enunvolumende50 >41, cubriéndoseconuna

sección equivalente de parafilm manipulado en condiciones estériles. Las seccionesse

colocaronen unacarcasahumidificaday se incubarona3700durante 16-20horas.

El proceso de hibridación tiene lugar a una temperaturaaproximadamente200C

inferior ala temperaturadefusión. Nuestraexperienciaesquela incubacióna3700 produce

unos excelentesresultadoscontodaslas sondasutilizadas.

6.2.4.Postbibridación

Trasla incubación,el parafllm seretiró lavandoindividualmentelosportasenSSO lx

a temperaturaambiente. Las seccionessecolocaron en unacubetade tinción con SSC lX

(precalentadoa5500)y fueronlavadasdurante 15 mm. La cubetase introdujo enun bañode

aguaconoscilacióna55~C. Esteprocedimientoserepitió 4 veces,cambiandolassoluciónde

SSO IX cadavez.Traslos lavadosaalta temperatura,lanseccionesselavarondosvecesen
SSC lx durante30 miii, unavez en aguadestiladay se secaronal aire.

6.2.5. Autorradiografia

Todos los procedimientos autorradiográficosfueron llevados a cabo en un cuarto

oscuro con filtros de seguridadde luz roja para obtenerclaridad de fondo óptima en los

autorradiogramas.

Los portaobjetos completamente secossecolocaron en casetesde autorradiograflay

seexpusieron a una pelicula autorradiográfica (Kodak BioMax MR-l, Amersham, Madrid>.

Los tiemposde exposiciónfueron determinadosexperimentalmenteparacadageny

cadaregión del estudio resultandoser diferentesparacadacaso(tabla 18).

El reveladodelas peiculasautorradiográficasfue llevadoacabodeforma manual.Los

autorradiogrannasse incubaron 1 ¡rin en revelador Kodak GBX a 2000, lavados en agua

destilada durante 30 seg y tratados con fijador Kodak GBX a 2000 durante 5 mm.
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Posteriormentese lavaronde forma continuaen aguadegrifo y sesecaronal aire.

TABLA IB

Tiempos de exposición de Las películas dependiendodel gen y La región deestudio

[GenJ

exposición

Uilolec Tiempo de

cRr NPV 7 días

P~NK 14EV

NVM

7 cijas

3 días

POMC Lóbulo anterior

(Hipófisis)

Lóbulo intermedio

(Hipófisis~

6 horas

1 hora

7. Determinación de serotonina en distintas regionescerebrales

7.1. Preparación dcl tejido

El tejido sepreparódelamismaforma descritaenel apartado6.1:Se realizaroncortes

cerebralesde600pm deespesorde lassiguientesregionescerebrales:ACO, ARC, NSQ y NPV

en un criostato, siguiendoel atlasde Paxinosy Watson,aunatemperaturade~1000 (figura

la).

Los núcleosmencionadosanteriormentesedíseccionaronsiguiendounamodificación

del métodode Palkovits(Palkovits, 1973)descritopor Lookinglandy Moore (1984). Paraello

se hizo incidir perpendicularmente sobrelos cortescongeladossobrehielo secouna aguja de

0,5 aun de diámetro quehabíasido enfriadapreviamenteen hielo seco, de maneraquese

obtuvo unapequeñamuestradetejido quequedóen el interior deltubo (figura 19). Mediante

la inserción de un alambreen su interior, se extrajeron las muestrasde tejido, que se

colocaronen 100 gí (ACC) y 50 pI (ARC, NSQ y NPV) de unasolución tampón HPLC (fosfato

sódicod.libásico(Sigma,Madrid) 7,1 g (0,05 M), ácidocítrico (Sigma, Madrid) 6,5 g (0,03M) en

11 deagua1IPLC pH =2,75conteniendo15% demetanol),y se guardarona -200C hastasu

análisis.

7.2. Medida de serotonina por cromatografía líquida de alta resolución <HPLC)

El díadel ensayosecentrifugaronlasmuestrasa 10.000rpm, 30 segyposteriormente

sesonicaronentressesionesconsecutivasde5 segcadauna,aunapotenciade30W (Sonics,
Vibracelí, EstadosUnidos). Se extrajo el sobrenadantetras 2 miii de centrifugación y se

completóe] volumen a 100 pl en el casodelACOya 70 pl en el casodelARC, NSQ y NPV. A

continuaciónse inyectó unvolumende cadamuestraenun cromatógrafo(modeloSbimazdu
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SIL-lOA, refrigeradoa30C) con detectorcolumétrico electroquímicoESA ColouchemII. La

fasemóvil utilizadaconsistió enunasolución tampón(fosfatosódicodibásico(Sigma, Madrid)

7,1 g (0,05 M), ácido cítrico (Sigma, Madrid) 6,5 g (0,03M), Na
2EDTA 0,1 mM (Sigma), octil

sulfato sódico(Sigma) 0,0400/,en 11 de aguaHPLC pH =2,75 conteniendo25%de metanol).
Parala separaciónde las catecolaininase indolaxn.inasse utilizó una precolumnay una

columnaCia nucleosil (Scharlau,Madrid).

FIGURA 19
récnlcade mi.crodisecciónde n&leoscerebrales

(a)

Li

¾

(afRo/ounalupa, y ,n.anteniendoeltejido congeladosobrehielo seco,sesujetala agujaenángulooblicuo
y secolocasupuntasobreel núcleocerebralquese xi adisecclonar.(b) Cuandolapuntadela aguja
estásobrelaregiónadecuada,sepresionasobreel tejidoverticalmenteparaobtenerelnúcleo.(c)Aspecto
quepresentanlos seccionescerebralesdespuésde¡a disección.

Parala medidadel contenido5-HT de lasmuestrassecomparóla altura de los picos

obtenidostrasinyectarla muestraconla alturadelos picoscorrespondientesalasmuestras

estándarsegúnlo descrito por Chapin y cols. (1986) y Lindley y cols. (1990). Paraello se

prepararonestándaresde concentraciónconocida(500pg/S0 pl) de 5-HIAA, 5-HT, OOPAC,

DAy NA (Sigma,Madrid): Sepreparaunasolucióndecadaestándarde 1 mg/ml quesediluye

1’ -;

(b) (c)
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500veces(100 ng/SO pl). Parallegar ala concentraciónfinal de 500 pg/50 pl, sediluyen 50

jil de la última dilución de cadaestándaren 9,75 ml de tampón I-IPLC.

7.3. Medida del contenido de proteína en los núcleos cerebrales diseccionados

La proteína se midió siguiendo el método descrito por Lowry y cols. (1951). Se

añadieron100 pl deNaOH 114 alasmuestrasy sesonicaronala máximapotenciahastaque

el tejido quedótotalmentehomogenizado.A continuación seañadióacadatubo 1 ml de una

soluciónde Na,2003(20g/l; Sigma, Madrid) ¡CuSO., (10g/l; Sigma,Madrid) ¡Tartrato NaK(20

g/l; Sigma,Madrid> enunaproporción 100:1:1- Al cabode 10 min seañadió100pl del reactivo

de Folin (Sigma, Madrid) diluido ala mitad, mezclándolotodo por agitación.Transcurridosal

menos30 min seprocedióala medidade la absorbanciaenun espectrofotómetroa700 nM.

Los resultados obtenidos por HPLC en cadamuestra se compararoncon la absorbancia

obtenida,quesedeterminóextrapolandolos valoresde absorbanciaobtenidosenunacurva

estándardediferentesconcentracionesdealbúminaséricabovina(50 pg/ 10 pl, 25 pg/ 10 pl

y 12,5pg/l0 pl; Sigma, Madrid). Los datosfinales se expresaronen ng/mg proteina.

8. Análisis estadístico de losresultados

Las posibles diferencias entre los distintos grupos experimentalesse analizaron

estadisticamentemedianteun programade ordenador(SigmaStatparaWindows, versión 1.0,

1992-1994)

Lasdiferenciasentredosgruposse analizaronmedianteel testde t-Student.

Las diferencias entre más de dos grupos se estudiaron empleando el análisis de

varianza (ANOVA) de una via (cuando existíaun sólo tratamiento) o de dos vías (cuando

exístian dos tratamientos), seguido por el test de Newman-Keulsen el casode observar

diferenciassignificativas entrelos grupos.
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L Acción reguladora de GRP sobre el eje hipotálamo-
hipófisis-adrenal

ESTUDIOS 11< VITRO

Comosedescribeenlaintroducción delpresentetrabajo,existenestudiospreliminares

sobreelefectodeGRPenla liberacióndeACTH y corticosterona/cortisolendistintosanimales

de experimentacióny en humanos(Knigge y cols., 1987; Sandery Thomas, 1991; Olseny

cois., 1992). Sin embargo,estosautoresno profundizan en algunosaspectos,comoson las
dosisy los tiemposalos queGRPejercesu efecto>asícomoel mecanismodeaccióny el lugar

exactodel eje UHA sobreel queGRP puedeejercersu acción,y su función en la regulación

de estashormonasen situación basaly de estrés.Porello, y comoprimer pasoparallegara

un mejorconocimientodelpapeldeGRP enla regulacióndeleje HHA, seestudió el efectode

distintas dosisdeesteneuropéptidosobrela liberaciónde ACTH y corticosteronaa los tres

mvelesdeleje, en distintaspreparacionesdehipotálamo,hipófisis y adrenal.Posteriormente

se han realizado dos tipos de estudios en estas mismas preparaciones,encaminadosa

investigar la posible función fisiológica de GRP y la mediación de su receptor sobre la

liberación de ACTH y corticosterona.Porúltimo, y con el fin dedeterminarsi la liberación de

ACTH inducidapor GRPanivel hipofisarioesdependientedecalcio, sehaestudiadoelefecto

dedistintasconcentracionesdeGRPsobrela liberacióndeestahormonatanto encondiciones

fisiológicas(concentracióndecalcio extracelular 1,5 mM) comoen concentracionesbajasde

calcio extracelular (200 nM).

1. Efecto de GRP sobre la liberación de ACTH y corticosterona, en explantes de

hipotálamo e hipófisis, hipófisis y adrenal

Comosemuestraenla figura la, GRPprovocadefonnadosisdependientela secreclon

deCRF bioactivo enhipotálamosaislados,esdecir, la liberación de CREse estimamidiendo

el ACTH liberado apartir deexplantesdehipófisis incubadosenelmedio en quehabiansido

mcubadoslos hipotálamos.Asimismo, estepéptido es capazde aumentarla liberación de

ACTHy corticosteronaenexplantesdehipóflsisyadrenal(figura 1 hy c~. Mientrasqueanivel

hipotaláinico fueron necesariasconcentracionesrelativamentebajasde GRPparaproducir

esteefecto (1 y 10 nM), aniveihipofisario y adrenalse requirieronconcentracionesmásaltas

(100y 1000nM), encontrándosequeel efectomáximo de GRPsobrela liberación deACTH y

corticosteronaa estosniveles seproduceconla concentraciónde 100 nM.
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FIg.1: Estudio dads-respaesta del efecto de GRP sobre la secreción de ACTH y

corjicosterona en explantes de hipotálamo e hipófisis, hipófisis s’ adrenal. a) tos

hipotálamosseincubaroncondistintos concentracionesdeCE?; la LiberacióndeCRE seestimé
midiendolas concentracionesdeACTÍ-!enescplantesdehipófisis incubadosconelmedioenel que

habían sidopreviamenteincubadoslos hipotálamos.Loscuartosdehipófisis (b) y los cuartosde
oflrenal (o) se incubaroncondistintas concentracionesdeGE?. Las columnasrepmsentanlos

mechas y los ~ineas serticoles 1 ERAl. de los concentracionesde CRE bioactivo, ACTH y

cofticosteronaobtenidasa partir de 5-7 determinacionespor grupo.
* valoresdel grupo tratadoconGE?quesonsignificativamented~ferenles(pcO,05) conrespectoal

grupo contra! (ANOVA de una víaseguidodel test de StudentNewman Keuls).

Liberación basal hipatalámica:6~ 5±0,5ng/ml CREbioactivo/rng tejido húmedo;liberaciónbasal

hipofisaria 5,0±0,4ngImlACTl-i/mg tejido húmeda;liberación basalad renal: a7±0,Sng/rnl
co>ticostemna/mgtejido lvi medo.

a b c
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50 o: 50
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O

o C 0 0
O lO 1001000 0 10 1001000

(Leu>’-w-CH>NH-Leu”) bombesína (nM)

flg.2~ Estudio dosis-respuestadel efectodel antagonistadel receptorde GRP (Ieu”-wp-
CIb-NH.Lsu’

4) bombesinasobre la secreción deACTH y corttcostnona en explantes de

hipotálamo e hipófisis, hipófisis y adrenal. a)Las hipotálasnosse incubaroncondistintas

concentracionesde(Leu>’-.p-Cf-LNM-Leu’4)bombes-ina;laliberacióndeCREseestimómidiendolas

concentracionesdeACTHen esplantesdehipófisis incubadosconel medioenelquehabíansido

incubadoslos hipotólamosLoscuartos dehipófisis (b) y los cuartosde adrenal (c) seincubaron

condistintasconcentracionesde(Len’ ~-q+CI-I
2M-l-Leu’

4)bo,nbesina.Lascolumnasrepresentanlas

medias y las lineas verticales 1 ERAI. de las concentracionesde CRE bioactivo, ACTH y
co,ticosleronaobtenidasapartirde 5-8 determinacionespor grupo (ANCA/A deuna vio).

Liberaciónbasal hipotalámica:7,6±1, 1 ng/ml CEE bioactivo/mgtejido húmedo;liberaciónbasal
bipofisariaz 2,8 ±0,2 ng/ml ACTI-f/mgtejida húmedo;liberación basaladrunal: 3,3 ±0, 1 ng/ml
coflicostemnalmgtejido húmedo.

0 101001000
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flg. 3: Estudio delefectodel antagonista delreceptor deGRP(Leu’3.w-CILNItLect’) bombesina

sobre la sec,tción de AC’TH y corilcosterona inducida por GP>’ en expiantesde hipotólcano e

hipó~i~ hipófisis y adrenal. (a) Loshipotálamosse incubaronconGE? (100nM) o CRE(100 nM) y
(Leu’-op-CI-LNH-Leu’9bombesina(100nP!» la liberaciónde CEEseestimómidiendolas concentraciones

deAcEHenes-plantescJe h4riJisis incubadosconel medioenelquehabíansido incubadoslos hipotólwnos

Loscuartos de hipófisis (b) y los cuartos deadrenal (c) seincubaronconGE?(100nM)o CRE(100nM) y

(Leu”-rp-CI-IíAH-Leu’9 bombesina(100nfl4 Lascolumnasrepresentanlas ,nediasy las lineasverticales 1
EF M de las concrnt,ucionesde CRE bioacticc, ACTH y corticostemnaobtenidasa partir de 58

detenninadonespor gnipo. * valoresdel grupo tratado con CREque son signfficativamentediferentes
(Pc0,05)con respecto al grupo control y al grupa tratado cal CRE y (Leu’-y-CJ-LIVI-I-Leu’4)borabesina

(ANOVA deuna vía seguidodel testdeStssdentNewmanKeulsf

Liberación basal hipotalámico: 5,5 ±0,8 ng/ml CRE bioactivo/,ng tcjido húmedo; liberación basal

hipoJisaria: 3,6 ±0,5 ng/ml ACFH/nig tejido húmedo; liberación basal adrenal: 3,1±0,6 ng/ml
corticosterona/mgtejida húmedo.

2. Efecto delantagonistadel receptor deGRP (Leu’3-w-CH
2NH-Lcu’

4) bombesinasobrela

liberaciónbasaleinducidaporGRPdeACTH y corticosteronaenexplantesdehipotálamo

e hipófisis, hipófisis y adrenal

La adición al medio de cultivo delpotentey selectivoantagonistadel receptordeGRP

(Leu’3-tp-CH
2NH-Leu’~) bombesina(Severiy cols., 1989) no tuvo efecto sobre la liberación

basal de CRE bioactivo, ACTH y corticosterona en hipotálamo, hipófisis y adrenal

respectivamente(figura 2 a-e). Sin embargo,cuandoesteantagonista,aunaconcentraciónde

100 nM, se añadió al medio de cultivo conjuntamentecon GRP (100 nM), sí bloqueó

completamenteel efecto estimuladorde GRPsobre la liberación de CRE bioactivo, ACTH y

corticosterona,en hipotálamo,hipófisis y adrenalrespectivamente(figura 3 a-e).

-1 29-



Resultados

3. Estudio de la implicación de calcio extracelular en ci efecto estimulador de GRP
sobre la liberación de ACTH en disociadosde adenohipófisis

En lafigura 4 se muestrael efecto queproducela reducciónde calcio extracelular

en el mediode cultivo sobrela liberación de ACTH inducidapor GRP.En un medio conalta

concentraciónde calcio (1,5 nM), GRP eleva de forma dosis-dependientela secreciónde

ACTH, siendo esta liberación máxima con una concentraciónde 100 nM. Sin embargo,

cuandolaconcentracióndecalcio en el mediose reducea200nM, GRPno produceningún

efecto sobrela secreciónde ACTH.

400 — - Medio con Ca
2~ 1.5 mM

— ~- Medio con Ca 2+ 200 nM

<u
3001

‘u 1
o A
o 4
4,o- 2001
a> ¡

100 {~-c ~F- —¾

O

0 1 10 100 1000

<RP (nM>

flg. 4: Estudio de la dependenciadel calcio sobrela liberación deACl’Hindr,cida por <WP en

disociadoscelularesdeadenohipóJlsis. Tras cuatrodios encultivo, las célulasseincubaronconGE?

(1, 10, IOOy 1000 nM)enunmedioconalta (1, 5mM) o conbaja concentracióndecalcio (200nM) durante

30 mía. Los resultados mostradosrepresentanlos mediasy las líneas verticales 1 E.E.M de dos
expe,imentashechospor cuodh¡,licado. * valores del grupo tratado can GE? en un mediocon alta

concentracióndecaldoquesonsign~ficahvcanentediferentes(P<0,05) respectoa sugrupo control (ANOVA
deuna víaseguidodel testde StvdentNew,nnnKeuls);#valoresdel grupo tratadoconGE?enun medio

conalta concentracióndecalcioquesonsignificativamentediferentes(P<0,001)respectoal grupotratado

conGE?enun medioconbajaconcentracióndecaldo(testt-Studentj Lametodologíade lapreporacton

delos disociadosseexponeenel capitulo dematerialesy métodos.

Liberaciónbasal:21,2±1, Spmol/lACTÍ-!en medioconalta concentracióndecalcio; 19,5±¿3, Spmol/l
ACTH enmediocon baja concentracióndecalcio.

ESTUDIOS IN VIVO

Enestasegundapartede estudiosseha llevadoacabolacaracterizacióndelasdosis

y los tiemposalos queGRPestimulala secreciónplasmáticade ACTH y corticosteronaitt

vivo. Asimismo, se ha determinadosi GRP ejerce esteefectoa nivel central o periférico.
Además,y deforma complementariaalos estudiositt vitra, sehaevaluadola posible función

fisiológica de GRPsobrela liberación de ambashormonas Porúltimo, y para llegar aun

mejor conocimientodel mecanismopor el cual esteneuropéptidoactivael eje HHA, seha
estudiadola implicación del receptor de GRPy de CRF sobre la secreciónplasmáticade

ACTH y corticosteronainducidaporGRP,utilizándoseparaello dosantagonistasde ambos
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receptores,(Leu’3-w-CH
2NH-Leu’

4) bombesina(Severiy cols., 1989)y u-helical (9-41) CRE

(Rivier y cols., 1984b).

