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cisteina

dopamina

diacilglicerol

dietsl pirocarbonato

3,4, dihidroxifeniletifenglicol
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leu-enk: péptido leucina-encefalina

LH: hormona luteinizante

LH-RH: factor liberador de la hormona luteinizante
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y-LPH: y-lipotropina

Lys: fisina
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m-CPP; m-clorofenil-piperazina

Met: metionina

met-enk: péptido metionina-encefalina

min; minuto

mg: miligramo

ml: mililitro

min: milimetro

mmmol: milimol

mM: milimolar

M: molar

ng: MIiCTOEramo

Wi microlitro

i micra

uM: micromolar

a-MSH: hormona a-estimulante del melanocito
B-MSH: hormona $-estimulante del melanocito
NA: noradrenalina

ng: nanogramo

nM: nanomolar

NMDA: N-metil-D-aspartatc

NMB: neuromedina B



NOQ: oxido nitice

NPe: nucleo periventricular del hipotalamo
NPV: nucleo paraventricular del hipotalamo
NPY: neurapéptide Y

NRS: suero normal de conejo

NSO: nucleo supraéptico del hipotalamo
NSQ: nucleo supraquiasmatico del hipotalamo
NTS: nucleo del tracto solitaric

NVM: nucleo ventromedial del hipotalamo
8-OH-DPAT: 8-hidroxi-2-{dipropilamino)} tetralina
PBS: solucién salina tamponada con fostato
PCPA: p-clorefenilalanina

PEG: polietilenglicol

PENK: proencefalina

PE: picogramo

PGEZ: prostaglandina E2

Phe: fenilalanina

PHI: péptido histidina-isoleucina

PiP,: fosfatidil inostol fosfate

PKC: proteina-quinasa C

PKA: proteina-quinasa A

PLC: fosfolipasa C

PM: ciclo nocturno

pmol: picomol

POMC: proopiomelanocortina

PP: polipéptide pancreatico

PRL: prolactina

pro-GRP: polipéptido precursor de GRP

p/v: peso/volumen

RG: receptor de glucocorticoides

RIA: radicinmunocensayo

RM: receptor de mineralocorticoides

rpm: revoluciones per minuto

sc! administracién subcutanea

SCLC: tumor pulmonar de células pequenas ¢ “small cell lung carcinoma”
Ser: serina

seg: segundo

SGP: sustancia gris periacueductal

SNC: sistema nervioso central

SNP: sistema nervioso periférico

55C: citrato sédico salino

T3: trivodotirosina

T4: tetrayodetironina o tiroxina

AS-THC: A°-tetrahidrocannabinol

TRH: hormona liberadora de tirctropina
Trp: triptéfano

TSH: tirotropina

Tyr: tirosina

Ut unidades internacionales

Val; valina



VIP: péptido intestinal vasoactivo
v/iv: volumen/volumen
W vatio
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Resumen

El Péptido Liberador de Gastrina (GRP) es un péptido de 27 aminocacidos que fue
aislado por Mc Donald y cols. ent 1977 de tejido gastrico porcino e identificado posteriormente
en el Sistema Nervioso Central {(SNC) de mamiferos y en el hombre (Moghimzadeh y cols.,
1983; Price y cols., 1984). Asimismo, GRP es un estimulador potente de las secreciones
pancreatica y gastrica en animal de experimentacion y en humane (Knigge y cols., 1984,
Knuhtsen y cols., 1984).

Ademas de su localizacion en tejido gastrico se ha encontrado inmunorreactividad a
GRP asi como receptores especificos en el tejido cerebral, principalmente en el hipotalamo
(Moody y cols., 1981). GRP regula la temperatura, el apetito, ¥ también interviene en el control
de las funciones cardiaca y gastrica (Brown y cols., 1977; Gibbs y Smith, 1988; Makhloufy
Schubert, 1988; Walsh y cols., 1988). Ademas, GRP participa en la regulacién neurcendocrina
de la secrecion de hormonas hipofisarias; por ejemplo, GRP inhibe indirectamente la secrecion
de hormona de crecimiento (GH) v prolactina (PRL) in tivo {Kentroti y cols., 1988a y b;
Manzanares y cols., 1991).

Su abundanciaen el SNC, concretamente en el hipotalamo, apunta hacia una finalidad
coordinada con el factor liberador de corticotropina (CRF) en el preoceso de regulacion del eje
hipotdlamo-hipéfisis-adrenal (HHA}, implicado en la fisiopatologia de algunas alteraciones
mentales que cursan con ansiedad, como son la depresion, anorexia nerviosa y bulimia.

El presente trabajo ha tenido como objetivo en primer lugar estudiar la participacion
de GRP en la regulacién del eje HHA en condiciones basales. Para ello se han realizado
experimentos tante in vivo como in vitro.

Los experimentos in vifro revelan que GRP activa el eje HHA y aumenta la liberacion
de corticotropina (ACTH) y corticosterona actuando a través de su receptor a los tres niveles
del eje HHA, es decir, en el hipotalamo, aumentando la liberacién de CRF, en la hipofisis,
aumentando la liberacion de ACTH, y en la glandula adrenal, aumentando la liberacion de
corticosterona. Asimismo, se ha observado que GRP no regula de forma tdnica la liberacion
de estas hormonas a ninguno de los tres niveles del eje. Por otra parte, y con el fin de
determinar si la liberacion de ACTH inducida por GRP a nivel hipofisario es dependiente de
calcio, se estudio el efecto de distintas concentraciones de GRP sobre la liberacién de esta
hormona tanto en condiciones fisiologicas (concentracién de calcio extracelular 1,5 mM) como
en concentraciones bajas de calcio extracelular (200 nM), encontrandose que la liberacion de
ACTH inducida por GRP es un proceso calcio-dependiente.

Los experimentos in vivo demuestran que GRP es un potente activador del eje HHA,
efecto ejercido a nivel central, ya que su administraciéon intracerebroventricular {icv), perec no
su administracidn intravenosa {iv}, eleva de forma marcada las concentraciones plasmaticas
de ACTH y corticosterona. Este efecto parece estar mediado tanto por el receptor de GRP como
por el de CRF, ya que la administracion de antagonistas de ambos receptores bloquea la
secrecion plasmatica de ACTH y corticosterona inducida por GRP. Asimismo, y mediante el
uso de estos mismos antagonistas se ha observado que tanto GRP como CRF no regulan de
forma tonica la secrecion plasmatica de ambas hormonas.
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Una vez descritas tanto la via de administracién, como las dosis, los tiempos y el
mecanismo de accién por el cual GRP activa el eje HHA, y tras no haberse encontrado
evidencias de su participacion en la regulaciéon endégena de la secrecién de ACTH y
corticosterona en condiciones basales, se decidié estudiar la posible funcion fisiolégica de este
neuropeptido y la implicacion del receptor de GRP tras la activacion del eje HHA en situacion
de estrés, y compararla con el efecto que CRF (el activador mas potente del eje HHA conocido
hasta ahora) ejerce sobre estos procesos. Para ello se han utilizado los antagonistas
mencionados anteriormente, y se ha observado, como ya era sabido, que el estrés por
restriccién de movimientos produce una gran elevacién de la secrecion de ACTH y
corticosterona, pero que ademas, ese aumento es atenuado, no sélo como era previsible tras
el bloqueo previo con un antagonista del receptor de CRF, sino que también posee el mismo
efecto un antagonista del receptor de GRP.

Dada la importancia de la serotonina en la regulacion del eje HHA, el objetivo del
siguiente bloque de experimentos ha sido caracterizar el papel de GRFP sobre la actividad
serotoninérgica del nticleo paraventricular del hipotalamo (NPV) tanto en situacion basal como
de estrés, asi como los mecanismos eventualmente implicados en dicho efecto. La
administracion icv de GRP aumenta la actividad serotoninérgica en el NPV, efecto que parece
estar mediado por el receptor de GRP, pero no por el de CRF; asimismo, se ha observado que
tanto GRP como CRF no regulan de forma tonica la actividad serotoninérgica en el NPV en
condiciones hasales, pero si en procesos de estrés,

En la Gltima parte de experimentos se ha estudiado el efecto que produce la
administracion icv de GRP sobre la regulacion de la expresion génica de CRF,
proopiomelanocortina (POMC) ¥ proencefalina (PENK) y como dicho efecto eventual podria
modificarse a lo largo del tiempo. La medida del ARNm de estos polipéptidos se ha realizado
mediante técnicas de histoquimica por hibridacion in situ, en distintas regiones hipotalamicas
e hipofisarias, areas en las que se expresan dichos precursores en alta proporcion. Estas son
el NPV y el niicleo ventromedial (NVM) del hipotalamo, y los l6bulos anterior e intermedio de
la hipofisis. GRP elevalos niveles de ARNm de CRF en el NPV, 120 min tras su administracion,
mientras que la expresion génica de PENK a los tiempos estudiados no se modifica ni en el
NPV ni en el NVM. Por ultimo, GRP eleva de forina marcada los niveles de ARNm de POMC en
el 16hulo anterior (60 y 120 min tras su administracion) e intermedio de la hipéfisis (30 y 60
min tras su administracion).

En conclusion, los resultados presentados ponen de manifieste que GRP es un potente
activador del eje HHA, actuando de forma coordinada con CRF en la regulacién de la secrecion
de ACTH y corticosterona, y demuestran la implicacion de GRP en el aumento de la secrecién
hormonal adrenohipofisaria y de la actividad serotoninérgica en el NPV que se produce en
situaciones de estrés. Aparentemente, este neuropéptido es capaz de modificar la expresion
génica de CRF en el NPV y POMC en la hipéfisis en condiciones basales. Todo ello apunta que
GRP podria ser un nuevo secretagogo de ACTH y corticosterona, y sugiere la eventual
aplicacion de antagonistas de GRP en el tratamiento de patologias relacionadas con
determinados tipos de estrés que cursan con alteraciones del eje HHA como son la ansiedad
y/o la depresion.
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1. El eje hipotalamo-hipoéfisis-adrenal

El mantenimiento de la homeostasis es fundamental para la supervivencia del
individuo y propagacion de su especie. Para ello, debe existir una coordinacién entre las
condiciones ambientales externas y los procesos fisiologicos que materializan la respuesta.
Asi, los seres vivos han desarrollade una serie de mecanismos y sistemas que les permiten
mantener esta homeostasis y adaptarse de este modo al ambiente.

Con este fin, los mamiferos, han desarrollado un procedimiento de defensa complejo
que incluye algunos de los componentes del Sistema Nervioso Central (SNC}, como son el
nicleo paraventricular del hipotalamo {NPV), distintos nnicleos noradrenérgicos del tallo
cerebral, el eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal (HHA) y el sistema nervioso auténomo. El objetivo
de todos estos sistemas en su conjunto es mantener la homeostasis tanto en situacién hasal
como de estrés, e intervenir en la regulacién de funciones corporales fundamentales, como el
tono cardiovascular, Ia respiracion y el metabolismo. La activacién de estos sistemas inhibe
algunas funciones ejercidas por el SNC, como son el comportamiento sexual y la conducta
alimenticia, y en cambio estimula otras, como son las emociones. Por otra parte, la activacion
de estos sistemas también altera funciones reguladas por el sistema nervioso autérniomo
periférico, como son la funcionalidad gastrointestinal y la respuesta inflamatoria e inmune.

El eje HHA es un sistema que integra tres niveles diferentes. La activacion de este eje
se inicia en el NPV, con la liberacidon del factor liberador de corticotropina (CRF) a la
circulacion portal hipofisaria. Enla hipsfisis anterior, CRF actiia sobre susreceptores situados
a este nivel para estimular asi la liberacion de la hormona adrenocorticotropa o ACTH, que a
su vez actia sobre las glandulas adrenales para inducir la sintesis y liberacion de
glucocorticoides, corticosterona en roedores y cortisol en primates y en el hombre. Los
glucocorticoides ejercen un efecto de retroalimentacién negativa sobre la secrecion de CRF y
ACTH. Esta alteracién hormonal responde a distintos estimulos estresantes y a cambios
debidos a la adaptaciéon del individuo a su entorno, asi como a procesos fisiolégicos
endogenos.

1. Hipotalamo y niicleo paraventricular del hipotalamo: neuroanatomia y
neuroendocrinologia

El hipotalamo esta localizado en la base del cerebro anterior, por debajo del talamo
{figura 1)y esta dividide en des partes por el tercer ventriculo. E]1 hipotalameo contiene a suvez
distintas regiones, cadauna de ellas formada por cuerpos celulares situados de forma bilateral
en relacion al tercer ventriculo (Zaborszky, 1982).