1. Efecto de GRP sobre la secreción plasmática de ACTH y corticosterona

II. Dosis-respuesta

Como semuestraen lafigura5 ay b, laadministración icv deGRP(1-100ng/rata)

30 mm antes de la toma de sangre produjo un aumento dosis-dependienteen las

concentracionesplasmáticasde ambashormonas-El mayorefectoseproduceconla dosis

de 100ng, queelevalasconcentracionesplasmáticasdeACTH y corticosterona4 y 14 veces

respectivamente.
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flg.5: Estudio dosis-respuestadel efecto de la administración intracerebroventricular e

intravenosa deGil>’ sobrela secreciónplasmática deACTHycorticosterona en ratas macho.
(~ b) Las ratas fueron inyectadoscon GE?(1, 10 y 100 ng/ratcg 5 pl/rata; isv) o su vehículosalino (5
pl! rata; icvf (c, d) Las ralasseinyectaronconlas mismasdosisde CRFosuvehículosalino (200pl/rata;

iv). Losanimalessedecapitaron30 mm despuésde la administración.Lascolumnasrepresentanlasmedias

gías lineas verticales 1 LEAl, de las concentracionesdeACTflycorttosteronaollenidasapartirde 5-7

ratas. * valoresdel gngx’ tratado conGE?que son significativamentedferentes(peoOS)con respectoal
gn>poevutml (A NOVA deuna vía seguidadel les!deEtudeníATeu.nanRevls»
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Experimentoshechosen nuestro laboratorio revelanquedosismayores (1 g) no
producen aumentosmayoresquela dosisde 100 ng. Por el contrario, la administraciónde

las mismasdosisde GRP porvía iv no poseeningún efecto sobrela secreciónde ACTH y

corticosterona(figura 5 cy cl»

12. Curso temporal

El potenteefecto estúnulatoriodeGRPsobrela secreciónde ACTH y corticosterona

seconfirma enesteestudiodecursotemporal(figura 6 ay b). La administraciónicv de GRP

(100 ng/rata)produjo un aumentode la secrecióndeACTH y corticosteronaalos 30 miii.

Esteefectosemantuvodurante30 miii más,disminuyendoabs 120muy retornandoasus

respectivosniveles basales240 mm despuésde la inyección.

a h

420 - ~ vehículo 300

—. CRP<lOO ng/rata) *1!=
360

...240 1

300 -~

o,

h240 7> ‘u
180

180 - * ~l20 ¡
120 t> Yt ¡060 1
60 >~ , O 4

I~2¡1 .
0 30 60 120 240 0 3060 120 240

mm después de la inyección de GRP (lOO ng/rata)

flg. 5: curso temporal del efecto de GRP sobre la secreción plasmática de ACTH y

corticostn’ona en ratas macho. La tomadesangreserealizó a travésdeuncateterimplantadoen la
venayugular antes(tiempocero), 30, 60, 120y 240 mm despuésde la inyeccióndeGE?(100ng/ratcg

5¡il/ rata; icv) o desu vehículosalino (5~sl/rata; icvj Los resultadosrepresentanlas mediasy las lineas

vert,aales 1 ERA!. de las cancentraciatesdeACFH(a) ycoñicosterona(15) obtenidasapsrtirde 5-7 ratas.
* valoresdelgrupa tratadoconCREquesonsignjl cviivamentediferentes(peO,05) enrelaciónas-urespectivo

control (testt-Student»# valaresdelgrupo tratadaconGRP, 39 mm despuésdesu adminisb-aciá-toyeson
siguicativcanentediferentescon respecto al grupo trotado con CR?, 120 y 240 mía daspaésde su
administración(ANOVA deuna víaseguidodeltestdeSIudení-NeumnanKeuls).

2. Efecto del antagonista del receptor de GRP (Leu13-w-CH
2NH-Leu

14)bombesinasobre

la secreción plasmática de ACTH y corticosterona tanto basal como inducida por GRP

2.1. Dosis respuesta

La administración icv del antagonistadel receptorde GRP (Leu’3-ip-CH>NH-Leu”)

bombesina(10-1000ng/rata) 30 mm antesde la tomade sangreno produjo ningún efecto

sobrela secreciónde ACTH y corticosteronaen plasma(figura 7a y 15).
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Flg.7: Estadio dosis-respuestadelefecto delantagonista delreceptor de RP(Leu’3.q>CII.MI-

Len”> bombesinasobrela secreciónplasmática deAcrffycorticosterona en ratas macho. Las
ratas seinyectaroncon (Leu’%,v-Ci-LIVH-Leu’4)bombesina(10, 100ng y lpg/rata; 5/JI/rata; icv) o su

vehículosalinofSpl/ rol cgicv)ysedecapitaronio mm después.Lascolumnasrepresentanlas medias
y las líneosverticales 1 FSM. delas concentracionesdeACTI-I (a) y carticosterana(15) obtenidasa partir

de 5-6 ratas (ANOVAdeuna vía)
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flg.8: Estudio del efecto del antagonista delreceptor de GRP(Leu”.w-ClLNH-Leu~) bombesina

sobre la secreciónpla.smñficr. deACTHy crnticosterona inducidapor GP>’ en ratas macho. Las

ratasseinwctaron conGP?(10 ng/rata;5/JI/rata; kw) ti/o (feu’t<pC1-I
1Nl-I~Leu’

4)bccrtbesina(1 /Jg/ rata; 5

/Jl/tata; icv)pcr separadoo mesclados, ensu caso,en la mismasolución, ysedeaipitaIon 30 mis después

FI grupo control recibió unaingecióndevehículosalino(5¡i1/rata; icv) 30 mm antesde la decapitación.Las

columnasrepresentanlas mediasy las líneas verticales 1 E&M delas concenhucionesde ACTH(a) y

corticosterona (b) obtenidas a partir de 5-9 ratas. * valores del grupo tratado con CRE oye san

sbnjicatiramentedferentes(pco,0S)con respectoal grupo cait rol (ANOVA dedos víasseguidodeltestde
StudentNeunnanFev1sf
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2.2. Bloqueodel afectaproducido por GRP

Como se muestra en la figura 8 a y b, la administración icv del antagonistadel

receptorde GRP(Leu’’-y-CH>NH-Leu”)bombesina <1 pg/rata)de formaconjuntacon GRP,

30 mm antes de la toma de sangre, bloqucó el aumento de la secreciónde ACTH y
corticosteronaproducido por GRP.

3. Efecto del antagonista del receptor de CRF’ «-helical (9-41> CRF sobre la secreción

plasmática de ACTH y corticosterona tanto basal como inducida por GRP

31. Dosis-respuesta

El péptido a-hetical<9-411 CRÍ? hasido descritocomoun antagonistacompetitivodel

receptor de CRF (Rivier y cols., 19Mb) que también muestraactividadagonistaparcial a

dosisaltas.Paraestablecersi,enlascondicionesexperimentalesempleadas,estecompuesto

poseíaactividadagónicaparcialsobrelasecrecióndeACTH y corticosterona,seadministró

vía icv adosisde 1, 3 y 10 gg/rata, 20 min antesde la toma de sangre,no encontrándose

ningún efecto sobrela secreciónde ambashormonas (figura 9 ci y 15).
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lo

O ~~1.
0 1 3 10 0

a-helical (9-41) CRF (i~g/ rata)

ng.
9: Estudio dosis-respuestadd efecto del antagonista del receptor de CRFa-helical(9-41)

CHI’ sobre la secreciónplasmática de ACTH y cortioosterona en ratas macho. Las rolas se

inyectaroncona-heltal(9-41)CRF(1, .3 y 10ny/rata, 5/JI/rata; Icv) 05V vehículosalino(Síil/rato,-icv)y se

decapitaron20 mm después.Lascolummnsrepresentanlas mediasy los líneas verticales 1 EF.M de las
concentracionesde ACTH(a) y corticosterona(b) obtenidasa partir de& 10 ratas (ANOVA deuna vía)

3.2. Bloqueo del efecto producida por GRP

Como muestrala figura 10 ay 15, la administraciónicv de a-helical (9-41) CRÍ? (10

¡¡g/rata) 20 mm antesde la administración de 01W bloqucó el efectoestimuladorde este

neuropéptidosobrela secreciónde ACTH y corticosterona.

3 10
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Flg.1O: Estadio del efecto del antagonista del receptor de CHI’ «-heIi cnt (941) ClIP soire la

secndón p lasnMica deACTE! ycorticoste,~nainducida por O>?? en ratas ,ncrho. Lasratasse
inyectaroncona-l-elical (9-41)CRF(lOpg/rola;Spl/rata; ico) osu vehículosalino (5pl/rata; icv)20 mm

antesdeloadministmdóndeGPP¿’IOng’mta;Siaí/rato.;tv)asuvehículosalmo(Spl/rota;ia’). lo sangre

troncal se recogió 30 mm despuésde la segundainyección.FI grupo control recibó dos inyeccionesde

vehículosalino(Sg//rata; icvI, 50ySOmm antesdelo. decxzipitación.Lascolumnosrepresentanlas medias
y las lineasverticales 1 EXAl. de las concentracionesdeACFH(a) y corticosterona(15) obtenidasa partir de
5-6 ratas, valoresdel grapo tratado con GP?quesonsign>Jlcatiusmentediferentes(peQOS)con respecto

al grupo control (ANOVA dedasvías seguidodel testdeStudentNetananKeuls).

II. Acción reguladora de GRP sobre el eje hipotálamo-
hipófisis-adrenal en situación de estrés

Unavez determinadastanto la víade administración,comolasdosis, los tiemposy

el mecanismode acción por el cual GRPactiva el eje HHA, y tras no haberseencontrado

evidencias de su participación en la regulación tónica de la secreción de ACTH y

corticosteronaen condicionesbasales,se decidió estudiar la posible función fisiológicade

esteneuropéptidoy de su receptordurantela activacióndeleje HHA enprocesosde estrés.

El estudio seha llevado acabodeforma comparativaconCRE,el activadormáspotentedel

eje 1-IRA conocidola fecha. Paraello sehan utilizado los antagonistasde los receptoresde

ambosneuropéptidosmencionadosanteriormente.

1. Efecto del antagonista del receptor de CRF u-helical (9-41)CRF sobrela secreción de

ACTH y corticosterona producida tras estréspor restricción de movimientos

El estréspor restricción de movimientosproduceun granaumentode la secreción

plasmáticade ACTI-{ y corticosterona(16 vecesen amboscasos).La administración icv del

antagonistade CREa-helical (9-41) CRE(10 ¡ig/rata), 35 mm antesde la decapitación,no

tuvo efectosobrela secrecióndeACTH y corticosteronaplasmáticaen condicionesbasales,
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de acuerdocon lo observadoanteriormente.Sin embargo,cuandolas ratasestresadasse

inyectaron lcv con a-helical (9-41) CRE, 20 min antes de ser sometidasa estrés,este

antagonistaatenuéel efecto estimuladordel estréspor restricciónde movimientossobrela

secreciónde ACTH ~ y corticosterona(42%;figura 11 ay b).

a ti

500 ¡~‘ Vehiculo 400
Estres

400- * E *
-~ 300
e
‘o300- *4!= c
oa 1 ‘-200 *4!=

¡ 4,x u,
1— 200 o
O —

100 1
100 -

CC O o AJÁ —-O ~ -— -Control a-heical <9-41) Control a-hel¡cal (9-41)

CRE (10 pglrata) CRE (10 lo/rata)

flg.11: Estudio del efecto del antagonista del receptorde CHI’ a-heliozl (941) CHE solre la

secreción plctsmnótica de ACTH y cortlcosfrmna producida tras estrés por restricción de

movimientosen ratas macho. Losratas seinyectaroncona-helical(941) 0FF(lOpg/rata; Sp//rata;ico)

o su vehículosalino (5 pl/rato. ico) 20 mirr antesdeser sometidasa 15 ‘nin deestréspor ,rstriarión de

morsm,entos.La sangretroncal se recogió al final de la sesióndeestrás.Las columnasrepresentanlas

mediasglas líneas verticales 1 FFM. delas concentracionesdeACTH(o.)ycorticostei-ona(15) obtenidasa
partirde 5-7ratas. * valoresdel grupo sometidoa est-ésydel gruposometidoa estrésytratadocona-helicol

(9-41)0FFquesonsigniJtalívamentediferentes(peQOS)conrespectoalgrupo controlyalgn>potratadocon

a-helical (9-41) 0FF. 44 valoresdel grupo sometidoa estrésy tratado cona-haUcal (9-41) 0FF que son

sfraficatiramentediferentescon respectoal grupo sometidoa estrés(ANOVA dedasciasseguidodeltest
deStudentNeumnanReu1sf

2. Efecto del antagonista del receptor de GRP, (Leu’3-w-CH
2NH-Leu’

4) boinhesina, sobre

la secreción de ACTH y corticosterona producida tras estrés por restricción de

movimientos

Al igual queenla figura 11, el estrésporrestriccióndemovimientosproduceungran

aumento de la secreción plasmática de ACTH y corticosterona (25 y 17 veces

respectivamente;figura 12 ay 15). La administraciónicv delantagonistadel receptordeGRP

(Leu”-w-CH
2NH-Leu”) bombesina (1 ng/rata) no modificó la secreciónplasmática deACTh

y corticosterona en condiciones basales,de acuerdocon lo observadoanteriormente.Sin

embargo,la administraciónde esteantagonista30 mm antesde sometera los animalesa

15 mm de estréspor restricción de movimientos, atenuóde formamuy marcadael efecto

estimulatorio del estréssobrela liberación deAC’FH (52%) y corticosterona(43%).
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Fig.12: Estudio del efectodel antagonistadel receptor deGR.?(Lewt’-w-C&MI-Leu” > hontesina

sohn la seaedónplasnriflca deACTHy corti costeronapmducidairas estréspor restricción de

ninul intentos en ruta. macho.Las ratasseinyectaroncon(Leu”-ip-CI-LNH-Leu’4)bombesina(1 /Jg/ratc4
5 pl/rata; icv)o su vehíailo salino (5 pl/rato.; icv) -130 mm antesdesersometidasa 15 mm de estr#spor

restricción de movimientos.Lo sangretroncal se recogió al final de la sesión de estrés.Las columnas

representanlasraedias y las líneasverticales 1 FE.M delasconcent-acionesdeAC’TH(a) y corticasterona

(15) obtenidasapartir de5-8 ratas. ~valoresdelgripo sometidaa estr~ y del grupo sanetídoa estrésy

tratadocon (Leu 3-rpCPLPJH-Leu’4)bombesinaoyeson signífico.lÁurnentediferentes(pco,05)conrespecto

al gripo control gal grupotratado con(Leu”-ytCI{NI-LLa¿ 4) Ix»nbesina. 44 valaresdel grupo sometidoa

estrésytratadocon(Leu’¾p-CUsPJH-Leu’4)bombesinoquesonsúruficotiramentediferentesconrespectoal
grupo sometidoa estrés(ANOVA dedos víasseguidodel testdeStudentNeu non Keuts)-

HL Regulación de la actividad serotoninérgica del
núcleo paraventricular del hipotálamo por GRP

Como se describeen la introducción de la presentetesis, los cuerpos celulares

serotoninérgicosdelasneuronasdelnúcleocaudaldel rafe(B4-B9) seproyectan,entreotras

estructuras cerebrales,haciael NPV. Dadala importanciadela 5-HT enlaregulacióndeleje

1-11-LA, el objetivo dela tercerapartede estetrabajoha sido caracterizarel papeldeGRPsobre

la actividadserotoninérgicadel NPV, tanto ensituación basalcomode estrés,asícomo los

mecanismosimplicados en dicho efecto, y evaluar ademássi los cambios hormonales

descritosenlaprimerapartede estecapituloderesultadosserelacionanconmodificaciones

en la actividad serotoninérgicaen estenúcleo hipotalámico. Como indice de la actividad

serotoninérgica se han medido las concentracionesde ácido 5-HIAA, principal metabolito

de la 5-NT.
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1. Efecto de GRP sobrela actividad serotoninérgica en distintos núcleoscerebrales

Con el fin deexplorar laposible implicación deGRPen la regulacióndc la actividad

neuronalserotoninérgica,el primer estudiodentrode estegrupo de experimentosconsistió
en determinarel efecto queproduce la administraciónicv de ORPsobrelos niveles de 5-

1-IIAA en diferentesnúcleoscerebrales,algunossin relación con la funcionalidad del eje

Hl-LA, como el ACC, y otros relacionadoscon la activaciónde dicho eje y la presenciade

innaunorreactividady/o receptoresde GRP,comoel NSQ, el ARC y el NPV delhipotálamo.

Como se muestra en la figura 13, GRP (1 -100 ng/rata), administrado30 ¡rin antesde

decapitaralas ratas,aumentade forma dosis-dependientelas concentracionesde 5-HIAA

en el NPV a las dosis de 10 y 100 ng (35 y 32% respectivamente),mientras que las

concentracionesde 5-NT permanecenconstantes.Aunqueno semuestraen la tabla,dosis

mayores(1 pg) no producenningún efecto sobrela actividadserotoninérgica.Al contrario

de lo que ocurreen el NP’!, la administración icv de GRE no modifica las concentraciones
de 5-HIAA en el ACC ni en otros núcleoshipotalámicos,comoel ARC y el NSQ.

REGIÓN CEREBRAL Control 1 ng lOng 100ng

n. o.ccztrabees- 5-HLAA

5-HT

6,8±0,6

12,9±1,2

7,1*0,6

12,5±2,2

7,6±0,7

10,6±1,2

7,2.±O,6

9,2±0,7

n. arqueado. 5-HIAA

5-HT

6,6±0,8

9,9±1,1

6,5±0,5

9,7±0,7

5,6±0,4

7,9±0,7

5,1±0,6

9,0±1,3

n. supraquiasmatico 5-HIAA

5-HT

7,1±05

9,2±0,6

8,1±08

8,2±0,6

8,7±0,7

8,2±1,0

8,5±0,5

11,0±0,9

nparaventriaulor 5-HIAA 8,9±0,7 10,3±0,4 12,1±1,1’ 11,8±0,7

5-HT 151±1,9 12,1±1,0 14,9±2,1 13,4±1,5

Fig.13: Estudio delefectode la administración lcv deaRrsobrelasconceniracionesdeS-HL4A
y 5-HT enel núcleoaccuntbensgen Vosnúcleosarqueado,supraquíasntúflcoyjparauentwicular

del hipotála,no enratas macho.LasratasfueroninyectadasconGP)’ (1, lOgí OOng/ratcg5/JI/rata,

icv) o su vehículo salino (5 pl/ralo. icvj Los animales se decapitaron 30 mirí despuésde lo.

administración.Los resultadasrepresentanlas medias±1 E FM. de las concentracionesde S-LHAA y

5-f-IT obtenidoso partir de tejidosprocedentesde5-8 rotas. * valoresdelgrupo tratadoconGP)’queson

skgrufia,titrzmentediferentes(pcO,05)con respectoal grupo control (ANOVA deuna vía seguidodeltestde
StudentNew,nanKwls).
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2. Efecto del antagonistadel receptorde GRP (Leu’tw~CH2NH~Leu’
4?boznbesina sobre

la activación serotoninérgica producida por GRP o por estrés en el núcleo

paraventricular

21. Dosis respuesta

Con el objetivo de evaluar si GRP regula de forma tónica la actividad neuronal

serotoninérgicaenel NPV, seestudióel efectoqueproducela administracióndcl antagonista

del receptorde GP?(Leu‘3-ip-CI-I
2NH-Leu 14) bombesinasobrelas concentracionesde 5-

HIAA en el NPV. La administración icv de estecompuesto(10,100y 1000 ng/rata), 30 mm
antes de decapitar las ratas, no modificó la actividad neuronal serotoninérgicadel NPV

(figura 1-4).