Distintas fibras nerviosas conectan el hipotédlamo con la corteza cerebral, el talamo,
otras partes del sistema limbico (como el hipocampo, la amigdala y el septum) y la médula
espinal, Las neuronas de estas regiones cerebrales liberan neurotransmisores que regulan las
neuronas hipotaléamicas (Martin, 1985).
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FIGURA 1
El hipotdlamo y la hipofisis

(O) cuerpe calloso

- tdlamo
hipotdlamo

hipéfisis

médula espinal

(&)

tercer ventriculo
hipotdlamo

emirencio media nfundiodo NEUROHIPOFISIS
pars Iébulo posterior

fuberalis
ADENOHIPOFTSIS +— flujo sanguineo arterial

fébulo anterior arteria hipofisaria inferior

flujo sanquineo venaso

I6bulo intermedio

{a} El hipotdlamo se encuentra en la base del cerebro medio, por debajo del talamo; la hipéfisis se
encuentraunidaa la eminencia media hipotaldmicapor el infundibulo. {b) Conexiones entre el hipotdamo
y la hipéfisis y prinapales subdivisiones de la hipdfisis.

Es importante destacar la gran cantidad de funciones que realizan tos distintos niicleos
hipotalamicos. Ademas de sintetizar hormonas, el hipotalamo: a) regula el sistema nervioso
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auténome simpatice y parasimpatico, que controla las funciones viscerales; b) interviene en
la regulacion de la temperatura corporal del organismo; c] contiene el “reloj biologico” que
regula los ritmos bicldgicos del organismo; dj regula et balance electrolitico; e} controla el
comportamiento emocional (enfado, miedo, euforia, ansiedad) y otros tipos de comportamiento
como hambre, sed, agresidén y comportamiento sexual (Zaborszky, 1982; Martin, 1985).

El hipotalamo contiene ademés células neuresecretoras encargadas de liberar
hormonas. Existen dos grupos de células neurosecretoras hipotalamicas agrupadas en dos
sistemas: el sistema magnocelular y el sistema parvocelular:

a) Sistema magnocelular: Las células neurosecretoras magnocelulares estan localizadas
en el NPV y en el nticleo supradptico (NSO). El NPV contiene dos tipos de células, un
grupo que sintetiza oxifocina y otro grupo que sintetiza arginina-vasopresina (AVP).
Asimismo, el NSO también produce oxitocinay vasopresina. Estas células se proyectan
hasta el lébulo neural de la hipéfisis, donde estas hormonas se liberan a partir de las
terminaciones nerviosas (Swanson y Sawchenko, 1983).

b} Bl sistema parvocelular: Las células neurosecretoras parvocelulares se encuentran
en el area preéptica, nucleo ventromedial (NVM), nicleo arqueado (ARC), NPV y NSO,
¥ se proyectan hasta la eminencia media (EM) del hipotalamo. Esta Gltima regién
contiene venas portales hipofisarias que desembocan en la adenohipéfisis. Los axones
de las neuronas parvocelulares desembocan en la EM, donde forman terminaciones
sobre el espacio pericapilar que rodea los capilares del sistema portal hipofisario
[Antoni, 1986a). De esta forma, las hormonas hipotalamicas {llamadas hormonas
hipofisiotrdpicas)] se liberan en la EM (tabla 1}, desde donde se incorporan a la
circulacién portal hipofisaria, alcanzando la adenohipéfisis, donde a su vez regulan ja
liberacion de distintas hormonas. Para ser lamadas hipofisiotrépicas, estas hormonas
deben cumplir tres condiciones: a) estar presentes en la EM; b} presentar niveles
mayores en circulacidén portal hipofisaria que en el resto del sistema circulatorio; )
presentar niveles en circulacion portal hipofisaria correlacionables con la secrecion de
la correspondiente hormona hipofisaria (Sarkar, 1983).

E1 NPV del hipotalamo posee ocho subdivisiones, tres magnocelulares (anterior, medial
¥y posterior), cuyas neuronas emiten sus axones a la neurohipdfisis, y cinco parvocelulares
(periventricular, anterior, medial, dorsal y lateral), cuyas neuronas emiten sus axones a la
zona externa de la EM y a distintos niicleos del tallo cerebral ¥ de la medula espinal, algunos
de los cuales estan relacionados con el sistema nervioso auténomo. Por otro lado, las
neuronas de este nlcleo reciben aferencias del tallo cerebral, de las regiones limbicas del
telencéfalo y del hipotdlame, incluyendo el irea predptica, los nacleos supraquiasmatico
(NSQ), ARC y NVM, el nucleo subfornical y las areas hipotalamicas anterior y lateral. Estas
proyecciones son pequenas, exceptuando las aferencias del ARC y del area subfornical, y
alcanzan el NPV para continuar y terminar en otras regiones, como la EM, y en menor medida
el tallo cerebral y la médula espinal [Swanson y Sawchenko, 1983).
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TABLA 1
Hoarmonas sintetizadas y liberadas a partir de células neurosecretoras del hipotalamo

Area hipotalimica Sintesis hormonal

Area predptica #Hormona liberadora de hormona
luteinizante (LH-RH)
®Hormona liberadora de tiretropina (TRH]

Nucleo supraéptico *En la region magnocelular:
& AVP
= Oxitocina
#En la region parvecelular:
& CRF

Nucleo paraventricular ®En la regién magnocelular:
w AVP
33 Oxitocina

eEn la region parvocelular:

2 CRF
#=» TRH
Nucleo ventromedial eHormona liberadora de somatotropina (GH-
RH)
®Somatostatina
*CRE
¢TRH
Nucleo arqueado *TRH
Eminencia media *CRF
oGH-RH
®Scmatostatina

Numerosos cuerpos celulares de neuronas parvocelulares que se proyectan a la zona
externa de la EM contienten una alta concentracién de CRF (Antoni, 19864a), un péptido de 41
aminodcidos que es la principal hormona encargada de activar el eje HHA, como se explicara
posteriormente. Estas neuronas también contienen el ARNm que codifica el precursor de CRF
(Young y cols., 1986a). Se ha descrito que CRF y AVP, y sus respectivos ARNm coexisten en
las neuronas parvocelulares del NPV que terminan enla EM {Tramu y cols., 1983; Sawchenko
vy cols,, 1984ay b; Wolfson y cols., 1985). De hecho, CRF y AVP estan presentes en las mismas
vesiculas secretoras de la zona externa de la EM, lo que sugiere que pueden ser liberados de
forma conjunta (Whitnall y cols., 1985). También existen otros péptidos co-localizados con CRF
en estas neuronas, como angiotensina Il (Lind y cols., 1985} y octapéptido amine-terminal de
colecistoquinina (CCK-8, Mezey y cols., 1986). El conjunto de sustancias neuroactivas
localizadas en ¢l NPV se resume en la tabla 2.