2.2. Bloqueodel efectoproducidopor GRP

Paradetenninarsi el aumentoqueGP?producesobrela actividad serotoninérgica

en el NP’! estámediadoselectivamentea travésde su receptor,se evaluó el efecto que

producela administraciónicv conjuntade GRPy delantagonistade su receptor (Leu’
3-w-

CH
2NH-Leu’

4)bombesina(1 pg/rata), sobrelasconcentracionesde5—l-IIAA enel NP’!. Como

semuestraenla figura 15, la administracióndel antagonistadel receptorde GP?deforma

conjuntaconGRP,30 min antesde decapitaralasratas,bloqueaelaumentodela actividad

serotoninérgicaproducido por GE?en el NP’!.
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O
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0L1
(Leu

1’-y-CI-1
2NH-Leu’

4) bombesiria

Fig.14: Estudio del efecto del

antagonista del receptor de GP?
(Lec¿qJJI.Laa’) bombesina
sobre l« actividad serotoninérgica

en el núcleo paraventricular del
hipotálamo en ratas macho. Los
ratosseinyectaroncon(Leu”-~pCHyiVl-f-

Leu”) bombesina (10, 100 ng y 1

pgl rato.; 5 pl/ralcg ica) o su vehículo

salino (Spl/rata;icv)ysedecapitaron30

mindespués.Lascolumnasrepresentan

las medias y las lineas verticales 1

E.F.M delasconcentrocionesdes-1-IIAA

obtenidasa partir detejidosprocedentes
de 6-8 ratas (ANOVA deuna vía,>.
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e
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o
a
o,

o,
e

CC
CC

‘A,

1000

-139-



Resultados

20

‘o R rata)
-~ 16
o,
o
o.
o, 12 *

—
o,

- la8 ¡ ] ru
CC U -
CC a4 -—

~L It -~
14Control (Leu

13 -¡p-CH
2NH-Leu

bombes¡na <1 lJglrata)

Fig.15: Estudio delefectodelantagonista delreceptorde GR.>’(Lat’-wp.CIh MI-LaV) bontbesina

sobrela actiticlad semtordnérgiai Inducidapor <IR>’ enel núcleoparcwentricu lar delhlpotálaitm

en ratas macho. Lasratas sefriyectarort co.riG&P(10 ng/rata;Syl/nz±ta;izo) y/ó (Leu’ty~CJ~LM~LL&
4)

hombesina(1pg/rata; 5p1/mtcgicv)por separadoomezcladosen la mismasoluciónyse decupitaron-30

mm después.U grupi control rerihó una inyección de vehírulo salino (5 pl/rata; icv) .30 mm antesde

decapitar.Lascolumnasrepresentanlas mediasylas líneas verticales1 FEM delas oi,ncaitradonesde
5-I-IIAA obtenidasa partir detejdospmcedmtesde5-8 ratas. * valoresdelgrupo tratadoconCI??queSan

s~nJjlwtiwmentediferentesLo «0,05)conrespectoal grupo control (ANO VA dos víasseguidadel test de
SiudeníNervmanKevls).

3. Efecto del antagonista del receptor de CRF «-helical (9-41) CRE sobre la activación

serotoninérgica producida por GRP o por estrás en el núcleo paraventricular

En 1987, Lipositsy cols. encontraronqueenel NP’!, los terminalesserotoninérgicos
forman sinapsis con neuronas CRFérgicas, lo que sugiere que el sistema central

serononinérgico puede contribuir a regular la funcionalidad del eje HHA actuando

directamentesobreneuronasdel NP’! en lasquesesintetizaCRE. Por todo ello,y dadoque

CREjuegaun papel fundamentalen la activacióndel eje HHA y en procesosdeestrés,el

objetivo delos estudiosque acontinuaciónse describenha sido explorarel efecto de CRE

sobrela actividad serotoninérgicaen el NP’!, tanto en situación basalcomo de estrés,así

como evaluar la posible mediación del receptor de CRE en el aumento de la actividad

serotoninérgicainducidapor GRP -

3.1. Dosis-respuesta

La administraciónicv del antagonistadel receptorde CREa-helical (9-41) CRE(1, 3

y 10 pg/rata), 30 mmantesdedecapitaralasratas,no modificó la actividadserotoninérgica

del NP’! (figura 16).
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a-hel¡cal (9-41p CRE (~jg/rata)

flg.1
6: Estudio del efecto del

antagonista del receptor deCRF a-

helical (9-41) CRF soire la acta-iidad
serotoninérglac en el núcleo

pamventrtcular del hipotálamo en

ratas macho. Las ratas se inyectaron

con a-helicol (9-41) CRE (1, 3 y 10

pglrata; 5 pl/rata; icv) o su vehículo
salina(54/rata; me)y sedecapitaron20

mm después.Lascclumnasrepresentan
las mediasylo.slíneasverticaleslE-EM.

de las concentraciones de S-l-ffAA

obtenidasapwtir detejdosprocedentes

de5-6 ratas (ANOVA deuna vía).
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Fig.1 7: Estudio del efecto del antagonista del receptor de GR.>’ a-he&ad (9.41) CRE’ sofre la

actividad sentoninérglca Inducida frns esfréspor resirictión de movintentos en el núcleo

parrwent-vtculardel hipotálanm enrotas macho.Lasratas seintpctaroncona-l-riical (9-41)CRE(10

pg/ rata; 5pMtnta icv) osu vehículosalino(Spl/rata;icv)2ominantesdesersometidasaunasesiónde
15 mm deestrésporrestriccióndemovimientos,y sedecapitaronal finalizarla sesióndeestrés.El grupo

control recibíí5una inyecciá-i dea-helical (941) CRF(lOpg/rrstcgSpl/rata icoto de su vehículosalino (5
4/ rata;icv), 35 mm antesdederiaptar,Lascolumnasrepresentanlasmediasylas líneasverticales1 EE.M

delas concejilradonesde5-l-IIAA obtenidasapartir detejidosprocedentasde6-8 ratas. <valoresdelgrupo
sanetidoa estiósquesansign~ficatiuamentediferentes(pcO,05)wnrespeataalgrupo control(AA~OVAdedos

víasseguidodel testde SiudereNewmanKeulsj
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3.2. Bloqueodel efectoproducidopor estrés

Como se observaen la figura 17, el estréspor restricción de movimientos elevade

forma marcadala actividad serotoninérgicaen el NP’! (35%). Al igual queseobservaen la

figura 16, laadininistración icv del antagonistadel receptordeCREa-heical (9-41) CRE (10

gg/rata), 35 mm antesde decapitaralas ratas,no modifica las concentracionesde 5-HIAA

en el NP’! en situación basal;sin embargo,la administraciónde esteantagonista,20 min

antesdesometerabs animalesa 15 mm deestrésporrestriccióndemovimientos,bloquea

el aumentodela actividadserotoninérgicaen el NP’! inducido porestrés.

3.3. Bloqueo del efectoproducidopor GRP

Al contrario de lo observadotras la estimulaciónde la activación serotoninérgica

debidaaun estimulo estresante,la administraciónicv delantagonistadel receptordeCRE

a-helical (9-41) CRE(10 gg/rata)20 minutos antesdelaadniinistracióndeGRE, no bloquca

el efectoestimuladordeesteneuropéptidosobrela actividadserotoninérgicadelNP’! (figura

18).

20 Vehículo

ORE (lO ng/rata>
c
S 15o
0. ¡ * *
el -

-~ 10±
el -

-E- -<

CRE (10 Hg/rata)

Fig.1S: Estudio del e,frto del antagonista del receptor de CRE’ a-hefical <941> CRE’ sobre la

actft’idad sen,tonln&gla¿ inducidaporGRPevielnúcVeoparaz.’entricular del hipotálamoenrotas
macho, las ratasseinyectaroncona-helical (941)CRF (10p~/rata; 5 p1/ ratz izo) o su vehiculosalina(5

/11/rata; icv) 20 ,nin antesde Va administracióndeGP)’ (10ng/rata; 5p1/ratoj icq o su vehículosalino (5
¡¡1/rata; ico» Lasratassedecapitaran30 mm despuésdela segundainyección.FI grupocantal redbil das

inyeceksnesdevehículosalino (5/JI/rata; izo), SOy ominantesdedecapitar.Lascolwnnasrepresentanlos

medúsy las lineas verticales1 E.KM. de las concentracionesde5I-IIAA oUeriidasapo.rtirdetejtlosde5-8

ratas. * valoresdci gnqo tratado con GP)’ y a-helicaI<9-4 1) CREy del grupo tratado cori GP)’ que sor’

s igusficatirarnentediferentes<0<0,05/cotí respectoalgrupo controlyal grupotratadocona-bel/cal(941)CRE
(ANOVA dedosvíasseguidodel testdeSWdentNeurnonKeuls).
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4. Efecto del antagonista del receptor de GE? (Leu’3-w-CH
2NH-Len’

4> bombesina sobre

la activación serotoninérgica en el núcleo paraventricular producida por estrés

De acuerdoconlo observadoenla figura 17, el estrésporrestriccióndemovimientos

aumentadeforma considerablelasconcentracionesde5-l-IIAA en el NP’! (34%;figura 19>.

Dadoquela administraciónkv de GRPtambiénincrementalaactividadserotoninérgicadel

NP’!, el objetivo delpresenteexperimentoconsistióen evaluarsi GRPregulala actividadde

estasneuronasen situación de estrés.Como se observaen la figura 19, la administración

delantagonistadel receptorde GRP(Leu’3-w-CH
2NH-Leu”) bombesina(1 Mg/rata),45 min

antes de decapitara las ratas, no modificó la actividad serotoninérgica en el NP’! en

situaciónbasal.Sin embargo,laadministracióndeesteantagonista30 mm antesdesometer

a los animales a un periodo de 15 mm de estrésbloquea el aumento de la actividad

serotoninérgicaen el NP’! producido por estrés.

20

<o
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-— 16
4,

o
o,
~ 12

e,
Ea
CC
CC

u,

efecto Control (Leul
3-~g-CH

2NH-Leu
14)bombesina<1 ~tglrata>Ftg.19: Estudio del antagonista delreceptordeGP?(Leu’<kuj.CWMI.Led4>bon,besina

sobre la actividad serotoninérgica inducida tras estráspor restricción de nwMmientos en ei

núcleopararentrt calardel hlpotálanmcenratas macho.Lasratasseinyectaroncon(Leu’3-q&FLM-b
Len”) bombesina(1 ¡sg/rata;5pl/rata,- La/osu vehículosalino (Spl/rata;icv)SOrnínantesdesersometidas
a estéspor restúccióndemovímizntosdurante15 mi,,, y sedecapitaronalfinalizar la sesióndeestés.FI

grupocontrA redbii una inyecri¿n de(Leu’<’-ip-CHsiVI-f-Leu!’) bomMsina(1 /Jg/ratc4Sp1/tcttalcv)o desu

vehículosalino(5¡sl/rata; ico), 45minantesdedecapúar.Lascolumnasrepresentanlasmedñsylas lineas

verticales 1 FSM. de lasconcentradonesde5-I-IIAA obtenidasa ¡nrtirde tejidosprocedentesde 5-7ratas.
* valoresdelgrupo sometidoa estrésqueson sign~ficativa~nentediferentes<0<0,05) conrespoctoal grupo

cantal (ANOVAdedas das seguidodel testdeStudentNeu.’manKeuLs).
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IV. Regulación de la expresión génica de neuropéptidos
por GRP

Como sehadescritoenla introducciónde la presentetesis, la activacióndel ejeH HA

queproducentanto distintoscompuestos(5-nT, DA, cannabinoides),comola aplicaciónde

un estimulo estresante,modifica la expresióngénicade neuropéptidosimplicados en la

síntesisy liberacióndeACTH, comoCREo POMC.Asimismo, la expresióngénicade PENK,

precursor de los péptidos opioides Ieu—encefalinay met-encefalina, implicados en la

regulaciónde respuestasdetipo emocionalatravésde distintas estructuraslimbicasy en

laregulaciónde factoreshipotalámicosde liberación hormonal,aumentatras la aplicación

de un estimulo estresante.

Portodo ello, el objetivo de estaúltima secciónde experimentosha consistido en

estudiarla regulaciónde la expresióngénica de CRE, POMCy PENK trasla activacióndel

eje HHA queproducelaadministraciónicv deGRP,asícomola evolucióndedichaexpresión

a lo largo del tiempo. La medida de los precursoresde estos péptidos se ha realizado

mediante la técnica de histoquimica de hibridación itt situ, en distintas regiones
hipotalámicas e hipofisarias, lugaresdonde dichos neuropéptidosse expresanen alta

proporción. Los resultados obtenidos sobre la expresióngénicade CRE, PENK y POMC

quedanclaramentereflejados por las diferenciasexistentesen su casoentre los grupos

tratadosconvehiculo y conGRP.

1. Efecto de GRP sobrela expresióngénicade CRF en el núcleo paraventricular

Comosemuestraenlafigvra 20, la administraciónicvdeGRP(100ng/rata)aumenta
la expresióngénicade CREen el NP’!. Los nivelesdeARNm deCREpermanecieronestables

15,30y 60 mm traslaadministracióndeGRPyse incrementaronenun 25%alos 120mm,
retornandoalos niveles basalesal cabode 4 h.
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FIQ. 20: Curso temporal del efecto de GE» sobre la expresión génica de CRE en el núcleo

paraventricular del hipotálamo en ratas macho. Las ratas freron inyectadascon GE)’ (100
ng/rata; 5 íd/rata; ¿c.tj y sedecapitaron 15, 30, 60, 120 y 240 ruin despuésde laadrninistración. El

grupo control recibió una inyecciónde vehículosalino (Ejil/rata; icv) y se decapitó2 h después.Los

resultadosrepresentanlas medias y las líneas verticales 1 EF.M de los niveles de APIVm de CORP

obtenidos apartir de5-8 ratas- * mxzlorasdelgrupo tratadoconGP)’ quesonsignijicativomnented<ferentes
(p<O,OS)con respectoal grupo control (ANOVA deunavíaseguidodel testdeStudentNewmanKeuls).La
barra representa1 mm.

2. Efecto de GRP sobre la expresión génica de PENK en el núcleo paraventricular y

núcleo ventromedial

La administraciónicv de GRP(100ng/rata)no modificó los niveles deARNm ni en

el NP’! (figura 21) yni en el N’!M (figura 22) aninguno de los tiemposestudiados.
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Ftp. 21: Curso temporal del efecto de GP? sobre la expresión pánica de PEPJK en e! núcleo

paraventricular del hipotálamo en ratas macho. Las ratas frieron inyectadas con GP)’ (100

ng/rata; 5 jil/rata; icv)y se decapitaron15, 30, 60, 120 y 240 mm despuésde la administración,El
grupo control recibió una inyección de vehículosalino (5pMrata; ico) y se decopitó2 ir después.Los
resultados representanlas mediasy las lineas verticales 1 SRM. de los nivelesdeAPNmde PENK

obtenidosapartir de5-8 ratas (ANOVA deuna vía). La barra representa1 mm.
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Fig. 22: Curso temporal de! efecto de GRP sobre la expresión ghzlca de PENK en el núcleo

ventromedia!del hipotálamo enratasmacho.Las ratasftteroninyectadasconGRP(100 ng/rata;
5¡,l/ rata; iev)ysedecapitaron15, 30, 60, 120y240mm despuésdelaadministración.FI grupocentral
recibió una inyecciónde vehículo salino (54/rata; icv) y se decapitó2 ir después.Los resultados
representanlas mediasy las lineasverticales1 SRM.delos nivelesdeARNmdePRNKobtenidosa
partir de 6-8ratas (ANOVA deunavta,). La burra representa1 mm,
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3. Efecto de GRP sobre la expresión génica de POMC en el lóbulo anteñor eintermedio

de la hipófisis

-3.1. Lóbulo anterior

Comosemuestraenlafigura 23, laadministraciónicv deGRP(100ng/rata)aumenta

la expresióngénicade POMC en el lóbulo anterior de la hipófisis. Los niveles de ARNm

aumentan progresivamentehasta alcanzar su punto máximo a los 60 mm (82%),
manteniéndoseelevadosdurante60 mm más(60%). Cuatrohorasdespuésdela inyección

de GRP,los niveles de ARNm de POMC se aproximanya alos valoresbasales.
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Fly. 23: Curso temporal del efecto de GRP sobrela expresion genica de PQMC en el lóbulo

anterior de la hipófisis en ratas macho. Las ratasfueron inyectadascon GP)’ (100ng/rata; 5
¡¡1/rata; icv) ysedecapitaron15, 30, 60, 120y240mm despuésde laodmini.stración.FI grupocontrol
recibió una inyecciónde vehículo salino (5/11/rata; icv) y se decapitó2 h después.Los resultados
representanlas mediasy las líneas verticales1 S.R.Mdelos nivelesdeARNmdePOMCobtenidosa
partir de5-8ralas. * valaresdelgrupo tratadoconGP)’quesonszgn

1ficatwarnentedi/e-entes(peO,OS)con
respatoal grupoconirol (ANOVA deunaolaseguidodeltestde&udentNewmanKodls).La barrarepresenta
1 mm.
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3.2. Lóbulo intermedio

Migual queen lóbulo anterior, GRPelevala expresióngénicade POMC en el lóbulo

intermediodelahipófisis. Laadministraciónicv deGRP(100ng/rata)incrementalosniveles

de ARNm de POMC a los 30 mm (63%), alcanzándoseel máximo 60 mín despuésde la

inyecciónde GRP(86%).Sesentamindespués,los nivelesdeARNm comienzana disminuir
hasta alcanzarprácticamente el nivel basal 4 h despuésde la administración de este

neuropéptido.
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flg. 24: Curso temporal del efecto de GRP sobrela expresión gánica de POMC en el lóbulo

Intermedio de la hipófisis en ratas macho. Las ratasfueroninyectadascon GPP(100ng/rata; 5
pl/rata; icv)ysedecapitaron15,30,60, 120y240mm despuésde (aociministraciónEI grupacontrol
recibió una inyecciónde vehículo salino (SíU/rata,- icv) y se decapité2 ir después.Los resultados
representanlas mediasy las lineas verticales1 BLM. delos nivelesdeAPNrndePOMCobtenidosa

partir de5-8ratas. * valoresdel grupotratadoconGP)’quesonsignftativamentedi/e-entes(p<O,0S)con
resp«toalgrupocontrol (ANOVA deunaviaseguidodeltestdeStudentNewmanKeáls).La barrarepresenta
1 mm.
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1. Acción reguladora de GRP sobre el eje hipotálamo-
hipófisis-adrenal

ESTUDIOS IN V’ITRO

Como se detalla en la introducción del presentetrabajo, tanto GRP como sus

receptoresde encuentran ampliamente distribuidos a lo largo del SNC, pero su mayor

densidadselocalizaene1hipotálamo(Moodyy cols., 1981; Ladenheimy cols., 1992).Además,

existe inmunorreactividad y receptoresde GRP en la hipófisis (Houben y Denef, 199la;

Houbeny cols., 1994)asícomoen la línea celularsecretoradeGR y PRL GH4C, (Westendorf
y Schonbrunn, 1983). Por otra parte, en la médula adrenal bovina se ha encontrado

inmunorreactividada GRP(Lemairey cols., 1986),aunquehastala fechano existenestudios

sobre la presenciade receptores.La distribución anatómicatanto de IR-Cid’ como de sus

receptores,asícomosu función en la regulacióndela secreciónde CH y PRL (Kentroti y Mc

Cann, 1985; Kentroti y cols., 1988ay b; Manzanaresy cols., 1991; Kentroti y cols., 1996)

sugierequeestepéptido puedeintervenir en la regulacióndela secreciónhormonaldel eje

HHA.

Por ello, la primeraparte deestetrabajoha estadoencaminadaainvestigarel efecto

de GRPsobre la secreciónde ACTH y corticosteronay adeterminara quénivel del eje se

ejerce este efecto, utilizando para ello un tipo de bioensayo descrito en la literatura y

experimentadoya parael casode otros agentesactivossobreel eje NRA (Scacianoccey cois.,

1989, 1990, 1993).

Los resultadosdelos estudiositt vitro aquípresentadossugierenqueCid’, al menos

farmacológicamentehablando,activael eje HHA actuandosobrelos tresnivelesdeleje:enel

hipotálamo, estimulando la liberación de CRE bloactivo; en la hipófisis, aumentando la

secreciónde ACTI-1, y en la glándulaadrenal,estimulando la liberación decorticosterona.