Asimismo, pero en menor medida, existen neuronas que contienen CRF que se
proyectan hacia la zona interna de la EM desde 1a region magnocelular del NPV. En estas

neuronas, CRF coexiste con AVP (Sterba v Schober, 1979), oxitocina (Sawchenko y cols,,

-10-
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1984b), angiotensina Il (Hoffman y cols., 1982) y CCK-8 (Vanderhaeghen y cols,, 1985).

Todos los péptidos mencionados anteriormente inducen la secrecién de ACTH en la
adenohipoéfisis, por lo que se les considera secretagoges de ACTH.

TABLA 2
Sustancias neurcactivas identificadas en el nicleo paraventricular

Sustancia neurocactiva

Subdivision del nicleo
paraventricular en la que
se encuentra

A. Cuerpo celular

Oxitocina y vasepresina

Division magnocelular principalmente,

también parvocelular

Somatostatina

Subdivision periventricular

parvocelular

De¢pamina

Subdivisidn periventricular

parvocelular y regiones adyacentes

metionina-encefalina {met-

enk} y leucina-encefalina {leu-

Divisién parvocelular y magnocelular.

Predomina met-enk sobre leu-enk

enk)

Neurotensina Subdivisidon medial y periventricular
parvocelular

Dinorfina Coexiste con vasopresina en division
magnocelular

Sustancia P Divisién parvocelular

Glucagon Divisién magnocelular

Renina En neuronas cxitocinérgicas en
divisién magnocelular

CRF Subdivision anterior y medial
parvacelular

ACTH (1-39) y Divisién magnocelular

B-endorfina

“11-
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Sustancia neuroactiva Subdivision del niicleo Procedencia
paraventricular en la que
se encuentra

B. Fibras y terminales

Noradrenalina Division parvocelular. También en Células
neuronas vasopresinérgicas en catecolaminérgicas
division magnocelular Al{médula ventral),

A2 (nicleo del tracte
solitario} y A6 (locus
coeruleus)

Adrenalina Divisién parvocelular Células

catecolaminérgicas
Cl(médula ventral] y
C2 {nucieo del tracto
solitario)

Serotonina Division parvocelular y células Nicleo dorsal y medial
oxitocinérgicas de la division del rafe
magnocelular

Acetileglina Neuronas colinociceptivas Desconocida

ACTH {1-39), Subdivision periventricular, dorsaly nicleo arqueado

B-endorfina y hormona o-

estimulante del melanocito

medial parvecelular

Péptido intestinal vasoactivo

Subdivision periventricular

parvocelular

Desconocida. Quizas

nucleo supradptico

Acido y-aminobutirico {GABA)

Distribucion detallada en el nlclec

paraventricular desconocida

Desconocida

TRH

Divisiéon parvocelular principalmente.

También en division magnocelular

Descenocida

Polipéptido pancreatico

Presente en fibras en el nucleo

Desconocida

paraventricular

Bradiquinina Presente en pocas fibras del nacleo Desconocida
paraventricular

Prolactina (PRL) Presente en fibras del nucleo Desconocida

paraventricular

Angiotensina I

Varicosidades dispersas en el niclec

paraventricular

Desconacida

{Tomado de Swanson y Sawchenko, 1983)

-12-



Intreduccién

2. Hipofisis: neuroanatomia y neuroendocrinologia

La hipéfisis es una glandula que se encuentra unida al hipotalamo, concretamente a
nivel de la EM, por el pediinculo hipofisario. Esta dividida en tres partes: 16bulo anterior (pars
distalis}, l6bulo intermedio {pars intermedia) y lobule posterior {pars nervosa). De forma
conjunta, el 16bulo anterior y el intermedio forman una verdadera glandula endocrina, la
adenohipéfisis, mientras que el ldbulo posterior, también llamado neurchipdfisis es una
extensiéon del hipotidlamo y por tanto esta formada por tejido neural (figura 1). La hipofisis
secreta diez hormonas a partir de sus tres l6bulos (tabla 3), y esta secrecién es regulada por
el hipotalamo {Brown, 1994),

TABLA 3
Hormonas sintetizadas y liberadas por Ia hipéfisis

Lébulo hipofisario Sintesis hormonal

Lébule anterior sHormona de crecimiento o somatotropina
(GH)
¢ ACTH

eHormona estimulante del tiroides o
tirotropina {TSH)}
®Prolactina (PRL)
®Gonadotropinas:
# Hormona estimularnte del foliculo
{FSH)
& Harmona luteinizante (LH)

Lobule intermedio sHormona estimulante del melanocito (MSH)
of-endorfina

Lébulo posterior ¢ xitocina
SAVP

2.1. Neurohipofisis

La neurchipdéfisis, como se ha mencionado anteriormente, es una proyeccion del
cerebro formada por tejido neural. Contiene el l6bulo posterior de la hipéfisis y una parte del
pedinnculo hipofisario, llamado infundibulo, que contiene Ios axones de las células
neurosecretoras hipotalamicas. Estas células neurosecretoras estan localizadas en el NPV y
NSO del hipotalamo, nticleos en los que se sintetizan oxitocina y AVP, que son liberadas en
esta region hipofisaria (Brown, 1994}

2.2, Adenohipofisis

La adenohipéfisis, como se ha indicado anteriormente, es una verdadera glandula
endocrina, constituida por el 16bulo anterior e intermedio, y se encuentra unida al hipotalamo

-13-
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por una parte del peduncule hipofisaric lamada pars tuberalis, que contiene los vasos
sanguineos del sistema portal hipofisario. Las terminaciones nerviosas de las células
neurosecretoras hipotaiamicas terminan en la EM, desde donde las hormonas liberadas por
estas neuronas se liberan a la circulacién portal hipofisaria, alcanzando asi la adenohipéfisis.

El sistema portal hipofisaric, que conecta el hipotalamo con la hipéfisis, es
relativamente complejo. La arteria superior hipofisaria desemboca en la EM, donde se forman
una serie de capilares, llamados en su conjunte “plexe primaric”, donde las hormonas
hipotalamicas son liberadas. Estas hormonas viajan a través de las venas portales hipofisarias
de la pars tuberalis hasta otra serie de capilares en la adenohipéfisis llamados en su conjunto
“plexo secundario”. En este lugar, las hormonas hipotalamicas estimulan las células
hipofisarias para liberar sus hormonas, desde donde alcanzan la circulacion general (Brown,
1994). Ademas de liberarse en el plexo secundario, algunas hormonas adenchipofisarias, como
prolactina (PRL), se liberan en el liquido cerebroespinal (Lenhard y Deftos, 1982).

3. Glandula adrenal: neuroanatomia y neuroendocrinologia

Existen dos glandulas adrenales, cada una de ellas situada sobre cada rinon. Cada
glandula adrenal contiene a su vez dos glandulas endocrinas: la médula adrenal, situada mas
internamente, y la corteza, que rodea la médula {figura 2).

3.1. Médula adrenal

La médula adrenal es una glandula endocrina cuya secrecién esta controlada por el
sistema nervioso simpatico. A partir de esta glandula se liberan a la sangre adrenalina, v
noradrenalina (NA). La adrenalina se libera tras una situacion de estrés debido a condiciones
ambientales extremas, como el frio, 0 en situaciones de peligro, y actiua elevando la frecuencia
cardiaca y las niveles plasmatices de glucosa, lo que contribuye a aumentar la capacidad de
trabajo que el miisculo puede realizar. La NA eleva la presion arterial y produce la contracciéon
de los vasos sanguineos.

Ademas, la médula adrenal libera pequenas cantidades de dopamina (DA) y otras
sustancias no catecolaminérgicas (Brown, 1994).

3.2. Corteza adrenal

La corteza adrenal sintetiza y libera tres tipos de hormonas esteroideas:
mineralocorticoides, glucocorticoides y andrégenos,

La sintesis y liberacidn de glucocorticoides (cortisol y corticosteronaj se estimula por
ACTH. Estas hormonas modulan el metabolismo de glucosa y otros nutrientes organicos y
transforman las grasas y proteinas en carbohidratos. Ademas, los glucocorticoides se liberan
tras una situacion de estrés y ejercen funciones antiinflamatorias e inmunosupresoras:
inhiben la respuesta inflamatoria y alérgica y la produccién de linfocitos por el sisterna

-14-



Introduccién

immune.

La aldosterona es un mineralocorticoide que interviene en el metabolismo de sales
minerales. Su secrecion se estimula al disminuir los niveles de sodig, y al iberarse incrementa
la reabsorcién de iones sodio en el rifndén y las glandulas salivares, principalmente. Por tltimo,
la corteza adrenal libera pequefias cantidades de androgenos (dehidroepiandrosterona y
androstenodiona), que debido a su baja potencia respecto a la testosterona, no poseen una
funcién fisiolégica relevante en el hombre, aunque si la tienen en la mujer.

FIGURA 2
La glandula adrenal
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fa} Situacion de la glandula adrenal, encima del nion. (b) Seccion transversal de la glandula adrendl,
mostrando la corteza y la médula. (¢} Seccidn transversal de o gldndula adrenal, mostrando las
diferentes capas de la corteza que rodean la médula y las hormonas liberadas en cada una de ellas.
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La corteza adrenal no es una glandula homogénea, ya que esta formada por tres
laminas o tejidos (figura 2} La lamina mas externa -zona glomerulosa- contiene gran cantidad
de enzimas necesarios para transformar corticosterona en aldosterona, pere carece de los
enzimas necesarios para la sintesis de cortisol y androgenos. Por lo tanto, en esta lamina se
sintetiza aldosterona principalmente. Por el contrario, la zona fasciculata y la zona reticularis
presentan un perfil enzimatico diferente, por lo que secretan cortisol y andrégenos y no
aldosterona (Brown, 1994).

4. Hormonas del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal
4.1. Factor Liberador de Corticotropina {CRF)
4.1.1. Descubrimiento y caracterizacion

Harris, en 1948, fue el primer investigador en postular la existencia de hormonas
hipotalamicas que podrian ser liberadas desde la EM hipotalamica hasta la hipéfisis, v asi
medular la secrecton de hormenas hipofisanias. En 1955, Guillermin y Rosenberg, v Saffran
v Schally, demostraron de forma independiente la existencia de un factor presente en el
hipotalamo que pedria producir la liberacion de ACTH en hipéfisis de ratas intactas. Esta
sustancia fue llamada factor liberador de corticotropina o CRF por su capacidad para estimular
la secrecion de ACTH. A pesar de que CRF fue el primer factor liberador hipotalamico en ser
descuhierto, su estructurano fue determinadahasta muchos afios mastarde. En 1981, Spiess
y cols. determinaron la estructura de CRF a partir de hipotalamo bovino, y ese mismo afio,
Vale y cols. aislaron, caracterizaron y sintetizaron este péptido, que consta de 41 aminoacidos
(figura 3) v presenta homologia con dos péptidos aislados en invertebrados, urotensina [ y
sauvagina (Fisher, 1989) .

La secuencia de este péptido fue posteriormente determinada en oveja, rata, cerdo,
cabra, vaca y hombre; en todos los casos este péptido contiene 41 amincacides y una
estructura primaria similar (Rivier y Plotsky, 1986). Curiosamente, la estractura de CRF es
similar en rata y humano (Fisher, 1989). Hoy en dia se considera que el péptido sintetizado
por Vale y cols. en 1981 es el principal factor que produce la liberader de ACTH, tanto en rata
{Rivier y cols., 1982a) como en humanos (Grossman y cols., 1982). Parece ser que los dos
residuos de leucina (Leu) en las posiciones 14, 15 y 37, 38, y los grupos basicos en las
posiciones 16 y 35 son fundamentales parala actividad biologica de este péptido (Vale y cols.,
1983a).

4.1.2. Distribucion y receptores

En lineas generales, se ha detectado inmunorreactividad a CRF principalmente en el
hipotalamo de rata (NPV y zona externa de la EM; Bloom y cols., 1982} y en areas del sistema
limbice, concretamente en estructuras implicadas en la regulacion del sistema nervioso
autébnomo y en regiones relacionadas con el procesamiento de la informacién sensorial.
Ademas, existe CRF en el telencéfalo, corteza, nticleo central de la amigdala, bulbo clfaterio,

-16-



Introduccion

algunos nicleos talamicos, sustancia nigra, sustancia gris periacueductal (SGP), locus
ceruleus (LC), nucleo del tracto solitario (NTS), niicleos parabraquiales dorsal y ventral y
algunos nucleos del cerebelo (Dunn y Berridge, 1990). Asimismo, se ha detectado
inmunorreactividad a CRF en el l6bulo posterior de la hipofisis (Bloom y cols., 1982), y en
sangre portal hipofisaria (en una concentraciéon de 104,9 £ 9.7 pmol/ml plasma, mientras que
en sangre periférica esta concentracién es mucho menor, 27,5 + 6,8 pmol/ml plasma; Gibbs
y Vale, 1982). En humanos, se ha detectado inmunorreactividad a CRF en hipotalameo,
pedunculo hipofisario, [6bulo posterior de la hipdfisis, tadlamo, corteza, cerebelo, pons, médula
oblongata y médula espinal. Fuera del SNC, es importante destacar la presencia de CRF en
la glandula adrenal en humanos (Suda y cols., 1984).