Como se detallaen el capitulo de resultadosde la presentetesis, GRP aumentala

secrecióndeCRF bioactivoaconcentracionesmuy bajas(1 y 10 nM). £1 hechodequeGRPsea

capaz de estimular esta liberación a concentracionestan bajas, mientras que a nivel

hipófisario y adrenalseannecesariasconcentracionesmayores(100-1000nM) paraproducir

liberación de ACTH y corticosteronasugierequeel hipotálamo puedepresentarunamayor

sensibilidadala estimulaciónpor GRPquelahipófisis o laglándulaadrenal.Por otraparte,

CRE podríaliberar CREy/o A’!F, apartir del hipotálamo,ya que: 1) Se ha observadoquela

administraciónicv deanticuerposanti-CRFy anti-A’!P atenúaelaumentodeACTH plasmático

inducidoporGRP(Olsenycols., 1992). 2) Comoyasehadescritoenel capituloderesultados,
la administración icv del antagonistadel receptorde CRE «-helical (9-41) CRE es capazde

bloquearcompletamenteel aumentode ACTH y corticosteronaplasmáticainducido tras la

administración icv de Cid’; y 3) En otros estudios se ha comprobado que este nxisnxo

antagonistaatenúadistintosefectosendocrinos(aumentodeACTH, adrenalina,NA y glucosa

enplasma)y comportamentailesinducidosporelpéptidoanálogoaGRPbombesina(supresión

de la ingestade alimentosy aumentodel comportamientode acicalamiento;MeraJiy cols.,
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1994).

Los aumentos que produce 01W sobre la secreciónde CRE bioactivo, ACTH y

corticosteronaparecenestar mediado a través de su receptor en hipotálamo, hipófisis y

adrenal,ya quela adición del potentey selectivo antagonistadel receptorde GRP(Leu’3-y-

CI-1
2N1-1-Leu’

4) búmbesina(Severíy cols., 1989) al medio de cultivo escapazde bloquearel

efecto de este neuropéptido sobre la secreción de estas hormonas. Sin embargo, este

antagonista,porsi mismo,no modificala secrecióndeCREbioactivo, ACTH y corticosterona,

hechoquesugierequeel Cid’ endógenopresenteenhipotálamo, hipófisisy adrenalno estaría

regulandodeforma tónicala liberaciónde estashormonas.

Asimismo, el bloqueo que produce el antagonistadel receptor de CRE sobre la

secreciónde CRE bioactivo, ACTH y corticosterona sugiere una acción directa de este

neuropéptido sobre receptoresde CRE presentesen hipotálamo, hipófisis y adrenal. De

acuerdoconestahipótesis,sehanencontradositios de unión paraCRFyARNm quecodifica

parael receptorde ORE tanto en hipotálamo (Moody y cols., 1988; Battey y cols., 1991;
Ladenheimy cols., 1992> comoen hipófisis (Houbeny cols., 1993y 1994).Aunqueno existen

estudiosdondese describala presenciade receptorespara CRE en la glándulaadrenal, el

hechodequeCREestimulela liberacióndecorticosteronaactuandodirectamenteaestenivel,

y queun antagonistadel receptardc CRE seacapazde bloquearesteefecto sonresultados

quesugierenla presenciadereceptoresde CRE en estaglándula.

Estosestudiosdemuestranpor tanto cómoCREescapazde estimular la liberaciónde

ACTH actuandotanto sobreel hipotálamo, corno sobre la hipófisis, lo que sugierequeCRE

podría coruportarsecomo un secretagogode ACTH, al igual que el propio CRE. Algunos

secretagogosdeACTH, comoCRE,COK, AVE, oxitocinay angiotensina11, liberanACTl-l anivel

de la adenohipófisisdeforma calcio dependiente(Reisiney cols,, 1986; Abou-Samray cois.,

1987;Wony cols., 1990ayb). El hechodequela liberación de ACTI-I inducidapor GRE tenga

lugar según un proceso calcio-dependiente,como se ha demostradoen disociadosde

adenohipófisis,confirma estahipótesisy apuntaala existenciade un procesode exocitosis

por el cualCRE escapazde liberar ACTH.

Enresumen,los resultadosobtenidosatravésdelos experimentositt uit-o demuestran

laparticipaciónde CREen la regulacióndela secrecióndeACTI-1 y corticosteronayapuntan

al posible papelsecretagogodeCRE sobrela secreciónde ambashormonas.

ESTUDIOS JN ViVO

LamarcadaestimulacióndelasconcentracionesplasmáticasdeACTE queseproduce

tras la administración kv de ORE estáde acuerdocon estudiosanteriores(Olseny cois,,

1992). Sin embargo, aún se desconociantanto el efecto de CRE sobre la secreciónde

corticosteronacomo la duración delefecto deORE sobrela secreciónplasmáticade ambas

hormonas,asícomocualeseranlos receptoresatravésdelos cualesseproducíadichoefecto,

En el presentetrabajo hemos observadocómo CRP produceuna elevación de ACTI-l y

corticosteronaplasmáticatrasadministraciónicv, perono trasadministracióniv. El hechode
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que CRP no modifique la secreción plasmáticade ambashormonas tras administración

periférica sugiere que la acción estimuladora de este neuropéptido sobre la secreción

hormonal del eje HHA ocurre principalmente a nivel del SNC. Este resultado confirma la

hipótesissugeridaen la primera partede estecapitulo, esdecir, que la secrecióndeACTH

producida por CRE in vitro estámediadaprincipalmentea nivel hipotalámico. No obstante,
diferencias en factores farmacocinéticosy metabólicos (dosis, degradaciónde CRE por

peptidasasen sangrey liquido cerebroespinal,pasode CREdesdela sangrehaciala hipófisis)

pueden explicar las discrepancias entre los distintos efectos encontrados tras la

administraciónde CRE por vía icv e iv.

El potente efecto observadode CRE sobre la secreción plasmática de ACTH y

corticosteronaseconfirmaenelestudiotiempo-respuesta,hechoquesugierequeestepéptído

podriaser funcionalmenterelevanteen la regulaciónde la secreciónhormonal del eje HHA.

Sin embargo,laadministraciónicvdelantagonistadelreceptordeCRE(Leu’3-w-CH
2NH-Leu’

1)

bombesinano modifica la secrecióndeACTH y corticosterona,hechoqueestádeacuerdocon

lo observadoin vitro e indicaqueel CREendógenopresenteanivel cerebralno estáregulando

de forma tónicala secreciónde ambashormonas.Porel contrarío, la administraciónkv de

esteantagonistabloqueaporcompletoel aumentodela secreciónde ACTH y corticosterona

inducido por CRP, lo queindica queestaacciónse producea travésdel receptordeCRE.

El presente trabajo sugiere ademásla posible contribución de CRF en el efecto

estimuladorde CRE sobrela secreciónde ACTI-I y corticosterona.Así, el antagonistadeCRF

«-helical (9-41) CRF(Riviery cols., 1984b)bloqucala secrecióndeambashormonasproducida

por CRE, hecho queestáde acuerdocon otros estudios(Merali y cols., 1994). Dado quelos

cuerpos celulares de las neuronas CRFérgicas que regulan la secreción de ACTH se

encuentranlocalizadosprincipalmenteenla regiónparvocelulardelNPV (Moodyy cols.,1981;

Eiekut y cols., 1986)y quelos dosneuropéptidoscolocalizanenestaregiónhipotalámica,es

probable que CRE estimule la secreciónde ACTH y corticosteronaelevandola actividad

CRFérgicaen este núcleo. Además, se ha demostradotambién que en la EM ovina, los
péptidosanálogosaBBS colocalizanconneuronasCRFérgicas(Giraudy cols., 1987a)y que

tambiénpotencianla liberación deACTI-I producidaporCRF en célulasde hipófisis anterior

ovinay derata (Au y cols., 1997; Hale y cols., 1984). Por otraparte, Kent y cols. (1997)han

demostradorecientementequela administración icv de BES produceuna rápidaliberación

deCRFenla EM. Todasestasobservacionesplanteanla hipótesisdequeel aumentodeACTI-l

y corticosteronaproducido por CRE pudieradebersea un aumentoen la liberación de CRF

enla EM, o ala activaciónde CRF en el NEV.

En resumen, los resultadosdiscutidos en este apartadosugierenque CRE elevala

secrecióndeACTH y corticosteronaen plasmaactuandosobresusreceptoresanivel central,
y queno obstante,los ligandosendógenosdel receptorde CREno parecenregular deforma

tónicala secrecióndeambashormonas.Esteefectode CREestámediadotambiénatravésde

laactivacióncentraldelsistemadeCRF endógeno.Todoello sugierelaposiblefuncióndeCRE
como un secretagogode ACTH, actuandoa través de la liberación de CRF. Además,y, en

concordanciaconestudiospublicadosrecientemente(Kent y cols., 1998; Meralíy cols., 1998),

estosdatos apuntanhaciala posible implicación de CRE en procesosde estrés.
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II. Regulación del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal por
GRP en situación de estrés

Lasneuronasde la de la división medial parvocelulardel NPV sintetizanCRE, AVP y

otrosneuropéptidos,entre los queseencuentraCRP,y se proyectanhaciala zonaexternade

la EM, donde los péptidos,almacenadosen vesículas,se liberan por exocítosisa la sangre

portal hipofisaria, en respuestaauna situación deestrés.

Son muchoslos trabajospresentesen la literatura en los que se empleandistintos

procedimientospara provocar una situación de estrés. Entre ellos destacael estréspor

restricción de movimientos,el estréspor inhalaciónde éter, el estrésporadministraciónde

hipertónico salino o el estréspor frío (Harbuzy Lightman, 1989a; Harbuzy cols., 1994). La

eleccióndelmodelo de estrésutilizado enlapresentetesissehizo porcausade lasimplicidad

del procedimientoy por ser uno de los másefectivos entrelos utilizados en la literatura, ya

queestemodelo de estréselevade forma muy marcadalas concentracionesplasmáticasde

ACTH y corticosteronaincluso atiempos cortos(15 y 30 mm) tras la aplicacióndel estimulo

estresante(Akanay Dailman, 1992).

CREpareceser el mayor activador del eje Hl-lA conocidohastael momento (Rivier y

Plotsky, 1986). Su administración por via icv reproduce efectos fisiológicos y

comportamentalessimilaresalo quecomoocurreenlos procesosdeestrés(Dunny Berridge,

1990). Los resultadospresentadosen esta tesis corroboran la implicación de CRE en la

secrecióndeACTH y corticosteronainducidaporestetipo de estrés,ya quela administración

previa del antagonistadel receptordeCRE a-helical(9-41) CRE escapazde atenuarde forma

significativa el aumentode ACTH y corticosteronainducido trassometeralosanimalesa 15

mm de estréspor restricciónde movimientos. Esteresultadoestáde acuerdocon estudios

realizadosporotrosautores,enlos quela administracióndeun anticuerpoantí-CREescapaz

de atenuar o bloquear, segúnlos estudios, el aumento de ACTH inducido por diferentes

estimulosestresantes(Rivier y cols., 1982b; Linton y cols,, 1985; Nakaney cols., 1985; Ono

y cols., 1985b). Además,Arnold y cols. describieronen 1992 cómo la administración de a-

helical (9-41) CREpreviamentealaaplicaciónde unestimulo estresanteescapazdeatenuar

el aumentode corticosteronaproducido tras someteralos animalesa 60 mm de estréspor

restricción de movimientos.

Estudiosrecientesrelacionadoscon el efectode CRP sobre la funcionalidad del eje

HHA ya sugierenla posible implicación de esteneuropéptidoenprocesosde estrés.Es bien

sabidoqueestimulosde tipo aversivomodifican los nivelesy el recambiodeCREen elnúcleo

centraldela amígdala(Pichy cols., 1995; RodriguezdeEonsecay cols., 1997),regióncerebral

implicadaendistintas respuestasde tipo emocional.Asimismo,y recientemente,Meraliy cols.

(1998) han demostradoque el estrés por restricción de movimientos en rata produceun

aumentomuy rápido de los niveles de péptidosanálogosaBBS y de CREen el núcleo central

de la amigdala.El estréspor restricción de movimientostambiénproducevariacionesen el

contenidodepéptidosanálogosaBBSy deladensidaddel receptor882 en diferentesnúcleos

hipotalámicos(Kenty cols., 1998). Además,lasvariacionesenel contenidode CREy péptidos

análogosaBBS producidasporestrésen distintas regionescerebralesesdiferente segúnse
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utilicen razasderatonessensibleso refractaríasal estrés(Anismany cois., 1998).Todosestos

datossugierenqueCRPpuedeteneruna función primordial enla mediaciónde la respuesta

al estrés,

Como semencionaen el capítuloderesultados,laadministracióndel antagonistadel

receptorde GRP(Leu’’-w-CH2NH-Leu’
4) bombesinano modifica la secreciónplasmáticade

ACTH y corticosteronaen situaciónbasal.Sin embargo,esteantagonistaescapazdereducir,
de forma marcada, el aumento de ACTH y corticosteronaproducido tras someter a los

animalesa estréspor restricción de movimientos. Este resultadoestáde acuerdocon los

estudiosmencionadosanteriormentey sugiere la participación de CRP en la respuesta

neuroendocrinadel estrés.Teniendo en cuenta que los cuerposcelulares que regulan la

secrecióndeACTH estánlocalizadosprincipalmenteenlasneuronasparvocelularesdel NPV,

y queGRPestátambiénpresenteen estenúcleohipotaláinico (Moodyy cols., 1981;Piekut y

cols., 1986),esprobablequeCRÍ’ estimulelasecrecióndeACTI-1 y corticosteronaenrespuesta

a un estimulo estresanteincrementandola actividad CRFérgicaen estenúcleo. De forma

alternativa,CRPpodríaliberar CRFapartir de laEM, de acuerdoconlos datosde Kenty cois.,

(1997), queobservaroncomo la administración icv de BBS escapazde producir de forma

rápidaliberación deCRE apartir dejaEM. Como seha descritoenla presentetesis,el hecho

de queun antagonistade CRE seacapazde bloquearel aumentode ACTH y corticosterona

producido tras la administración icv de CRP,confirma estahipótesis.

III. Regulación de la actividad serotoninérgica del núcleo
paraventricular del hipotálamo por GRP

Las tecnicasde microdisecciónde núcleoscerebralesy postenoranálisis por HPLC

constituyen hoy en día un método de rutina fiable utilizado en muchoslaboratorios. Esta

técnicafue utilizada por primeravez por Pallcovitsen 1973 y desdeentoncessonmuchoslos

autores que la han empleado introduciendo con posterioridad distintas modificaciones

(LookinglandyMoore, 1984; Manzanaresycols.,1991; l-lentschelycols., 1998>.

Mediante el uso de esteprocedimiento,en estetrabajosehan estudiadolos efectos

centralesde GRPsobrela actividad neuronal serotoninérgicaen el NPV, tanto en situación

basal comotrasla aplicación de estrés,y su posible interaccióncon neuronasCkFérgicas.

Paraello, y comoindice deactividad neuronal, seha determinadoel metabolismode 5-1-IT

midiendo 5-HIAA, elprincipal catabolito de5-1-IT. Lasmodificacionesendicho catabolismose

reflejanenvariacionesde5-HIAA, mientrasquelos niveles de5-HT permanecenconstantes,

comoha sido descrito por otros autores(Dunny Kramarcy, 1984).

Distintos estudios han demostrado la implicación de BBS y ORE en la función

dopanúnérgicaen distintas áreascerebrales(Widerlóv y cols., 1984) y en la activaciónde

neuronasdopaminérgicastuberoirifundibularesy tuberobipofisarias<Manzanaresy cols.,

1991; Toneyy CoIs., 1992; Manzanaresy cols., 1994). Sin embargo,seconocíapocosobrela

función que tienen los péptidos análogos a BBS en la regulación de la actividad

serotoninérgica.Liposits y cols. (1987) demostraronque existeuna conexióndirecta entre
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terminales serotoninérgicosprocedentesdel núcleo dorsal y medial del rafe y neuronas

CRFérgicasen el NFV. Este hecho sugierela implicación del sistemaserotoninérgicoen la

regulación de la funcionalidad del eje HHA. De hecho, existen numerosos estudios

bioquímicos y fisiológicos que apuntan hacia la participación del sistema central

serotoninérgicoenlasecreciónhormonaldeleje Hl-LA (Tuomistoy Mánnistó, 1985; Naicagami

y cols., 1986; Calogeroy cols., 1990). Tambiénhay datosqueson indicativos de la posible

asociaciónentre el estrésy el incrementodel metabolismode 5—HT en diferentes regiones

cerebrales(Mitchell y Thomas, 1988; De Sonzay Van Loon 1986; Shimizu y cols., 1989 y

1992; lnoue, 1993; lnouey cols., 1994; Saphiery Welch, 1995).

Los resultadosobtenidosen el presentetrabajodemuestrancómola administración

icv de CRP produceun incrementodosis-dependientedelas concentracionesde 5—I-IIAA en

elNPV, perono enotrasregionescerebralescomosonel ACC o los núcleoshipotáláinicosARC

y NSQ. Por otraparte, las concentracionesde 5-1-IT permanecieronconstantesen todaslas

regionesestudiadas.Teniendoen cuentaquela administraciónde HES induce la activación

de neuronasserotoninérgicasen el núcleodorsal del rafe de la rata (Pinnock y Woodruff,

1991), y que la activación de estas neuronas por estimulación eléctrica aumenta el

metabolismode 5-HTenel NPV (Petersenycols., 1989;SaphieryFeldman,1989), el aumento

de la actividad serotoninérgicaen el NPV observadotras administraciónde CRP podriaser

consecuenciade la estimulaciónprevia de neuronasserotoninérgicasdel núcleodorsal del

rafe inducida por este neuropéptido. Por otra parte, se ha descrito que las neuronas

serotoninérgicasdel NPV intervienenen la respuestaadrenocorticalqueproducendiferentes

estímulosneurales(Feidmany cois., 1987; Fuller, 1992),y quefármacosqueaumentanla

función serotoninérgicaincrementanla liberación de CRE, ACTIl y corticosterona(Fuller,

1992),hechoqueestáde acuerdoconlos resultadospresentados,ya que, comosemenciona

en el capitulo de resultados, CRP aumentade forma marcadala liberación de ACTH y

corticosterona.

SehaobservadoquelaadministracióndelantagonistadeCRP(Leu’3-xp-CH
2NH-Leu’

4)

bombesinano modifica las concentracionesde5-HIAA en el NPV, hecho quesugierequeen

condicionesbasales,el CRPendógenopresenteenel NEW no estáregulandode formatónica

la actividad serotoninérgicaen estenúcleo hipotalámico. Porel contrario, esteantagonista

bloqueael aumentode lasconcentracionesde 5-HIAA inducidopor CRP, lo quesugiereque

esteefecto estámediadoatravésdel receptorde CRE.

Enexperimentosllevadosacabosubsiguientementesecaracterizóla función deCRE

sobrela transmisión seroroninérgicaen situación basaly de estrés,asi comola implicación

de CRE en la acción estimuladorade CRP sobre las neuronasserotoninérgicasdel NPV.

Distintos estudiosneuroquimicoshan demostradoquela administracióntanto icv comoip de

CREincrementa lasconcentracionesde 5-HIAA en la cortezaprefrontal y en el hipotálamo

basal de la rata (Lavicky y Dunn, 1993) y sugieren que en una situación de estrés, la

liberacióndeCRF puedeactivarel sistemaserotoninérgico.Asimismo,en respuestaalestrés,
se ha descrito el aumento del metabolismo de 5-HT en diferentes regionescerebrales,

incluyendo el hipotálamo(Mitchell y Thomas, 1988; De Souzay Van Loon 1986; Shin,izu y

cols., 1989;Shimizu y cols., 1992; ¡noue, 1993; lnouey cols., 1994; Saphiery Welch, 1995).

Los resultadospresentadosen estatesisdemuestranquela administracióndelantagonista
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del receptorde CRE a-helical (9-41) CRE no modificael metabolismode 5-1-IT en el NPV en

condicionesbasales.Asimismo, y de acuerdoconestudiosanteriores,seha observadoqueel

estrés por restricción de movimientos incrementa de forma marcada la actividad

serotoninérgicaenel NIA!, aumentoquese bloqueapor el antagonistadel receptorde CREa-

helical (9-41) CRE. Este hecho demuestraque aunqueCRE no regula de forma tónica la

actividaddeestasneuronasenestaregiónhipotalámicaencondicionesbasales,si lo haceen

procesosde estrés.Por el contrarío, la mismadosisde a-helical (9-41) CREquees capazde

bloquearel efectoestimuladordel estréssobre la actividad serotoninérgicaen el NPV (y de

atenuarel efectodel estréssobrela secrecióndeACTH y corticosterona,como sehadescrito

en el apartado11 de estadiscusión)no escapazde bloquearel aumentodel metabolismode

5-HT inducido por CRÍ’ en el NPV. Estehecho que sugierequeCRP aumentala actividad

serotoninérgicaen el NPV actuandoatravésde su receptor,perono através del receptorde

CRE.