FIGURA 3
Estructura de CRF ovino, humano y de rata

CRE suno

H-Ser-GIn-Glu-Pro-Pro-lle-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-His-Leu-Leu-Arg-Glu-Val-Leu-Glu-Met-Thr-Lys-
Ala-Asp-Gln-Leu-Ala-Gin-Gln-Ala-His-Ser-Asn-Arg-Lys-Leu-Leu-Asp-Ile-Ala-NH,

CRF humano y de rata

H-Ser-Gha-Glu-Pro-Pro-lle-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-His-Leu-Leu-Arg-Glu-Val-Leu-Glu-Met-Ala-Arg-Ala-
Glu-Gin-Leu-Ala-Gln-Gin-Ala-His-Ser-Asn-Arg-Lys-Leu-Met-Glu-Ile-Ile-NH,

Las diferencias en la secuencia de CRF ovino y humano/ rata aparecen resaltadas en negrita

Las neuronas CRFérgicas del NPV contienen vesiculas secretoras de 80-100 nm con
inmunorreactividad a CRF. Las dendritas de estas células también contienen CRF. Del cuerpo
celular deriva un inico axén que suele ramificarse y establecer conexiones con otras neuronas
CRFérgicas del NPV (Antoni, 1986a). No se conoce, sin embargo, si un axén es capaz de
establecer conexiones con su propio cuerpo celular, lo que explicaria que CRF regule su
propia biosintesis, como han sugerido Ono y cols. (1985a). Los axones de estas neuronas
forman conexiones con neuronas magnocelulares del NPV (Liposits y cols., 1985) y del NSO
(Shioda y cols., 1985). Por iltimo, distintes estudios sugieren que los receptores de ACTH
podrian estar localizados en neuronas hipofisiotropicas CRFérgicas, aunque se desconoce si
estan implicados en el circuito de retroalimentacién corta que regula la secrecion de CRF
(Antoni, 1986a).

Hasta el momento se han descrito dos tipos de receptores para CRF: CRF-1 y CRF-2.
Ambos tienen una estructura bastante similar, presentando una homologia del 70%, y
pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteina G, con siete dominios
transmmembrana (Giguére y cols., 1982; Aguilera y cols., 1983; Stenzel y cols.,, 1995). El
receptor CRF-1 se expresa principalmente en cerebro e hipdfisis (Chen y cols., 1993}, mientras

que CRF-2 se localiza ademads en tejido periférico, concretamente en musculo esquelético y
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corazén (Kishimoto y cols., 1995). Recientemente se ha descrito tanto en rata como en
humanos que el receptor CRF-2 presenta dos subtipos, CRF-2, vy CRF-2,, distribuidos de forma
diferente, ya que mientras el ARNm del receptor CRF-2, se encuentra exclusivamente en
cerebro, el ARNm del receptor CRF-2, se localiza tanto en cerebro como en tejido periférico,
concretamente en musculo esquelético y corazén (Lovenberg y cols., 1995). Ademas, en
humanos se ha identificado un tercer subtipo de receptor CRF-2 en cerebro, al que se ha
denominado CRF-2_ (Kostich y cols., 1998).

En cerebro, la distribucion de receptores de CRF coincide en lineas generales con la
distribucion de inmunorreactividad a CRF {De Souza y cols., 1985}, y su ARNm se encuentra
distribuido en estructuras limbicas, corticales e hipocampales, en hipotalamo (incluyendo el
NPV y la EM) y en estructuras del tallo cerebral relacionadas con sistemas auditivos,
viscerales, somdaticos y vestibulares, ademas de estar presente en distintos nicleos
cerebelares (Potter y cols., 1994). Asimismo existen receptores de CRF en hipéfisis (De Souza
y cols., 1984). Fuera del SNC, hay que destacar la presencia de receptores de CRF en la
médula adrenal (Dave y cols. 1985), ademas de ganglios simpaticos, estémago, pancreas y
bazo (Udelsman y cols., 1986). En tejido cerebral y en hipéfisis la union de CRF a su receptor
activa la adenilato ciclasa [Aguilera y cols., 1986; Chen y cols., 1986; Udelsman vy cols., 1986),
y en ¢l caso de la hipodfisis, este hecho contribuye a la regulacidn de la liberacién de ACTH
(Giguére y cols., 1982). Por otra parte, parece que el receptor de CRF presenta una regulacion
diferencial en cerebro e hipafisis, ya que tanto la adrenalectomia como la administracion de
corticosterona en ratas disminuye la densidad de receptores en hipofisis, mientras que los
receptores cerebrales no se alteran (Wynn y cols., 1985; Hauger y cols., 1987).

4.1.3. Regulacion de la secrecion de CRF en el nuicleo paraventricular
a) Regulacion por catecolaminas

Se considera que la NA inhibe la liberacién de CRF a través de un mecanismo o-
adrenérgico (Jones y Hillhouse, 1977), al igual que la adrenalina (Roth y cols., 1981; Mezey
y cols., 1984). Asi se ha descrito que la activacién de receptores g,-adrenérgicos en el NPV
induce la secrecion de CRF y que las catecolaminas activan neuronas que contienen CREF y
AVP, pero no las que contienen sélo CRF (Al-Damlujiy cols., 1987ay b, 1990). Contrariamente
aeste hecho se ha demostrado la existencia de un control presinaptico mediado porreceptores
a,-adrenérgicos del NPV y el mecanismo por el cual la activacion de estos receptores inhibe
la liberacién de CRF (Ganong y cols., 1976). Por ello, existe una gran controversia sobre el
papel que juegan las catecolaminas en la regulacién de la secrecion de CRF.