Por último, y para concluir el comentario correspondiente a este bloque de
experimentos,decidimosevaluar,al igual queconCRE, la posible implicación deCRÍ’ en el

aumentodela actividad serotoninérgicaen el NPV tras someteralos animalesaestréspor

restriccióndemovimientos.LaadministracióndelantagonistadeCRÍ’ (Leu’3-tp-CH
2NH-Leu’

4)

bombesinano modificó las concentracionesde5-HIAA en el PVN. Sin embargo,cuandoeste

antagonistaseadininistró antesde someteralos animalesal estrés,bloqueócompletamente

el aumentodela actividadserotoninérgicaenel NPV. Estosdatosindican queaunqueel CRÍ’

endógeno cerebral no interviene en la regulación de las neuronas serotoninérgicasen

condicionesbasales,silo haceen situaciónde estrés.

1V. Regulación de la expresión génica de neuropéptidos
por GRP en situación basal

Los resultadoscorrespondientesaestebloque deexperimentosmuestran,enprimer

lugar,comolaadministracióncentral deCRÍ’ aumentalaexpresióngénicadeCREenel NPV,

región hipotalámicacaracterizadaporpresentaraltos niveles de ARNm de CRE. Estehecho,

unido aresultadosencontradosennuestrolaboratorioy no incluidos en estamemoriasegún

los cualesCRÍ’ aumentalos niveles de ARNm de c-fosen estemismo núcleo, sugierenque

GRP,ademásde producir unaactivaciónneuronalenestaregiónhipotaláinica, intervieneen

la regulacióndejasintesisdeCRE.Porotraparte,existendistintos trabajospublicadosenlos

que se describenaumentosen la expresióngénica de CRE entre 1 y 2 h despuésde la

administraciónde distintosagentesqueproducenactivacióndel ejeHHA, comosonCREo 5-

HT (Parkesy cols., 1993; Kageyamay cols., 1998). Concretamente,la administracióndeCRE

elevala expresión del gen de su precursorpolipeptidico, queaumenta 1 h despuésde su

administracióny retornaalos niveles basalespasados30 y 60 mm (Parkesy cols., 1993).

Además,distintos tipos de estrés(restricciónde movimientos,administracióndehipertónico

salino, estréspor frio o natación;Harbuzy Lightman, 1989a; lmaki y cols., 1992; Harbuzy

cols., 1994)aumentanlaexpresióngénicadeCREen el NPV, 2 y 4 h despuésdesometeralos

animales a los distintos estimulos estresantes.Por lo tanto, los tiempos a los que se
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normalmentese activala expresióngénicade CREestándeacuerdocon los resultadosaquí

obtenidosparaCRÍ’, ya queesteneuropéptidoelevalosnivelesdeARNm de CRE2 h después

de su administración,retornandolos nivelesdelmensajeroalos valoresbasales2 h después.

Por otra parte, el hechode que CRÍ’ eleve los niveles de ARNm de CRE 2 h despuésde su

administración demuestraque existe una correlación considerable entre la secreción
hormonal y el aumento de la expresióngénica de CRE inducida por GRP, ya que este

neuropéptido produce la liberación de ACTH y corticosterona a los 30 mm de su

administración,y cuandoesteincrementodela secreciónhormonalcomienzaadisminuir, 120
mm despuésde su administración, es cuando comienzala sintesis de CRE, el principal

disparadordela secreciónhormonal del eje HHA.

El gende Í’ENK codiuicapara la proteínaprecursorade los péptidosopioidesmet-enk

y leu-enlc,moléculasimplicadasenlaregulaciónderespuestasdetipo emocionaly defactores

hipotalámicos de liberación hormonal. Además, es sabido que la aplicación de estimulos

estresantesagudosaumentalaexpresióngénicade PENK enel NPV (LightmanyYoung, l987a

y 1988), y NVM (Larseny Mau, 1994; García-Garcíay cols., 1998 ay b). Es por ello quelos

efectos que produce el estrés sobre la transcripción del gen de PENK en el NÍ’V son

importantesdesdeel punto de vista dela actividaddel eje HHA, ya queaunqueel contenido

basal del ARNm de Í’ENK que se expresa en las neuronas parvocelularesdel NÍ’V es

generalmenteindetectableo minimo (Lightman y Young, 1987b), en situacionesde estrés

fisico se incrementan de forma muy acusada(Harbu.z y Lightman, 1989a). Estos datos

sugieren que la expresiónde Í’ENK en el hipotálamo puederepresentarun índice de la

respuesta del animal a distintos estimulos estresantes. Por ello, en su momento,

consideramosinteresanteel estudio del efectode CRÍ’ sobrela expresióngénicade PENK en

dosnúcleoshípotálamícos(NPVy NVM) caracterizadosporpresentargranabundanciaeneste

gen. El hechodequeCRÍ’ no modiflque los nivelescíe ARNm de estegenenninguno deestos

dos núcleos,sugierequelos péptidosopioides no intervienenen la activación del eje HHA

producidapor CRÍ’.

Porúltimo, hemosexaminadolos efectosde CRÍ’ sobrelaexpresióngénícade ARNm

de POMC enel lóbulo anterioreintermediode la hipófisis. GRPelevó de formamuy marcada

la expresióngénicade POMC en el lóbulo anterior de la hipófisis, 60 mm despuésde su

administración. 120 min después,los niveles de ARNm de Í’OMC se mantienenelevados,

retomandoalos nivelesbasalesalas2 h. Esteresultadoconcuerdaconlos tiemposqueotros

autoreshan encontradoaumentosenla expresióngénicade POMC. Así, Carcía-Carcíaycols.

(1997) handemostradoaumentosde los nivelesdeARNm de POMC tras 2 mm de estréspor

éter seguidosde 60 mm deestréspor restricción de movimientos,y Autelitanoy cols. (1990)

encontraronquelaadministraciónde CREinduceun rápidoaumentoenla expresióngénica

del transcrito primario de POMC, que permaneceelevado incluso 4 h después de su

administracion en el lóbulo anterior. El hecho de que CRÍ’ eleve los niveles de ARNm de

POMC en el lóbulo anterior entre 1 y 2 h despuésde su administracióndemuestra,al igual

queocurreconla expresióngénicadeCRE,queexisteunagrancorrelaciónentrelasecreción

hormonaly elaumentode la expresióngénicade Í’OMC inducidaporCRÍ’. Deestemodo,CRÍ’

producela liberación de ACTH y corticosteronade susvesículasde almacenamientoalos 30

mm, y cuandoestasecreciónhormonal comienzaadisminuir, entre60 y 120 min despuésde

su administración,es cuandocomienzala síntesisde POMC, precursorde ACTH. Por otra
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parte,el aumentoenla expresióngénicade POMC en el lóbulo intermedioesun hechomás
rápido que el producido en el lóbulo anterior, aunquede la misma magnitud. Esto puede

debersea que existan otros estímulos que regulen conjuntamentecon GRP la expresión

génicade POMC en estelóbulo hipofisario.
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0

1La administración intracerebroventricular de CRÍ’ produce un marcado aumento en

las concentraciones plasmáticas de ACTH y corticosterona. La administración previa

de un antagonista selectivo del receptor de CRÍ’ o del receptor de CRE bloquea dichos

aumentos hormonales. Estos hechos sugieren que Cid’ activando directamente

receptores de CRÍ’ o indirectamente receptores de CRE estimula de manera

significativa la actividad del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal.

20 El factor liberador de gastrina aumenta las concentraciones de ACTI-I y corticosterona

en explantes de hipotálamo y adenohipófisis, adenohipófisis y glándula adrenal, efecto

que es bloqueado por un antagonista del receptor de CRÍ’. Estos resultados

demuestran que CRP aumenta la liberación de ACTH y corticosterona actuando a

todos los niveles del eje hipotálamo-hipófzsis-adrenal por un mecanismo mediado a

través de su receptor.

30 Los estudios llevados a cabo en cultivos primario de adenohipófisis sugieren que el

aumento de ACTH inducido por CRÍ’ es un proceso calcio-dependiente.

40 Los estudios in vivo e itt vitre demuestran que CRÍ’ no parece regular de forma tónica

la liberación de ACTH y corticosterona en condiciones basales. Sin embargo, el hecho

de que la administración de un antagonista de CRÍ’ atenúe el aumento de ACTH y

corticosterona producido tras someter a los animales a estrés por restricción de

movimientos, y que esta atenuación sea comparable a la que produce un antagonista

de CRE, sugiere la posible función de CRÍ’ en la regulación del eje HHA en procesos

de estrés.

50 Los resultados obtenidos en las microdisecciones del núcleo paraventricular del

hipotálamo sugieren que CRÍ’, actuando sobre receptores de CRÍ’ centrales estimula

la actividad serotoninérgica y esta activación es independiente de los receptores de

CRE. Además, CRÍ’ o CRE endógenos parecen estar implicados de formaindependiente

en la regulación del aumento de la actividad serotoninérgica en animales sometidos

a estrés por restricción de movimientos -

60 La administración central de CRÍ’ aumenta la expresión génica de CRE en el núcleo

paraventricular del hipotálamo y de POMC en el lóbulo anterior e intermedio de la

hipófisis. El aumento en la expresión de estos genes directamente relacionados con la

sintesis y/o liberación de ACTH confirma una vez más la importancia de este

neuropéptido en la regulación del eje hipotálamo hipófisis-adrenal.

70 Todos estos resultados en su conjunto apuntan que GRP podría ser un nuevo

secretagogo de ACTIl y corticosterona, y sugiere la eventual aplicación de antagonistas

de CRÍ’ en el tratamiento de patologías relacionadas con determinados tipos de estrés

que cursan con alteraciones del eje HHA como son la ansiedad y/o la depresión.
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Introduction

Gasírin-s-eío-asiogpeplíde(Cid>), a 27-aminoacid pci,—
(ide, Waa maelaled freía poroinc nonanítal patrio aud
intestinallisauc[1] andaubsoqueszllyidcs,iiísodir, liso gas—
tresr,tesí¡nalls-aol asid oonlt¡il nerveusayssesaof sisare—

KJ«RGEP. líaIS. Kaísx, AS;
- ti cq.t,ttt~t’—,tt tít

-Ss lí tía, 5 -5

Role of Corticotropin-Releasing
Hormone in Gastrin-Releasing
Peptide-Mediated Regulation of
Corticotropin and Corticosterone
Secretion in Mate Rats

Abstract
Gaslrio-rcloas¡ngpopíido (<SRI>) exerlaseveralfuoclionawititio (he hypolhal-
asnosand mac be involved ir, lite regulalion of piluilary líos-monosocretion.
Tito pus-pesoel lIsis sludytoas<e isívosí galo liso cenItalcRecíelGERen hypo-
thalamir—pilisilos-v—adronaíaxisoolivil

5’ sí lite mole tal. Isslraoerebrovor,lriru—
lar (¡.rc.> buí nol ir,lravosoua adsttisiitliasioit of <SRI> (1, lO, lOOng/ras)
sioseasedplasmoACT II aoci corIírosloroneroncenls-al jons ¡o a dese—depon-

dorsí manoes-.Tito it igitesídose(lOO og/ral) of GR 1> ¡ocreasedploamaAGILA
and corIicesierene4- and 1 4-bId- roapecí voL- TIt it mercasepeakedal 30—
60 mio alíes-ir.’, injecíion, decreasodgradualleasid returnodte haselinelev-
oIt 240 mio aflor GR 1’ atl osinisí¡al ion. TIte j.c.o - admio ¡al ration of (Leo5
w-CI IzNI-I-Lo.0

4) bombesio,acompetitivoar,dspcrif¡c <SRI> receploranlago-
nial, had no cflf~rí enACTIl asid oes-licores-enesecretion;howeves-,a deseof
¡ pg/ral compleloly bíoekedliso baos-caseof boíit hormonesjoducod¼<SRP
(lO ng) By usinga-helical(9—41)res-liceís-opin-relcasingfacIes-(CRE),a cera-
peislíveaniagonisíof CRE,tIte roleof CREenGER-inducedAGILA andres--
1 coges-enesors-etsootoas also explored. a-Heíical (9—4?) CRE (¡O ¡cg/tal)
bloekedlite morcaseir, ACTI 1 aoci corlmcoslerosíesecrelsenindoced¼GRP
(lO ng) lito resulís obíainod ir, tisis sImia soggealdial CRE oes-casestIte
seovelion el AGILA and corI icores-onoir, sIte plasota¼aolirsg rents-aIIy osí
(SRI> teceplora.aoci thai ondogostoisaGR’ teceplorligaisdado ¡set tenically
regulaloACTI 1 aocicorI icoSlotoneseos-elion - Fuslliorníere, li-seitypotitaíamus—
piiuitarv-ads-cnoi-arlivaiisígelltcísisíducodita CREappeas-lobemedialedal
¡casi ir, pan,¼(7EV

mala[2—4].Admio isíral ion of ORE producesawide valí—
oty of cifrosa ivscluding sljoitilalien of gasírie and pan-
os-calieseos-eljons jo expeuimeníalanimalsandhumans[5,
6]. itapolhorníla [7], sal cisi 81 andregulol ion of hypotha—
Iant¡c aoci hypopíívsial dopamísiergír neurona [9, lO].

i)ospiso ¡Izo isínosion of <SRI> as o psIs-ir Iransswmstet

5,,.”,,>

5,,, txtts t

1,,I
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Iticatod ¡o lite gasírío vagoslos-sainala thaI tegolatcta g;ta—
(río soleasehciixg toelí kgown, jis rolo ja lito central ner—
volss5551001rosfl;Iísss<siheciscos-lamed.

hedí<SRI> ;stitl bosísísesmn(a 14—aminodeisl pO(sli(lo ¡50—

lale(I iota s-sig allis) [II] oosil;sitt (¡sc (‘001 f—íestaísícsl
itopíapojílido tolijolí a lito it¡oístgio;tI/y ¿solivo pos-lien sil
tite peplmdc -Lito disttmlxii meo of GV. ¡‘/ izoni lscsirs—li isepcp—
Idos asid llicís- coepísívalías beco ciosíl jitotí ti sztasiisntsli—
an lísanesscschas lite g;isíroinloslitz;íl (roel [12, 131 aoci
lite conLot

1 oes-venaaysieni [14—16]
Art iiougis (‘tE!> recoplora((3 U P—ps-efos-s-ing vecoplora)

ate tondoly ci ial tibuictí llí reuglionílIso cosil ¡al novoersaaya—
¡col, dic higitesídooaity of receplovalíasbecoideníjísed o
llie Iiypoliiaizsissíss[I?, 18] asid anterior piltsilary 1191.
suggesti ng rs tole of tít 5 0dM ido ir, (lío vegoIal ion el lss’ psi—
tlialaiiimo aoci piltsjlary Iioriíiosío Seovolion. Incicod. ad—
ouioialr:slioo of (ild> inlijitila grosollí liorsaene[21). 211
and ptoíaclir, aocs-cíisísí [22. 23] ir, íl te ¡al, aix? sí ini olaica
ACTH aecs-eíios,¡si tal 124] asid tuco1251 ¡lío atiolsíníjoal
diatrjbutieti of (SRI’ receptoraasidtIte cReusel (iRI’ en
piluitas-y itorísiotio socrolionsuggoalthaI llíja popodesisas’

bevolevaní jo uso~so1rol ollzvpsttlialaniic—pilcsitnrv—adrc—
no! (II PA) axis.

<Sss Síusboso, lite prososilisivoal go/vitI tocía tíesigitosíte
esatuitiellio cliccís sil cctilvctl aoci poriplicral aétiiitijslro—
tietí ef(~Id> osí ACIl 1 asís]cs,vlccsistersíoeSccs-otj(izt ir, lite

tal. Rs’ oatig (¡cts’ ij, (‘I.It—l co’t) itesíiboaiií,a cosiipoli—

Uve atid specdtcfiEl> arslagosiial¡26]. toehayo olsedoler—
mines] soliellíer (ir síel dieseeflectaaro jíedialed ‘ja fiEl>
receplora.aoci ji csídegcíiotss(/1(1’ ugandaícisncolly rego—
Ial c ACJ II os- cOs-i cosIerene Servel (>53. 1 ss acid 1 iOO - 1 ss
ps-ov¡dcsoncoinsiglil tilo lIzo ondes-lo-;sig aceItanjaras ity
‘olí¡clí fiEl’ st imulalca ilie II PA axis,lIso rifen of conítríl
adsaitiisís-oliesiel o—licljcol (9—4/) coviicoís-opizí—roIc;zsísig
factor (CI<tD, ci cótuipol jI ve CRI< arilagoiiial 13<)l. etí
<13 E j>~jis] oecd A( 1 1 aoci ces-Iirs-ostecoito acoreti iii lía~e
beco stcsdicd.

Materjais ansi Methods

PAtito Sptcsgoe—I).iw/ovr:sic ís-cigtz;iíg 2s5sl—25ll g ssos-cssiíi:oticst
frisia titulan Itits:ritso,ící ibérica (Síu ¡rijo sir Codities. hlarecletití.
Spamsi).tiitsittittiiied iii ci tcíicpcttstotc—(23ti “<) assd Iiglir—essítrzel/osl

Oigitís en belssccsi1>1<01> atísi 2000 Ii> etí virennírsíl asíti píessoles]
fitod (l’cusl;ibl asid sar, ss-atoradIilíjiuííí, AI/ itteccporttizctitsttteltzslosl
so tíOs sinsty s-.-ere peílíís-iaed iettoss-,ogtite icigliral atasiolcírda el
Isttsztcssiccístistttíl otíto. tttostíiíiríttg ttsctiiit ocíve sim t,iirtot;i¡ittg itit5i

.snslsssiicvog, ir, tícoerdcisíss:sdlí iic,tUínst titisi ,cscre:sljsísiallay-a
[lic otttvatat oir iii tít i,si—.itsírs- tsoítti:tls

¡>t sí s

(i;sstvittveíocísiztgpcsiicslc(¡>cti¡ituiiilcí IÁlttstvttt,irioS Itclstiesi< (ctS—
it., tISA). (leo e ( tt,PdIlI s-tt0> istoilíos¡it ltZosctis-s:tí Iti,,cliosiíi

<Sigitutí <lcozííjrcita(ss. PAtislsisí.Sp:saiientesicaví scsi ¡ti lt~Pis Níslí
l)ttt~taísoto ttslttiítuistics-osl tía i,ísl¡rcíiesl ¡st 5/ii: legísvíasi> sí,,— tizittc>,
titilO iti,,s-o o

Isossv/sssa-.,
Iii cíí,iítttílc s-ooo¡s-¡ut~ j,tit.tistsltísisc,ttvjc-tíit,r <¡rs>> títccciiííssa ci

tltsirtteiisicolguidoccstitttil 1W 5 tstipi:ísíicd itisí líe rlgtír tilos-al cero—

bs-tsl scszirinlo5 dcsyspíísís- si uit isovistictíc <ciii ‘vos-etttirittícii.’osi
cihis lis¡tsjtliosjsi (3 siil/ks, ttisrtpsrsisíttccíl)asid píisitisítícd itt asíes-esí

ix e ictínse41 >asid Kepf1 tía>itt tacoSs, - Ini sí set. (tsl¡1-., U SAl w iii sIto
siietsítr btív cci 24 szíííí líslssw <sc lssirss,ízia/ pítítio. A 23—gtíssgeuictití
leas—steelgstisie eciotítíl ív-assíapí iii>cd 14 hurí lalortil lii íísislliíío al
lsrog,rstz1110 tun ;s,íto, ícsv/t)íí—.tu,s, rl tícíl 3.2 isnísí bclssw sistití tinosittt
¡ng iii Oir tilitía lay- Ki$,iigtstid Ktcs-spel 1231. ctiiíl tiriclisivcd iii ilio aksití
is-jilí aiíitílrsscíccl sns-css’i Ottositio altos- Stts-gcvs- cs,tíiticzlsss-os-otititisí

cd ostis’ dcíy o tii¡acti;i>,e dic oltectí síf aSicas<jurio tiuaíuiptiiciiisso,
Oit liso sitio <055tooxpes-itíiotit, (SRI’ <lii) o,.C! IaNI —Loo54)hoisí
laeaje.eliotirtíl (9—41 ( - Rl> sísicIi «Ir siere tucoscd ¡ e ti y ilsíose nf
5 <il ss-iilí ci tO—~tl ttintiltsitt titirviityvitsgc C<ttzticosost isí ti 3(i—gttísge
sttsi,itoat-a-sloo¡cojontosehíclípoittiiikd t tuca Isotuinid [líe tus tE Sise

sististe rttíísítultí círtol i,cící tito ates-tu sotílsiclo (lic pltíoettíoíít sil
otitui,tut sa s.s a citicol lí¡sssslosiu.cliv csiíd sosis tituco ttcicsittilcc y-idi

pcsps:s ; s 5 ;iI ícsí,tct, a ssts tttstcísicst<it ilts liáIs

S5ssí/ Lic e/oss ¿‘sse! f?/u,c,c/Scsííz¡u/csts

lííciss’ri/ttcc, ícglíi -sto;sIc ctlísta,s(II SO toiticír ( tía áittíssíc IBis
cti¡t¡tttii., 5 1 tOS/u> oir, titipí itiisst sís lío cvis-tzitit jitetultis- ~
ocísior i stultIt(aitc ,,cssiitss;i 5 si Ss ~sííccíit, <sí s-’.pcriszts:ítt Oit tice
doy of lito sapos-mus-ni xtsjtctot,sd i..itlliists tít ztísicv¡dttallv cagoil
citsttttttta sss:oc ci ticicoirsí Oc sjcze,ísiíí,t ittbitíg III <(1 tittiing. Cítí-
A dtsiuía5tíos1 telinocl islasítesífer (al> iii ,t III ansI a unípies (II 3 tul> aovo
osillocied(1.3(1. fil). [24<sud241) ííziíí reí-sItio iii sirsiger‘chicle tuco—
titas> lite vcitsstiic itt la/estil s,iiiitirtsasti ,ii astirin> pucosss.tia inat,-sC—

cl¡tíicly vo<tlticcá isishíclii ocIccvalcrsl 5sslsttzisel riSusttctiiis:st redItioná
ccii> ¡ci tcezatuoi,iisodatílino (10(1 ti/síu) ¡u sí,sios io uaíiid Mili es-
ssi;itiiiats7,uttls7nlítOlítoi ,TisliiiOsi so SttL.icit iii titut/i,;sa ititii silo/sl

tsí;iak lvii ,racitia.alt cxtarti,tlct\is ascos asiisíísiaud sIscota51<1 (lii tisis!
l <.11(1 It.