Por el contrario, si exisle un consenso general sobre el papel minoritario de la DA en
la regulacion de la liberacion de CRF (Fehm y cols., 1980).

b) Regulacién por serotonina (5-HT}

El NPV recibe aferencias serotoninérgicas de los nucleos del rafe (Sawchenko y cols,,
1983). La activacion de receptores de serotonina S-HT, y 5-HT, aumenta la secrecion de CRF
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en el hipotalamo (Gibbs y Vale, 1983; Nakagami y cols., 1986; Spinedi y Gaillard, 1991)}.
Ademas, la 5-HT facilita la liberacién de CRF bioactivo a partir de tejide hipotalamice, tanto
por activacién directa de neuronas hipotalamicas (Buckingham y Hodges, 1979) como por
activacion de vias colinérgicas que confluyen en esta regién (Jones y Hillhouse, 1977).

cj Regulacién por acide y-aminobutirico (GABA]

Meister y cols. demostraron en 1988 la presencia de neuronas GABAérgicas en el NPV.
La activaciéon de receptores de GABA inhibe tanto la secrecién portal de CRF (Plotsky y cols,,
1987) como la elevacién de corticosterena inducida por estrés (Makara y Stark, 1974; Plotsky
y cols., 1987). Ademas, GABA inhibe la liberacién de CRF bioactive a partir de hipotalamao
aislado in vitro (Jones y Hillhouse, 1977; Buckingham y Hodges, 1979). Todos estos datos
sugieren la funcién inhibitoria que tiene el GABA sobre la liberacion de CRF.

d) Regulacion por otros neurotransmisores y neuropéptidos

Existen datos en la literatura que indican como otros neurotransmisores o
neuropéptidos podrian intervenir en la modulacién de la secrecion de CRF en el NPV. Por
ejemplo, la acetilcolina [Ach) induce la liberacién de CRF tanto in uvitro (Suda y cols., 1987)
como in vivo (Plotsky y cols., 1987) y eleva los niveles de CRF en sangre portal hipofisaria
{Rivier y Plotsky, 1986). El factor atrial natriurético y la sustancia P poseen efecto inhibitorio,
mientras que angiotensina Il actuaria como estimulante {Antoni, 1993; Larsen y cols., 1993).
CCK-8 coexiste con CRF en neuronas parvocelulares del NPV (Mezey y cols., 1985y 1986) que
se proyectan a la zona externa de la EM (Swanson y cols., 1980; Kiss y cols., 1984). Por Giltimo,
se ha encontrado que otros péptidos, como -endorfinay AVP disminuyen la secrecion de CRF
en sangre portal, efecto que es bloqueado por antagonistas opiocides y del receptor de
vasopresina (Rivier y Plotsky, 1986).

4.1.4. Efectos endocrinos

Aunque existen distintos factores con capacidad de inducir la liberacién de ACTH, se
considera que el factor liberador de corticotropina caracterizado por Vale y cols. en 198] es
el mas potente secretagogo de ACTH conocido hasta el momento (Rivier y Plotsky, 1986).
Distintas estudios realizados tanto con anticuerpos anti-CRF camo con antagonistas de su
receptor han demostrado que este péptido es el principal factor que contribuye a la elevacién
de ACTH en animales sometidos a estrés; asi se ha observado que la inmunoneutralizacién
de CRF enddgeno mediante administracion central (Ono y cols., 1985b) y sistémica (Rivier y
cols., 1982b) de anticuerpo anti-CRF es capaz de atenuar la elevacion de ACTH plasmatico
producido tras someter a los animales a estrés; este mismo efecto se observd tras la
administracion intravenosa (iv) del antagonista del receptor de CRF g-helical (9-41) CRF (Rivier
y cols., 1984b), ¥ del recientemente sintetizado CP-154,526 (Schulz y cols., 1996).

CRF es capaz de activar el eje HHA tanto tras administracién central como periférica.

Lo que no esta claro es si este efecto activador se produce por difusion de CRF desde los
ventriculos laterales hacia la periferia, o por accion directa sobre el SNC. Por un lado se ha

-19-



Introduccion

observado que CRF a altas dosis aumenta la secrecién de corticosterona plasmatica en ratas
tratadas con dexametasona, lo que sugiere un efecto directo de CRF sobre la glandula adrenal
(De Souza y Van Loon, 1984). Por otra lado, y de acuerdo con Ono y cols. (1985a), existe un
circuito de retroalimentacion positiva uliracorto para CRF, de forma que la administracion
intracerebroventricular {icv) de CRF estimulala liberacion de CRF enddgeno. Este mecanismo
podria explicar la activacion del eje HHA tras administracion central de CRF.

Ademas de su efecto sobre la secrecion de ACTH, CRF interviene en la regulacion de
otras hormonas hipofisarias. Asi, la administracion central de CRF inhibe la secrecion de
hermona luteinizante (LH; Rivier y Vale, 1984a;, Taya y Sasamoto, 1989} y hormona de
crecimiento {GH; Rivier y Vale, 1984Db), pero no la liberaciéon de hormona estimulante del
foliculo (FSH, Rivier y Vale, 19844, Taya y Sasamote, 1989), tirotropina (TSH; Ono y cols,,
1984), o PRL (Taya y Sasamote, 1989). Sin embargo, la administracion iv de CRF en rata no
modifica la secrecién de LH (Rivier y Vale, 1984a) y GH (Riviery Vale, 1984b; Katakamiy cols.,
1985).

4.1.5. Interaccién enfre CRF y otros neurotransmisores
a) Interaccién con catecolaminas

Se ha observado que CRF incrementa el metabolismo de DA y NA en ratas, pero
dependiendo de la dosis administrada y la via de administracion. Kalivas y cols. (1987)
detectaron aumentes de acido 3,4 dihidroxifenilacético (DOPAC) y acido homovanilico (HVA)
en la corteza prefrontal, estriado y niaclee accumbens {ACC) tras la administracion icv de altas
dosis de CRF. Sin embargo, la administracion de CRF en el area tegmental ventral {ATV)
disminuyé las concentraciones de estos dos metabolitos en la corteza prefrontal. Por otro lado,
Butler y cols. {1990} encontraron que la administracion de CRF en el LC aumenta las
concentraciones del metabolito de NA 3,4 dihidroxifeniletilenglicol (DHPG) en la amigdala y
el hipotalamo posterior.

Es un hecho conocide que en procesos de estrés se produce liberacion de CRF (Rivier
y Plotsky, 1986) v se activan los sistemas catecolaminérgicos (Dunn y Kramarcy, 1984). Por
otra parte, existenn neuronas noradrenérgicas (Cunmningham y Sawchenko, 1988) y
dopaminérgicas (Liposits y Paull, 1989) en el NPV, De acuerdo con estas observaciones, y con
el hecho de que la NA interviene en la regulacién de la liberacion de CRF (Dunn y Berridge,
1990), distintos estudios sugirieron que en procesos de estrés los terminales noradrenérgicos
del NPV estimulan la liberacién de CRF a través del receptor o, adrenérgico (Al-Damjuli y cols.,
1987a y b, Plotsky, 1987). Tode ello lleva a la conclusion de que CRF puede activar y ser
activado por terminales noradrenérgicos.

b) Interaccion con serotonina
La administracion icv de CRF no altera el metabolismo de 5-HT en rata (Van Loon y

cols., 1982; Dunn y Berridge, 1987). Sin embargo, la administracién central de dosis altas de
CRF elevd las concentraciones del metabolito de 5-HT acido 5-hidroxiindolacético (3-HIAA) en
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liquido cerebroespinal en palomas {Barrett y cols., 1989) y activo el enzima triptofano
hidroxilasa en ratas (Singh v cols., 1989}, aunque su significado fisiologico no queda claro
debido a las dosis tan elevadas utilizadas.