.1<7!! cí,cc/ <sííscscnusauuíse Roc/ñí/ísí,íít,mu,sa.oíí-.i
Irsisík iitscsís/ ‘sois cssilcclcsl i<llisíssc,st, sis:c:lpcit,tvsts sic irtíto (lic

jtcgt,ltss- ‘ciii ti: si oouuírifítgcci 43/ilil r<stct 4”( ¡5 tzscíut: t-s1:actii ssaa
stsxrestlis,bosí 4—8(1“(1 ot~1/ lievísíiinr osaStes ‘soro te tiorotial -

(¾s-icssiatorníicss-cía ocis-tíricol bituseistg tice tíseití,isf si> Attittsriss
asid (csstcllotííec 2K~ lirjefis. essciioviairts,tistítt,sli,w arencó’ ns-tt,ís—
osiris,,‘sta tcsdv,tty,osiIt’, tsnolttttisutcss,ii, svvítsíuí(iisíolíí sigo, Mtírc—
lirjití. PA isisusí S

1i iii> isis-SOítíiíc tul resistíts,titsz turs ¡ mipaití 555=

síu:íet,ssi,si las tr~íaaztt tilíjíailor loetíltsusíii (lteslivs,ircs Mtztitíliettía>

bis- 31< síus si rísetís tcíusíteratore.Csttiissiatsretís <Síesistí( lzsssísoílc
(lía. PA íd, iii Spiutii ssaasssesicus Oit usa-it stííísl tul it tsiisa,tuutao—
itsittsa.tysssszs t~ss-ier,~scslIt’, acislitsgsi,sisisiatsrsi,is.tittt,sI,,,ct
clii, (iluso st Suisiscalituiíesi. (osísístí tíO> ansi ‘l1,,i,uiss,st,uc
(Atito,—It iii Misitid Sptíiíí> tít atisrilís sí,’ ti iii 88< i/tttitissl
(8.18151 sptw(tst<rei lis tisis ttuc>tctsc Siles ittciciititisiti tít 4’( les- i <u
241,. It,- ttttiigí—ít —ti, tiiiisísi’,- oi,ttipiss si: ca Ss—íaoiroítosi Iii, tus
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píasnioACTH (4-Ibis]) andcorticosterono(1 4-bId) con-
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GR 1’ <-sta AC1 LA oías] cernicoslotonocenceníratinna ir, llie

pícíasuicí([sg. 4)

ss-llclieaí(9—41) CE/Sitasbeesadescnibodasaceoapeli-
uveCRFanlogoíiisí[30) thaIMao slíowsa parlial ageniat
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anteriorp/lsaitccry s1oaiao-rcjnc,stacstcslir, y jIs-o, -tus describes]
las’ liuckiísgitcuuut asid lleolges [7] ¿sos] Senociauiocees al
124.25] TIar jiales-icul lacíscecoitypesitculaoaiciíaceitasieuaansi
sessiuíg ~ CIt:F—like taesivius’ Irsuuta cuoscricarpituitas-y qísar—
lera se’ ja 20 sai ir, - lIte iii cdisí síu toas sIseo res-sasivocí ausmí
ce.íulnilugocltau 3<1(1<> rpuím. 4

0C, It) uuiuí, Isa
1uollcl ¿urss’ ocílsultís-

isicuios-jal austí tocía aseuscil itsuzcsu iii aliquosaal —— 30’C. liso
ACIII re icomaed jis[suu lis: nicdi sus u tocía isiocí sotes] las’ sos
dicíi rsiuíaoussíacscus’-

2.3.2 A tít oíais p,ItIs/o¿tIc tfuiat/tis
Aher neiítsuviuug [líe piucues-isís- lsul.íc, cusclí hall el time

a tute visir pi uit¿uy socus iii scj cloíl sutui t toe eí~ sta1 <1uas-icrc asid
sotas ías-eincsuiutiiestiuuslis’iolscoulls’ cii 3/0(7jo suc sazíseísaes)issuuí
describes?Ñus- timo: ics’íasui!ícmloíuíui [líe uíaed/uzíí soascliciriges]
os’crs’ 3d títití. urss) lis-tu exIadiacelfsm 20 rujo sta 1 oil os- Iroslí
ritoslis-uuus asillí tas- asislusascíloar agouísa. TImo utícdiuruí ascassíactí
removed ¿síasí cesass-/fsuges] ¿sí 3(100 rpta-s - 40(7, lO sus/sa- le
pollos cuos’ ceiluicus- uíacíroniou! anil ascasates-es]frs-azoo ir, aliquosa
¿sí — S0~C. liso ACTI 1 releacod oto sito mediuuua socia
rne¿íauíoil tus’ rouslisíiuuutus susíecuasas’.

233 A o/touma/ íi/otmd ¿/5<04notic
Tu o cusísetutu1 Lc los mcl a ayote u-cutísuyos] tas’ “ouit rus! approoícli,

olearios?lusaíu u cusí ¡u cao lisa oc, tj sucurícrecí j ussía toenpircos amisí

aseirsrutacíts-diusdisis.!siccllv s-sur 2 tu iii 1 tus! of Ks-eba—bj-
cariteuíouso usucsliímzuí ah /4 ceuísaioingzaglucose<II aNt)
cusís? lacuajíze scssíuíuoul!ís-zusuimí ((l25~-~). oía ciesos-jitodLis’ Seose-
esouussíeeos ml. [2-II.oit 37(7.clictttgitig t!íc uoes)iusííoves-y3<)
sumís cine) tisotí csspíuacd liar 1 Ii isa 1 tul of frealí oses]jouuí
sí’ ¡ lis <ir sas¡ tI oit u toas tugsctuis - TIto modiomuí socia Ilion veisiovesí
anil ceutsvi lugos] oíl 3<1<1<> r1auuí. 4<017. Id taisí. so laelíes asís’
colluían u rsostos-ial tisis] socia ctsarcd lrsuo’eus o aliqucai5 dl

— 80>C. Tít o osanj ocuslos-cuse solcoiced muís-a u lío sises]jo un toas
ísaeacured Lis’ sois]i saisíu tías>osatisacta-

234 Dis¡uc-tace) ¿¡tu iotictt ¡ni tui it/ti Oc)! í-íhi/ísícs
lt:ata wcss-c Idi los-

1 tus’ sloccu
1aiicííicaut tisis) 1ailuittas-joa asome

iciitiis-os-t oiuds-:s- sus-vilo csiiutljtisitus lIco ouuíios-isun isutaes toes-sc
diaceosodii-co lutos, timo 1us’atcs-jcuv Isulusca cinc! suujuteod ascitis os
cíes-ile suugical tal ciclo. TIto pi ss-miloms-y colla aveve i uíceiaossos-lcuí
370(7 mu 4Ysc ls-s’1uaiti <Siscutitu. PAcusltisí. S1uttiui) Icír 2<) usuití.
Trs’íuauti ss-cus iiutuei/scutscd lay lrs’1usiuu iísluiluissuv ls-esutuusoíui
(Sigisití. Mtíslujs-i, Síuouiuíi ouísul clis1aossisitssus- colla socia. oisig—
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sisenledtas’ liilovat¡ng (lío fragneníaltrsaoglsa ates-ilepiposto
tija. (‘olla avere pollol tas’ ooos-ilogaíisuís.¿síus) plaled al a
doosiís’ of 2(1<)(1<l0—2soÁxxí celís/avelí ¡o 24-wcli plaslie
elosíer ti sIses (Falosaus, l3o-eklcun Dioloisíseis Lositavare.
MA,USA) iii l)MEM (45<1<> ng sus- gluccuso/l) sojaplo-
isensedvsi tít 1 <YXc fosal ecíl 1 scruusí (l4oací¡sccu, llareolc,uics.

S¡acuin), slrcíaicuussycin(5<> gg/uual)¿sssdpoo¡eillius (5<) U/fluí)
(‘oíl coitos-es avero ineolausíed al 37%? jus a Isusuaiduliod
alossaucpiioreel 95%ajr—5% CO, ls-ss- 4 days Osí (lío das’ el
liso cxpcriuíaeusí(4 das’s as-tos- ccli plaling). (lío isediouís jo
Oso wells avas s-enaovod ansI (>5 sal of Iresís DMEM,
csaníainiísg0.6% Hoposansi 0.25%bovino sos-tun culbususisí
(pH 74) avere asidos] so lite celís los- 60 soin. During lIso
sncubaíieo poned, colla avere placed in an lsounidifsed
atunospiteroal 37>C. Tito suios]iuua avas Osen removedansi
colla wes-e proinousitalesi ir, (1<5 ml nl conapleseCa

2~-con-
taining naediuna((‘¿s3 15 siM) es- loto Ca2~-conl¿sioing
naediona(C0~ 2<1<) oM), al 37>C. citaoging sIse uasos]¡ona
cves-s’ 30 [sim. As-sos- lavo 3(1-mm proincobasiosíperioda,the
modiuna toas reuuíeved ls-cusís site colla ansi Irosis tusos] tisis
willssiot <tuascil socrelisín)en wish toas agoníatoes-ocísides] lo
sise colla lev 3<) tajo Mediuua toas lucís s-eusssavod ¿sos]
conírilogedal 30(1<1 rpusí. 40(7, 1<> nuin, te pollos usos’ cellular
mases-ialansi toasatores) ¡sí ¿uliqususa1ro-ten al — 80>C. Viso
ACTI 1 reloased ¡urss llac uusediuuus toas ísuoaauredtas’ rá-
di su sus stauuscuacacís’-

2.4, A (‘711 ¿¿tuic.ott iroísíc-ueatuc’rno/ic’/íuunuuítuoí,asv¿uyí

Cos-ticostos-onetoas exíraesedfotlowiog (he sasclitod of
Armario ansI CastellanosJI]. BriefIs’. corijoesloronebiod-
¡ng prosein tranacorsiotoas its’drols’zed ts’ ¡ocubalion witla
ts-s’psin (Boctas-ingues-Manislicina. Masis-a), Spain) les- (SO
naso al s-es,uas semperaluvo.Ts-s’paio toas ioacsivascdtas’

‘~ 250
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E 200
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~c
a’
O

a’ loo
a’

a’
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b

ts-ypsin inisib¡lcsr lveatuíaoou (l3caots-inguor M aonitcina,
Madrid, Spain) luis- 3<) sajo al mons tenspes-cuíoroCorticos-
tos-cune (Sigursa. Madrid. Spain> tocía oses] cus lite ascas’
slcuosias-d.Rcudituituamuosiaaaas’aaves-eporísaruusodity adding
ecis-liccuames-cínoauííiaos-uín(ltiecl¡ui Cliusiccíl Sos-vires,Cardilf,
U 5<) ansI - Il-cssrliecusíoressic(A tusos-slstaiui Mcudrid, Spairs) os

síaccifie cselivils’ cus-SSCi/uustuscal(8<1<8> opusí/tobe)sca tIsis
sauxítro. Altos- inculacsíjoo cuí 4e(’ Icír 16—24 it, tite

usntigess—aoíibcuds’ccuuusplcx avusa sejacírusled u-eisa unbound
aussigenwiít 1% citarcoal ausd cenís-ifogedcus 4>C. 3<1<1<)
rpm. los- lO sísio. Finalís’. (he sopennusíanísotas decantes]¿sos]
suuixod avitit a liqois] seioliIlalic,o cocktail beles-eeouotiog.
Cor-ticesteroneaosiacromorcaca-reactaavillí corljoostoreoo
(100%), 1 I-deoxycet-iicosíororse(9%), progesíes-one(0.2%)
usos] lYrs-laidscaxs’prsagcaíorone,1 I-sicoxycortiaol corlicol,
esíradiol cuod tesisusíersane(< <1.01%). Tíse Isítoer linají of
acosuisvuis’ os- Ilmo ascas’ wcsa 2 ng/ml - Tite insra ansi
oler-ascas’variabilius’ toas5.5 ansi 7.5%. rospeotivols’.

ACTIi s-adioiuisrsauooasaas’toas pos-ferinos)lollowing site
uíaotitcud of Arta el al. 12] Rcsdieimmssocaasaas’atoes-e pol-
ferinos) Lis’ adolissgACTIl ansiaes-ouía(A(7TII-I. IgO Corpo-
s-cuuion, Nashville, USA) ansi StaI-ACTH (Amos-citana,
Madrid, Spain)al apocifio acliviís’ of 2000Ci/nanaol (8000
c.poi./suito)itt sto sotuoplo llouísssnACTH (Sigma,Masis-id,
Sítaiuí) wcus oses] cus lío ascas’standard.Alíes- incobasiontui

4s-C ls-ir 72 it, lío aotigeo—aosibeds’oersaplextoasseparases]
frsauus unhotod ansigen wiít a ceceos)ansibosis’ (igO-
GARCJG, ¡gO Corpsis-auion.N¿ísitviílo. USA) ansi afior 3 it
of ineubaliosí.centnifugeíi cus 4%?, 3000 rpusa, los- 25 miii
Fioally, tite coporssalaoltoas decantes] aussi pelleís avere
ceuníedin a ganasiaaocaunlor.ACTIl anliseronaerocc-reacía
avilt ACTH (1—39). iOO%¿ a-síaolanocs’se-ssiaaoiasini.
hes-mono (s-c MSII). <0.2%; g-naelanocyse-csinaulaíiog
horísaene$MSI-{). 0.4%: ~-cns]os-pitin(lffND), <05%
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lay ¡sc ¿sIalhuy ir, casisc As-úTIl no loase ls-muís astss--r/sur lsittuitany qumartsna i scsi asumes] 1 a vhs-mí. (Símlu simia vesus-cas-ni mmmccutusa“si setaoíd íimies u aí~~ mml (SRI0-tus-o
veiccuce.A(STI 5 mus- rimo mcm,,.te-saecímímeeaura u/mutis ivísmís 5—7 slotos-otássau“iris por grí‘sp ‘ - ‘alisos ls-muís u ORS’ ureased gmmisips tImas -mss-e ci

1smt/i?cam,i uy dciieromí

“ < <liS) ls-síus ouítíso tc Bical tu yptuuitosio tilo ve le—use:0.5 ±it. 5 ag/ muí /usíg ss-eu ¡ccoo mus- (SSEFi ‘lo ostt.mtes-ioiu as ACil 5 hoscau sus/hauy releas,’ 5 ti + II 4
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Fig. 2 lIs-hectsus- s]iiiomemsu csumsco,uimas/uímsssíl (leu~5.u/u.Uhic Nlt~ iris’’) iasiisstíos¡is muís tice toscoucesmi (SiWcske,zsazeriac.<XCIII omícol oiíuioisaiem~ssiseisí isuí/amouí
tiypuimiuciismssii piioit;mty astil ashtctsctt s~imaoers<a> lasuSaicolhmyiíumstuatoíuics <tui p¡msííias-y s/uaOes-c:tumid <01 os/tO.sitmt ujacisios-,.caere ec[tsics-.ui tus <toss’~s/ít?St, Ni

ui<,,s,iíe~/,, tlt:Fuilos. stutmzor¡at s-oteomsosltriuccí timo hms-

1usuctioiiom,cc/ ca-sa sic-ss— o,mm/mííui uy ita tu/iut/uy isis-asuso <XCIII release miuuidasss-risco 5ttusscuas-yqssaOesc:
umcutuouiesí in vius-so Cuí/u síus s-eps-osoíu1 títearis aníl sseo¡eat lises 5 SIIM sss- ¡tisictima <XCIII tus- rsi050si’uosiussoOuiseOctivtuusiins<iu~su,sc 5—5 sioies-tt,mmmtutsuini[sOs-

gs-msu¡s lloica

1 lmys-símtsa!auu,ieveloase:36 1 u - 5 ng/smit / iti~ ssr5 icacumetul 05<[>1 ¡ los -simatos-ial a’, ACrí lo tísicai pu <si city volcosco: 2.8 4. 552 ncc! iii AlIas] /ricg
wes sisciuco !,asai aslremuos! rotoaco: 334 (5/ ‘cg/tui suitu¡ousaio.ssuíuo/mmugss-em

50

ansI (~—liíaoals-sa~aiís (fILPIi), < 13% Tite Isusvor Ijíuuil sss-

cencilivils’ of lIso cuscas’ toas 1<> ~aoioai/LTíse muís-a asís!
snsor—cscscis’scous-ialailits’ tocía 87 cutid [5%, s-ca

1aecíivel~v

25 Sss-a tic/P.ej ¿¡tuca! a-co-,

Staliaíicai auíals’ces toes-e jaerlturunos) usiusis susto sar lsscs,
toas’c ANO VA lelleaved Lis’ lito Ssodeos—Ness-osan—Keats
tect tus- Sludcot’a paises! ¡-toas, os apprcíps-iaso.Dis-foresícea

vero cciiiajolotes] aig iii Izocísus j f siso príu latí!u iii uy cus- estor sí’ cus
[ccc licuo SO/o: -

3. 14ccíults

Aa clucasvís iii Fig 1 (os—e), (/141> as-sss/oresa iluso c!eíaeuu—
dosis iuucs-ccuscisa sito relecuse cal CIt:i-—liko zuutuiericil jus síu—
ciíes! lty taesscsIcísuíi - ¿sos] así i maoiccuse iii A CIII re[coscotvosaa

pi/ss/sars’ qs-ucus-terc as-sil eos-tioosiersaiuere lecuse su aduouíal
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pisuaíiosty amud aOmcmmosu mímuanes-ce(al [sumiau rs-u iuy>mmim u momto,,ii ([cl [iciumias>s

1siaoos-scutis] <si -us-isotiosu qcíaOc’’ carro espuisedtus GR ‘sus- (4<55 4~ ([~~,5i (u (?[ o NS-
[ruta > i,sitsit,eci n - CRE-tilos- míaion oíl reloacedss-asmis- is-rititmss-sh tic ‘scatui/hzy mío acoseAtIl] 5 releasetrsí,sc amitos-isis uitsuitos-y s>siactes-s inc sisases) mí

Cuuisísmusavepreacuuímiusanaascii sacoicomí linos u 5LM smi pi mcmiii <Xciii sus- cu,Omoiisiorumssoctumtco,mtrasíu,scss-rs,ttm 5—8 deis--s-uuuu~namis,iss<poru.-riusr ~. values ts-situm
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qtsarlers.hato conoentvalicsns(uf GRP(1 ansi U) usM> avere
atalo te ¡floreasetíse releasecuí CRF-Iike mases-ialin solases]
lss’pOllaalauust. tolsoreusa Iuigiser eenconls-al¡tunaof GRP <[<1<>
asís] 100<) nM) toes-e sseccasars’lo oes-caseAcrEí asid
ooviuoc,cserssuiein pi sssisas-s’ cutid adrenosí qoas-sera,roapee-
ti vols’ - Tíse usutaxi uaa ni o íleos síus ACTI 1 ausol cori jesusles-c,síe
ecasícenís-as¡c,ssa tocus [cíosud toisis 5 iao 1(1<1 n M sisase.

Tíse csuuaapeíiíive csísd cpeoilic GRI> recepícurantagosuial
[-a~

0i ‘—lu—(’l l~ NII—Lost
54) Ius,uuituosiss[2<>].at conoessíraíicuusc

cuí lO, 1(1<> nM car 1
1sM soasavisiteulellect en tite acorchen

of CRl
t-like usases-ial in icsuiasocl hypsusisalamiansi en (lío

secretion of AcrEí asad ccurcjccusertaoe o piluitas-s’ ansi
acirenalquantora,respeetivels’(Hg. 2 a—o), Hosveves-,avisen
tisis antagonisí(lOO nM) toas mixed togotísor avilís GRP
(lOO nM), it ocusiaplesels’blockos) lIso alisssulaseryoffeeis of
0141> en tite voleaseos- CRF-liko nausterial in icolaled its’-
potiíalami auscí cars sise secresicun of A(’TH o pitoilars’
quaríera usos] ccarsiosislersursoiii aclreocíl qucírtera (Hg 3
a—o).

Aa sitotosí o i<ig. 4, site es-loesof retluc¡ngextracolullas-
Ca2 + en Oíe aocroíicuusof ACrEí induced tas’ CRÍ’ toasalaca
olsccrauer¡caes]jo ¿Jiaponaedansericurpilo isars’ colla alíes-a 30
sisín suscotacusicunpes-ied luí ceospleto(‘a3~-ceoscíioiogsuso-
cliuuía (1.5 mM), (‘sl4l’ iuss]ueod sí doae-depensiensines-ecuse
in ACTII cocresisao. aviuieit peakes] al 100 nM ¿Jose. lo
conírcual, ondos- loso Ca2 -cunsaining medium. (SRi> toas
muvisheul os-lech ouí ACUTí cecreuisun.Tite saíne ross-ulla avere
catatamos]alíes- a 60 tui tu i neubal cío pericud(dala nsascitsatous)
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FIg. 4 Calc¡ssmtie5sOndencyof AC51i releaseas a s-eapcittae cm 61<1> in
disperses)ausíerios-lsiiuiiaty cello Fumur miouys otitisure ceita wes-cimmosítuasesl

wuliu d/ffevesst cmuuícenss-ai¡s,mta el OSES’ i n emitíspiche Ca’’-os, rmtaississg
ísieml¡ssuuí (Ca’’ 55 usuMí miv an isuw Ca’’csínmainingtuíes]ismits <CV 2(55

oMí [cmv34) mm Dic rs-asti,. shsmwnare s-eprescsstauicedasa os- tuis-co
inds-pcndesus expes-imuicniseas--ii

5ím¿rfisnsumedSn quadmptioaumr‘. values ls-muí’

GR Pureases) gruuiajasutsai as-e o/gisi ficísní y diOes-onu<1’ < 1)1151

tysmis<Suaden— Newmsuan— 5<-es, u - ascsi lo - ‘oíl uses (viutis GR l’-lveatesi gvtiupi
in cotoptede o-~>ai055fl5,i tu/mí5-, times] i uit, ulsau as-e signi lea,’sty s]is-It-rest

/‘ < lii)) humus G545’-us-eats,si u. rusups it, [sus-CV - -osumsuainung mitediuuis

(Siudemas o tiesí lo tiacai relcoise: 2 [.2 4. [8 píuumíl /5 ACs-u1 i neusí,,plete
Ca’’ s.msimuoaimtimu g ,,ueduíammm: istSj 1.5 psi’,, /5 <XCIII o ‘cas Ca’ otísísos/u

issg ussed.usss,

4. I)¡scussicsss

Tite rosolIstal tiso proceosasosis’ cistuw lIso contributisun
cuí tiso hs’pcatisaiasísoa.¿sobrios-piloilary asid sudrenalgicuod
¡sí ulso selecísetui (7k l

t-li ko sacílerial, ACTI] ¿síus] ocartiesu
clorcuuse iii vius-cí iuuducod its’ CRP, las’ usiísg cu validases)
hisucuasas’[23—251.lite fact sisal ecancentralisuisa tul 1 ansi [0
nM cas- 0141> cigoitic-notls’ increasedlIso secroticuisel CI4It~
Ii ke nacuierial iii colases]its’potitcslasrsi,aviti le iuiglaer otuneouí-
tratisuna(100—1(1<1<) oM) toes-ereqoirecíto elevasetite loyola
sas- ACTI] ansi curticoctorcune in anterior pitoitas-s’ amis]
atironal qoariera. roapeotiveis’, suggoslsa greator roapon-
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Abstract

Ibis study examines the effects of gastrin-releasing peptide (GRP) on 5-Hl neuronal

activity in basal and under stress conditions. and its interaction with corticotropin releasing factos-

(CRE) neororss Irutracerebroverttricular (icv) administration of GRP (~, >0, >00 ngIrat) iiicieased

5-HIAA concents-ations in the paraventricular nucleus (PVN) of tbe hypothalamus, but was

wdhoot effect in tbeaccumbeos, supraehiasmatie and arcuate nuelel - Administration of(Leu ~rsg~

CH2NH-Leu
54)Bombesin(10, 100arad >00 ng/rat; icv), a GRPantagonisthadno effeet by itself

on PVN serotonergieactivity; however,adoseof 1 pg/ratofthis compound,completelyblocked

the incleaseof 5-HIAA eoncentrationsindueedby GRP(10 ng) Ihe administrationofús-helical

(9-41)CRE (1,3 aod lO pg/s-at),aCREantagonistwas without effeeton 5-HIAA concentrations

in thePVN iii basa>conditions.Althoughthisantagonist(10 yglrat) attenuatedthestress-induced

socreaseof PVN 5-HIAA andACTI-1 andcouticosteroneplasmaconeentrations,it did not btoek

the meleasein 5-Hl neuronalaetivity inducedby GRP. By contrast,(LeuitWCH
2N1[Leu 4)

Fornbesin(1 ~ig/s-at)bloekedtheincreaseoFPVN5-HIAA concents-ationsandreducedtlíe ACTH

anel corticostes-onesecretionindueedby s-estraintstress.

Osw data suggestthat GRP, by aetingon GRP receptorsbut not via CRE reeeptors,

rncreases5-Hl neurona> activity in ñamePVN. Furtbermore,understressconditionsendogenous

GRPos- CREreceptorligandsseemto beindependentlyinvolved in theregulationof tite increase

un 5-Hl neuronalactivity, ACTH andcorticosteronesecretion.
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lísíroduction

Gastrin-releasiog peptide(GRP),a 27-aminoacidpeptide,was isolatedfrom porcinenon

ants-al gastrie and intestinal tissue and is present in many mamrnalian tissues, inoluding tlie

gastrointestinal trael anel brain (Price et al, 1984) GI{P is the mammaliancounterpartof

amphibian bombesio (BBS) and shares most ofthecarboxyl termina! decapeptide sequencewith

this peptide except for the sustitution of aBis residue iosteadof a Gin at position 8 (Brown et

al, 1980) BBS-Iike immunoreactivity is widely distributed lo the maínínalian CNS, with the

bigbest corstent foundin damearcuate, suprachiasmatie anel paraventricular nucleiandin theanterios-

pituitary (Steel et al., 1992) By using s-adiolabeled BBS liganel, s-eceptorbinding studies have

identifíed ahigh densityof receptorsin the sups-achiasmatic, perivents-ieularand paraventicular

nucíei of rathypothalamus (Ladenheim et al, 1992)andin theanterior lobe of- te pituitary glanel

(Houbenet al, 1994), suggesting that tUs peptidernay play a íelevant role in the regulation of

te hypothalamus-pituitary-ads-enal axis hormone seoretion Indeed, we have s-ecently shown that

GRP mercasesCRF-like material,ACTH andcoiticosteronein isolatedhypothalamus, pituitas-y

and adrenal gland (Gars-ido et al, 1999y Indeed, intraces-ebs-oventricular administration ofGRP,

acting via 0111’ receptors (Gas-rido et al, ¡998), incs-eases plasmaACTH and corticosterone

concentratioos (Olsen et al., 1992, Garrido et al, 1998). lo addition, the increase of both

hormones induced by GRP, can be blocked by ps-etreatsnentwitb a CRE receptorantagonist

(Garrido et al., 1998, Mes-ah et aL, 1994),suggesting that the stimulatory action of this

neuropeptide on thesepituitary hormonesmay involve the activatioo of the endogenousCRE

system

A numberof studieshaveshown that bombesin ines-easesdopaminefuruction in different

s-at brain areas (Manzanares et al, 1991, Toney eta!, 1992) However, little is known about the

ínvolvement of bombesin-likepeptides in the regulation of serotonergie (5-HT) neus-onsin the
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brain. Liposits etah (¡987) demonstrated a direct synaptic connection betweenses-otooergicnerve

tes-minalsanel CREcontaioingneus-onsin theparavents-iculas-nucleusofthelaypotlaalamus(PVN).

Moreover,anumberof studies( Nagakami etal., ¡986,Calogero etal, 1990)stcpportthenotion

of an excitatory influenceof centralses-otonergicsystemsuponthe tIPA axisbormonesecretion

andtheassociationbetweensts-essandincs-easeofses-otoninmetabolismin diffes-entbrainregions,

íncluding tIte hypothalamus(Inoueet al., 1994, Shimizu et al., ]992). Recently,Merali et al.

(¡998, Kent et al., ]998) have reported that in vivo releaseofBBS-like peptidesat the centíal

nocleusof Useamygdalawas mas-ked]yincreasedby stressexposuleaodthat sts-essis associated

with tiuctuation in endogenousregional levelsof BBS-like peptidesand in s-eceptordeosity lo

seves-al bs-ain regions. Takentogetíses-,thesedataled us to hypothesizethat GR!’, as a potent

activatorof tite 1-JIPA axis, may be potentially involved in theregulationof serotones-gicactivity

and ira tbe regulationof stressresponse

On ti-tesebasis,the presentinvestigationwas designedto examinethe central effectsof

GRPon 5-nT neuronalactivity undes-basaland stressconditions,and,by usingthe specific and

compethiveGRP andCRF antagonists(Leu13-w-CH
2NH-Leu

t4)Bornbesin(Severiet al., 1989)

anda-he]icaI (9-41)CRE(R.ivieretal., 1984), respective]y,evaluateits potentialinteractionwitb

the CRFneurons.Furthermore,in ordes-to deepinsight into therole ofGRP lo ti-se tIPA hos-mone

secretioninducedby restraintstress,titeeffectsofintracebroventriculas-administrationoftheGRP

s-eceptor antagonist (Leut3-w-CH
2NI-I-Leu’

4) bombesin 00 the increase of ACTH and

corticosteroneplasmaleveis inducedlay restraint stress were examinedin tite rat



Materjais asid metlíods

Arílmais. Male Sprague-Dawley rats weighiíig 200-250 g wereobtaioed frorn liarían Interfauna

Ibérica (San Feliú de Codines, Barcelona, Spain), maintained jo a temperatus-e- (230C) anel light-

(l¡ghts 00 between08:00 and 20:00 la) controlled environment and provided food (Panlab) and

tap water ad libitum. Experiments were performed following the highest standards of humane

animal care, rnonitos-ing health care anel minimizing pain and suffering, o accordance to National

and [oternationalLaws Los- <he care and Use of Laboratory Animais

Drugs. Gastrin-releasing peptide (GRP; Península Laboratories, Beinamont, CA, USA), (Leuía~sv~

CH
2NH~LeuijBombesin (Research Biochernicais International, Na<ick, MA, USA) and a-helical

(9-4]) CRF (Sigma Chemicals Co , Madrid, Spain) were dissolved in 09% NaCí. Dnhgs were

administered as indicated in Use Iegends of the approps-iate figus-es

Surgical procedures lo animals s-eceiviog ¡ntracerebrovents-icular (icv) injections a stainlesssteel

guidecannula was implanted into the right lates-a] cerebral ventricle 5 days ps-los- to the experiment

Ratswereanesthetizedwith Equithesin (3 ml/kg; intraperitoneal) and positioned in astes-eotaxic

fiame (David Kopflnstruments.Tujunga, California, USA) with the incisor bar set 24 mm be]ow

the horizontal plane A 23-gauge stainless-steel guide cannula was implanted 14 mm latera! to

mielline at bregma (00 mm anterior/posterios-) and 32 mm beiow dura aceording to Kónig and

Kiippei Atlas (1963), and anchored to the skuil with stainless-steel screws One day afies- surgery,

anirnais wes-ehandied everyday to minimize Use effects of stressdueto írnnipuiatiorv On Use day

of the experiment, GRP, (LeuctMÍ~CH?NI~t~Leui
4)Bombesin, a-helieal (9-4]) CRE os- velaicie

were injected in a volume of 5 !‘~ with a lO pi Hamilton mics-osyringe connected to a30 gauge

stainiess-steel injector which protruded ] mm beyond Use tip of the guide cannula and loto the
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lates-alventricie The placementof thecannulaswasvesifiedhistoiogicailyandonly thoseanima]s

with ps-opes-icv placementswere included in tite study.

Stí-essprocedureUnanesthet¡zeds-atswere confinedmanacryliccylindricai tube(inner size ¡6

x 5 x 5.3 cm) for 15 mm,After Uds timeperiodofrestraintstressanimaiswereremovedfrom the

tubesandrapidly decapitated.Control animaisremainedin tbeir bornecages.

Tissue dissect¡osiandíieurochemicaianalyses.Fronta]brainsections(600 pm) were prepared

mn a cryostat(-90C) andthe accumbens,suprachiasmatic,as-cuateandpas-aventricuiarnucleusof

tite hypothalamusweredissectedfrom tlaesesectionsaccordingto amodification (Lookingiand

andMoore, ]984)oftbe metitodofPaikovits(1973)Tissuesampleswerepiacedin60 pl ofOl

M phosphate-citratebuifer (pH 25)containing15% methano]andstoredat-800Cuntil assayed

On Use day of tite assaytissuesampleswerethawed,sonicatedfor 3 s (Vibra Ceil, mod

VC-501, SonicsandMateriaisInc., Danbury,CT, USA), andcentrifligedLos- 60sin a Microfiige

(IEC, mod. Centra-MIP4R,Needham,MA, USA) 5-hydroxyindoleaceticacid (5-HIAA) and 5-

hydrnxytryptamine(5-HT) concentraticosin titese tissue extracts were measuredby high

performanceliquid chromatography(I-IIPLC) with electrochemicaldetection accordingto tite

brain s-egion
5 different volumesof tite supernatantwere injected onto a Cl 8 reverse-pitase

analyticaicolumra (5 pm spiteres;250x 46 mm; NucjeosiJ;Scbarlasi,Barcejona,SPAIN) whicb

was ps-otectedby a precolumncartridge fuiter (5 pm spheres;30 x 4.6 mm) Tite I-IPLC column

was coupied to a single coulometriceiects-odeconditioniog celí in series with dual electrode

anaiyticalcelis (CoulochemII, ESA, Bedford,MA) Theconditioning electrode potential was set

as- ]00 nA, anel tite analyticaielectrodeswes-eset at +012V and-0.31 V s-elativeto interna! Ag

refes-eticeelectrodes.Ihe HPLC mobile phaseconsistedof 01 M phosphate/citratebuifes- (pH
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28) containing0,! mM ethylenediaminetetraceticacid (EDTA). 0050%sodiuínoctylsu!phate

and 250a unethanol.5-HIAA and 5-1-IT contentsof eaclasamplewere quantifuedby compariog

peak heights with thosepeaLof standardsassayedthe sameday as deternijoedby Shimadzu

Integrator(Shimadzt.s,md C-R4AX-CI-IROMATOPAC, Kyoto, Japan) Tite lower lirnit of

sensitivity of this assayfor titese counpoundswas 2 to 8 pg per sample Tissuepeliets wes-e

dissolvedin 1 .0 N NaOHand assayedfor protein(Lowíy et al, 1951)

ACTH and corticosterorteradioimmunoassaysTrunk biood was collected following

decapitationasad cesutrifisged(3000rpm; 40C; 15 mio); piasmawas storedfs-ozen(-800C) un<ii

hormoneassayswereperfos-med.

Corticostes-onewas extractedfoilowing the metísodof Armario and Castellanos(1984).

Bs-iefly, corticosteronebinding protein transcortinwas hyds-oiyzedby incubationwitit trypsin

(BoehringuerMannheim
5Madrid, Spain)for 60mm atroomtemperattíre.Trypsínwasinactivated

by trypsin inhibitor treatínent (Boehs-inguerMannheim, Madrid, Spain) for 30 mm at room

temperature.Corticosterone(Sigma ChemicaisCo, Mads-id, Spain) was used as dame assay

standard Radioimmunoassayswere performedby adding corticosteroneantiserum(Bioclin

Clinical ServicesLimited, Cardiff, UK) and
5H-corticosterone(Amerslsam,Madrid, Spain)at

specificactivity of88 Ci/mmol (8000 cpm/tube) to tisis mixture, After incubationat40C f’or ] 6-24

hours,tite antigen-antibodycomplexwasseparatedfromunhonudantigenwith 1% chas-coaland

centrifugatedat40C, 3000rpm, Los- 10 mio Finally, tite supernatauítwasdecantedandmixed with

a liquid scintillation cocktaii before counting. Corticostes-oneantiserum cross-reactswith

corticostes-one (1000a), 1 i-deoxycorticosteíone(9%), progesterone(02%) and icc-

hids-oxyprogesterone,II -deoxycortisoi,cortisol.estradiolausdtestosterone(<001%)Thelower

Iiínit of seositivis-y of the assaywas 2 ng/mi. No inter-assayvas-iabiiity was fouod, since both
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experiments were measus-e in tite same assay. The intra assay variabiiity was 58 %

ACTH radioimmunoassaywas performed foliowing the methodof Arts et al (1985)

Radioimmunoassays were performed lay adding ACTH arutiserum(ACTH -1, lgG Corporation,

Nashville,USA) and5251-ACTH (Ames-sham, Mads-id, Spain) at specific activity of 2000 Ci/mmol

(8000 cpmltube) to tite sampie. HumanACTH (Sigma Chemicais Co, Madrid, Spain)was used

as the assaystandard Afier incubation at 40C for ‘72 hours, tIte antigen-antibody compiex was

sepas-ated from unbound antigen with a second antibody (lgG-GARGG, IgO Corporation,

Nashville, USA) and after 3 itours of incubation, centrifuged at 40C, 3000 rpm, for 25 mío.

Finaliy, the supes-natantwas decanted and peiiets were counted o a gammacounter ACTH

antiserum cross-reacts with ACTH (1-39), 100%; oc-meianocyte-stimulating hormone (aMSH),

<02%; J3-meianocyte-stimuiating hormone (j3MSH), 04%; 13-endorphin (JBEND), <0. 5% and f3-

Lipotropin (I3LPH), <i3%The lower limit of sensitivity of tite assay was 10 pmoi/i No inter-

assay variabiiity was caicuiated, since both experiments were measured in the same assay. Tite

intra-assay variabiiity was39%.

Statistical analysesStatistical anaiyseswereperformedusingone or two way ANOVA followed

by the Student NewmanKeul<s test. Diff’erences were consides-ed signifícantif tite probability of

error was iess than 5%.
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Resu) ts

The effectsot’GRP of5-HTneurona!aetivity wereexanainedin severalbrain s-egions As

shown jo table ], CRÍ’ (] <o lOO ng/s-at; icv) 30 mio before decapitationps-oduceda dose-

dependentincreaselo 5-HIAA concentrationsin tite paravents-iculas-nucleusof tite hypotFsalamus,

whereasno effectswerefound in tite tite nucleusaccumbens,sups-achiasmaticor arcuatenuc]ei

of tite hypothalamusTheadministíationoFGRPdid not alter 5-HT cos-scentrationslo ah tite brain

s-egions examined Since GRP failed to alter 5-HT neuroísal activity in the accí.sínbens,

suprachiasmaticandas-cuatenuclei5 the following studieswere focussedon the paraventricular

nucleus.

The effectsof the competitiveand specific GRPantagonist(Leu ua~w~CI~]2NH~Leu 14)

Bombesin on basal and GRP-induced 5-HT neuronal activity were also examined

Ints-acerebroventricularadministíationof(Leu
13-w-CI-{

2NH-Leu 54) Bombesin,atdosesof] 0, 100

os- ] ¡ig/rat, 30 mm prios- decapitationwas without etkct on5-[-IIAA concentrationsin tite PVN

(Fig 1f I-lowever, whenratswes-einjectedicv witit GRP(10 ng/rat)and(Leu
13-w-CH

2NH-Leu
14)

Bombesin(1 ig/s-at) mixed together,30 mm befos-edecapitation,<bis antagonistcompletely

blockedthe stimulatoryeffectsof GR]’ on 5-HT neus-onalactivity in this hypothalamicnucleus

(Fig. 2)

ct-itelical (9-4]) CRF hasbeendescribedas a competitiveCRFantagonist(Rivies- et al,

1984)tbatalsoshowsapaital agonisteffect atbigis doses In order<o establisittite possiblerole

of endogenousCRF ir, <he regulation of 5-HT neuronalactivity in the PVN, and to determine

whetheror not titis cosrapoundexhibited agonistactivity on 5-H]AA concentrations,diffes-ent

doses of a-helical (9-41) CRE (1, 3 aod ¡0 pg/rat) wes-e given icv, 20 minutes befos-e

decapitation.a-itelical (9-41) CRE was witlaout effect 00 5-H]AA concentrationsat dic desea

admiusistered(Hg 3).



ti

Tites-ole oFCRF in the reguiationof 5-bIT neurona!activity as well asin tite secretionof

plasmaA(’TH andcorticosteroneafterrestraintstresswas alsodeterminedby usinga-beiical(9-

41) CRF As shown in figure 4A, restraiotsts-essincreases5-HIAA conceratrationsin tite PVN,

aod markedly elevates plasma ACTH and corticosterone concentrations (16 foid; Fig4B and4C).

Whes-eas icv administration of a-iteiicai (9-4]) CRF (¡0 ¡tg/rat), 20 mm before decapitation, was

wítitout effect on titese parametes-s in basal conditions, it completeiy biockedtite stress-induced

increase of 5-HIAA concentrations, and attenuated tite stress-induced increaseof ACTH and

corticosterosse concentrations (34 and42 % respectiveiy;Fig. 4A, B and C)

To determine iLCRF is involved in GRP-induced increase of 5-HT neuronalactivity, tite

effectsof rí-helical (9-41) CRE on GRP-induced increase of 5-HIAA concents-ations werealso

examined (Fig. 5): Tite stimuiatoryaction ofGRP as wei] astite iack ofeffectof a-helical (9-41)

CRE 00 5-HIAA concentrations were revealedagainin tbk experiment. On theotiter itand~ icv

administration of a-íaeiical (9-41) CRF (10 ¡ig/rat) 20 minutes before GRP administration(]O

ng/rat; lev) did not block tite activation of 5-HT neuronal activity induced by titis neuropeptide.

Consistentwitit Figure 4, tube restraint stress markedlyincreased 5-HT neuronal activity

in tite PVN (Fig. 6A) as weii as piasma ACTH and corticosterone concentrations (Fig 6 B and

C) In order to determineIfGRP receptors are invoived in stress-induced increase in 5-HIAA

concentrations andon tite secretion of piasmaACTH andcorticosterone, tite GRP antagonist

(Leu 13-w-CH
2NH-Leu 14) bombesin,was administered icv at a doseof] ig/rat, 45 mm prior

decapitation Whereastitis antagonistwas without effect on 5-HT neuronalactivity andon tite

secretionof ACTH and corticosterone in basalconditions, it did blockedtite stimuiatory effects

ofrests-aint stress on 5-HIAA concentrations andattenuated thestresss-induced increasein ACTH

(52%) and corticosterone (43%) concentrationsin tite piasma
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Discussion

Mics-odissectioo<echniquefor tlae isolatiosaofdiscretebralo as-casis a simp!y anel reliabie

metitod that itas beenused for manyauthos-sand offes-sagood resolutionto rneasus-ebiogenio

amines in brain ccli groups lay using itigh performance liquid chromatography coupled to

electrochemical detection(Manzanares et al, 199] a, ¡99] b, Paikovits, ] 973, Toneyetal,, ] 992).

By meaosoftitis experimentalapproach, tite prescntstudyinvestigatesthecentraleffectsof 0111’

on 5-bIT neuronal activity under basal and stress conditions andits potentia! interactionwith tite

CIW neus-ons 5-HT neuronal activity was estimatedin theseexperimentsby deterínining tite

metabolism of 5-bIT in s-egionsof the brain containing5-1-iT tes-minais Steady-state leveis of

neurotransmittes-aremaintainedin axon tes-minais during varying ratesof neuronalactivity by tlame

coupiing between5-bIT syntitesis, releaseandmetaboiism 5-bIT metaboiism wasdeterminedby

measuringthe concentrations of tite primary 5-HT metabolite5-HIAA

GR]~ produced adose-dependent increase in 5-HIAA concents-ations in tite PVN oftite

hypothalamus, witereas the concentrations of 5-bIT were not affected. By contrast, tite icv

injection of GRPitad no effecton 5-HIAA and 5-HT concentrations in tite nucleusaccumbens,

and otiter itypotitaiamic arcas, such as sups-achiasmatic and arcuatenuclei. Ous- resuits are

consistentwith tite funding of bombesin-induced activation of 5-bIT sensitiveneuronsin the rat

dorsal rapite nucleus (Pinnock and Woodrufr 1991), and also in kceping witit tite reported

activation of 5-HT neus-ons and increase of 5-bIT metabolism in tise PVN after electrical

stimu!ationof tite dorsal rapite nucleus (Petersenet al., 1989, Sapities-andFeidman, 1989). On

tite otiter hand, it has beenreported that 5-HT neuronsfuom the PVN mediate adrenocortical

responses following affercnt neural stimuli, since CRF-cons-aining neíironsprojecting frorn tite

PVN to thcmedianeminence,witicit areinvoived in controlling pituitary-adrenocortical function,

reccive synaptic input from 5-HT neus-ons projecting froín Usemidbs-ain s-aplse nuclei (Fuller, 1992,
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Feidmanet al., 1987). Indeed,CRF, ACTH and corticosterones-cleaseis increasedin rats by

drugsthat enhanceserotoninfuoction (Petersenet al., 1989). a fact that is in keepingwith oías-

fíridings, sinceGRP rnarkedly mercasesACTbI andcorticosteroraesecretion(Garridoeta] -c 1 998,

1999, Merali eta!., ]994, Olsenet al, 1992)

Tite administrationof tite GRP antagonist(Leu la~~,Y~CH?NH~LCU 14) Bombesinwas

wittuout cifect oíam 5-t-UAA corucentrationsisa tbe PVN, indicating t!uat endogenosasGRPis not

tonically regulating5-bIT activity in titis hypothalamicnucleus.In contrast,tite administrationof

titis antagonistcompletelyblock tite stimulatoiy effects of GRP 00 5-bIT neuronal activity,

suggestingthat thisacuteaction is mediatedvia GRPreceptors

Ncus-onsof tite medial parvocellular division of the PVN reps-esenttite final common

pattswayfor the neuroendocrineresponsesto stress,TiteseneuronssynthcsizeCRF andAVP as

well as a variety of neuropeptidesas 6111’ and ps-oject to tite external zoneof tite median

emínencewheretlaey exocytosetheir packagedpeptidesinto portal blood in responseto sts-ess

Corticotropin-releasingfactor(CRF) appearsto be tite major factor regutatingtite activationof

the hypotitalaíno-pituitary-ads-enalaxis, andits icv administrationcausesmanyphysiologicaland

behavioral responsesresembling titose observcd iii stress (Duon arud Berridgc, >990).

Neurochemicalstudiesitavesitown titat administrationofCRFincreases5-bIIAA concentrations

ín tite prefrontalcortexanditypotitalamusof tite rat (Lavicky andDuno, 1993)andsuggesttitat

during stress, releasedCRE can activate tite serotonergicsystens.Tite increaseof 5-bIT

metabotismin responseto different kind of stressorslis different brain s-egions, inctuding tite

hypothalamus,hasalso been reported,(lnoue et al, 1994, Shimizu et al., 1989, 1992) Qur

findings are in goodagreementwith titesestudiesandalsodemonstratetI-sat CRF is not tonica]ly

s-egulating5-1-IT neurona!activity in the [‘VN in basalconditions However,CRFmediates5-HT

activationisa tite PVN during stress,sincetite CRF receptorantagonist,u-itelical (9-41) CRF is
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able to block tite stress-inducedincreaseof 5-bI]AA conceotrationsisa tite PVN, anel to attenuate

tite vise of plasmaACTH and couticos¶eroneinducedUy restraiot síreas,as repos-tedUy otlaes-s

(Arnold et al., 1992, Linton et al., 1985, Nakaneet al, 1985, Ono et al, 1985, Rivier et al,

1982) In tite caseof pharmacologicalactivationof 5-bIT neuronsdcc to titis bombesin-like

neuropeptide,tite samedose of a-itelical (9-41) CRE was unable to block tite GRP-induced

increaseof 5-1-IT metabolismin tite PVN5 suggestingtitat CRF receptos-sas-enot involved now

in tite increaseof 5-bIIAA concentrationsinducedby GRP.

Recent studiesrelated to the effects of GRP on tite HPA functionirig suggestthat

bombesin-Iikepeptidesmay work in pas-allelto CREaspart of a constellationof responsesto

stressorsIt is knowntitat variousaves-siveconditionsinfluencethe leveisand turnoverof CRE

at tite centralnucleusof the amygda!a(Pich eta!, 1995), a nucleusconsideredto contributeto

emotional responsesRecently, it has been demonstratedthat íestraint stress induces an

ímmediateincreaseofbombesin-likepeptidesat tisecentralnucleusof the amygdala(Merali et

al, 1998) Indeed,parallelingwitit CRFchanges,releaseofbombesin-Iikepeptidesandvariations

of receptorderasityal differenthipoíhalamicnucleiarealsoinducedby restrairatstress(Kent et

al, 1998)

As shownin titis study,tite administrationof tite GRPantagonist(Leu
t3MICH

2N14LeU
14)

bombesinwaswititout effect on 5-HIAA concentrationsin the PVN os- corticosteroneandACTEL

plasma leveis. bIowever titis antagonistwas able to biock tite stress-inducedincreaseof 5-HT

metabolismin the PVN and of both stresshormones Therefore
5tlae presentdata provides

evideocefor tite involvement of GR]’ in tite stimulatingeffect of stresson plasmaACTH and

corticosteronesecretionand 00 5-bIT metabolismjo tite PVN On the basisthat ceil bodiesof

CRE neuronstitat regulateACTI-I secretionareprimarily locatedin the parvocellularneuronsof

tite paraventricularnucleusand that GRI’ is alsopresentin this hypothalamicas-ea,it is iikely that
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GRP nsay stimulatethe secretionof ACTI-I and corticosteronein responseto stressorsby

íncs-easingCRF activity in this nucleus Alternatively.GRPmaycausethe releaseof CRF from

themedianeminence,since it has also been demonstrated titat bombesin elicits a rapid release of

CRE from the medianesninence(Kent etal., ]997). Tite ability oLa CRE antagonistto b!ock tite

secretionof both tite itormonesisaducedby GRP(Garridoet al., ]998, N4erali et al., 1994) is in

agreementwith titis hypothesis.

In susnmary,tite results obtainedin this study suggesttitat GRP, by acting on GRP

s-eceptorsbut not via CRE receptors increasestite 5-HT neuronal activity in tite PVN;

f’urtherínore,it appearsthatendogenousGRPorCRF receptorligandsareindependentlyinvolved

ín the regulationof tite incíeasein 5-HT neuronalactivity, ACTH andcorticosteronesecretion,

undes-sts-essconditiosas.Ps-eviousobservationstitat icv administs-ationof GRPprovokesa las-ge

increaseisa corticosteroneand ACTI-I plasmalevelstogetiterwitit tite fact thata GRP receptor

antagonistiscapableofblocking5-bIT activationaswell aselevationin stresshormonesareboth

solid argumentsthat claims for a role of GRP isa tite responseof tite centralnervoussystemto

sts-ess.
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Table 1.

Etl’ect oficv administrationofGRP00 5-1-I]AA asad5-1-IT concentrationsin differentbraisanuclei

Ratswes-einjectedwith GRP (1, lO. 100 anel ]000 og/rat)or its salmeveiticle (5 ul/rat; icv) Ah

BRAIN REGION Control 1 ng lOng 100 ng

aucunibensn 5-bIIAA

5-HT

68±06

]2 9±12

7110.6

]2 5±2.2

76±0.7

106±1.2

7.2±0.6

92±03

arcuatenc 5-bI]AA

5-bIT

66+0.8

9.9±1.]

65+05

9.7±0.7

56±0.4

7.9±0.7

51±06

9.0±1.3

suprachias¡natbcnc 5-I-I]AA

5-1-IT

7.1±0.5

92+06

8.1±0.8

82±06

87±0.7
82±10

8. 5±0.5
]]0±09

paras’ontncularn 5-HIAA
5-bIT

8.9±07
151±19

¡0.3±0.4
]2 1±10

12.1±1 1 *
14 9±21

1 ].8±0.7*
13.4±1.5

animais were killed by decapitation 30 mio aftertiteadministration.Columosrepresesatmeansanel

vertical unes 1 SEM of 5-HIAA or 5-bIT concentrations (ng/mgprotein) oftissuesfrom 5-8 niale

s-ats * values from GRP-treated ratstitat as-e significantly different (NO 05) from vehicle-treated

controis
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FIGURE LEGENDS

Figure 1.

Doseresponseofthe effectsof (Leu53-w-CbI
2NbI-Leu

ttBombesinor> 5-HIAA concentrationsun

Use paraventrictilarnucleusira maJe rats Rats were injected with (Leusa~y~CbI
2~NH~Leus

4)

Bombesin(>0, lOO and 1000 ng/rat) or with its salme veiticle (5 pl/rat; icv) and killed lay

decapitation30 mio later. Columns s-epresentmeans and vertical fines ] SEM ofpíasma5-bIIAA

concesatrationsoftissuesfrom 6-8 rats.

Figure2.

Effeetof GRPand(Leu53-M¡-CbI
2NH-Leu

1%Bombesinon 5-tILAA conceotrationsconcentrations

in male rats Rats were injected with GRP(10 ng/rat; 5 gI/rat; icv) and/or (Leuia~w~CtI
2N1~I~

Leu
54)Bonsbes¡n(ipg/s-at; 5 pi/rat; icv) mixed togetherasadkilied by decapitation30 misa later.

Controlratswereinjectedicv witit salmevehicle(5 pI/rat) 30 mio prior to decapitation.Columns

representmearasasadvertical unes1 SEM of 5-HIAA concesats-ationsfrom tissuesof 5-8 rats ~

values from GRP-tr-eatedrats that are signifícantly different (P<0.05) from veiticle-treated

cosatrois
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Figure 3.

Effect of a-lselical(9-41 )CRF 00 5-bIIAA concentrationsin tite pas-aventricularnucleusin male

rats Ratswere iusjected with «-Iselica] CRF (1, 3 and 10 ~Ág/rat;5 ~.tI/rat;icv) and killed by

decapitation20 mio lates- Control ratswere injectedicv with salmevehicle(5 il/rat) 20 misa prior

to decapitation.Coluíaanss-epresentmeaosand vertical unes ] SEM of 5-bILAA concentrations

from tissuesof 5-6 rats.

F¡gure4.

Effect of a-helical (9-41)CRFon 5-HIAA cosacesatrationsin tite pas-aventricularsaucleus, and

piasmaACTbI and corticosteroneconcentrationsisa male rats. Ratswereinjectedwitit a-helical

CRF(lO ig/rat; 5 il/rat, icv) or its salmeveiticle (5 il/rat). 35 mm before decapitatiosaand

exposedto restraint stress(15 misa) immediatelybeforedecapitationControlratswere injected

ícv with u-laelical CRF (]O~ig/rat; 5 ¡d/rat; icv) or its salmevehicle (5 pl/rat) 35 mio prior to

decapitationColumsasrepresesatmeasasasad verticalunes±1SEM of 5-bIIAA (panel A), plasma

ACTbI (panelB) or corticosterone(panel C) concesatrat¡onsfrom from 5-8 rats, * , valuesfrom

saline-treatedstressedratsasad a-helicalCRE-treatedstressedratstitat are sigsaificantlydifferent

(¡‘<005) from vehicle-treatedcontrois.#, valuesfrom a-helicalCRE-treatedstressedrats that

aresigsaifícantlydifferent (¡‘<0.05) from saline-treatedstressedrats
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Figure 5.

ElTect ofGRPasada-helical(9-4])CRF osa plasma5-bI]AA concesatratiosasisa theparaventricular

nucleusin materats. Rats were injected with «-laelica> (9-4> )CRF (lO ig/rat; 5 pl/rat; icv) or jts

salmevehicle (5p1/rat;icv)20 minutesprior to GRP (10sag/rat; 5 pl/rat icv) or its salmevehicle

(5 ul/rat;icv) admisaistration,asadkilled 30 minutesafterGRPinjection Controlratswere isajected

ícv with salmeveiticle (5 pl/rat) twice, 50 aod 30 misa prior to decapitation.Columosrepresent

meansasadverticalunes] SEMof 5-I-IIAA cosacesatratiosasfrom tissísesof 5-8 rats. ~, valuesfrom

GÍ{P-treatedratsthat are sigsaificasatlydifferent (¡‘<0.05) from veiticle-treatedcosatrois.

Figure6.

Ratswereinjectedwith (Leuia~sv~CH2NbI~Leuí
4)bombesin(1 gg/rat; 5 pl/rat; icv) os- its salme

veiticle(5 pi/rat),45 miobeforedecapitationasadexposedto restraintstress(15 misa)immediate]y

before decapitation.Control rats were isajected lev with (Leu13-y-CbI
2NH-Leu

14)bombesin

(1 pg/rat; 5 pI/rat; icv) or its salmevehicle (5 ¡rl/rat) 45 mio prior to decapitation Columsas

representmeasasasadvertical unes±1SEM of 5-HIAA (panelA), plasmaACTH (panel B) or

corticosterone(panelC) concentratiosasfrom 5-8rats. * valuesfromsaline-treatedstressedrats

asad (Leu’3-w-CbI
214bI-Leu’

4) bombesisa-treatedstressedrats that are significasatly different

(P<O05)from vehicle-treatedcontrois.#, valuesfrom (Leu’3-w-CH
2NH-Leu

54)bombesisa-treated

stressedrats that aresignificasatlydifferesat(¡‘<0.05) from saline-treatedstressedrats.
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Índex tcrms: GRP; Stress;Paraventrictclas-saucleus;5-itydroxyindoleaceticacid (5-HIAA); 5-

laydroxytryptamisae(5-bIT); ACTI-{; corticostes-one;(Leu ía~w~CbI2NH~Leuí
4)

Bombesin;a-helical(9-41)CRF.
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