¢) Interaccion con GABA

El hecho de que las benzodiazepinas sean capaces de influenciar la respuesta que
produce CRF en distintos tests de ansiedad sugiere una interaccién entre CRF y los sistemas
GABAérgicos, aunque no se ha descrito hasta el momento la posible interaccién entre CRF y
receptores de benzodiazepinas, o entre receptores de CRF y benzodiazepinas (Dunny Berridge,
1990). Sin embargo, Sirinathsinghji y Heavens (1989) encontraron que la administracion de
CRF en estriado y globo palido estimula la liberacion de GABA in vivo.

d) Interaccién con opioides endégenos

Se ha demostrado ¢que existe colocalizacion de encefalinay CRF en el NPV, area medial
preaptica, nucleo de la estria terminalis, nticleo periventricular del hipotalamo (NPe), areas
hipotalamicas dorsales y laterales y nucleo subincertal (Sakanaka y cols., 1989). Ademas,
existen conexiones entre neuronas que contienen ACTH y B-endorfina y neuronas con
inmunorreactividad a CRF en el NPV y en el nucleo de la estria terminalis (Hornby y Piekut,
1989). Por atro lado, CRF es capaz de liberar metienina-encefalina (met-enk) y dinorfina tanto
in vivo como in vitro {Sirinathsinghji y cols., 1989).

La implicaciéon de los opicides enddgenos en respuestas fisiolégicas o
comportamentales se determina normalmente utilizande antagonistas como naloxona o
naltrexona, o anticuerpos para los distintos opioides enddgenos. La utilizacion de estas
herramientas farmacologicas ha permitideo confirmar la implicacion de los opicides endégenos
en los efectos provocados por la administracion de CRF. Asi se ha observado que la nalexona
incrementa los niveles plasmaticos de ACTH, cortisol y aldosterona ya elevados por la
administracion iv de CRF en humanos (Conaglen y cols., 1985). Ademas, los opioides
endogenos estan implicados en otras respuestas endocrinas producidas por CRF: asi se ha
observado que la naloxona revierte o atenuia el efecto inhibitorio de CRF sobre la secrecion de
LH (Almeida y cols., 1988) y FSH (Barbarinoe y cols., 1989) y el efecto activador de CRF sobre
la secrecion de PRL (Vanvugt y cols., 1989).

4.1.6. CRF y estrés

La administracion de CRF produce un gran numero de cambios endocrinos,
neurequimicos y comportamentales similares a los producidos en procesos de estrés (Gold y
cols., 1985; Koob y Bloom, 1985}, como la activacion del eje HHA vy del sistema nervioso
simpatico, v las modificaciones en catecolaminas cerebrales (Axelrod y Reisine, 1984; Dunn
¥ Kramarcy, 1984) . Sin embargo, estos resultados podrian ser interpretados de otra forma e
hipotetizarse que la administracion de CRF representa un estimulo estresante y que dispara
todas estas respuestas. Pero la capacidad de antagonistas de CRF y del antisuero anti-CRF

para bloquear respuestas endocrinas y fisiolégicas producidas por estrés demuestra lo
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contrario. Asi, la administracion icv del antagonista del receptor de CRF o-helical (9-41) CRF
bloquea el aumento de ACTH y adrenalina, y la disminuciéon de GH y LH producida por estrés
(Rivier y cols., 1982b; Nakane y cols., 1985; Rivier y Vale 1985a).

Por otro lade, es bien sabido que en procesos de estrés, la activacién del sistema
noradrenérgico representa el principal mecanismo responsable de la liberacién de CRF desde
neuronas del NPV, posiblemente a traves del receptor ,-adrenérgico, aunque es posible que
estén implicados otros sistemas de neurotransmision. Es decir, que en procesos de estrés, 1a
respuesta inicial consiste en la activacion de los sistemas cerebrales noradrenérgicos que a
su vez aumentan la secrecion de CRF y activan el sistema nervioso auténomo, quizas a fravés
de neuronas originadas en el NPV. Alternativamente, la secrecion de CRF podria estimular
directamente el sistema nervioso auténomo y la médula adrenal. De este modo puede
explicarse la activacion conjunta del sistema de CRF y sisternas catecolaminérgicos (Dunn y
Berridge, 1990}.

4.,2. Corticotropina o ACTH

ACTH es una hormona peptidica de 39 aminoacidos (figura 4) que se sintetiza en
neuronas hipotalamicas y células de adenchipéfisis llamadas corticotrofos, de apariencia
estrellada, con prolongaciones de 50-100 pM de longitud (Antoni, 1986a), aunque en
suspension presentan forma redondeada. Este hecho esta relacionado con cambios en la
organizacion del citoesqueleto {Ben-Ze'ev A, 1985).

FIGURA 4
Estructura del ACTH

ACTH humana

H-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-Lys-Val-Tyr-Pro-
Asn-Gly-Ala-Giu-Asp-Glu-Ser-Ala-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe-NH,

ACTH de rata

H-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Ala-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-Lys- Val-Tyr-Pre-
Asn-Val-Ala-Glu-Asn-Glu-Ser-Ala-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe-NH,

Las diferencias en la secuencia de ACTH hurnano y de rata aparecen resaltadas en negrita

4.2.1. Receptores de ACTH

El receptor de ACTH esta formado por 297 aminoacidos y esta acoplado a proteina G.
Curiasamente es el receptor mas pequenao de este tipo conocide hasta el momento (Allolio y
Reincke, 1997). Tanto este receptor como su exXpresion génica estan regulados a la alta por
ACTH (Morita y cols., 1995; Allelio y Reincke, 1997).
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Los receptores de ACTH se encuentran en la membrana plasmatica de las células
adrenocorticales, tanto en la zona glomerulosa (Gallo-Payet y Escher., 1985) como en las zonas
fasciculata y reticularis, y es en estas ultimas regiones donde la unién de ACTH a su receptor
conduce a la regulacién de la sintesis de glucocorticoides y al mantenimiento de la capacidad
esteroidogénica (Ganong y cols., 1974; Ramachandran y cals., 1987).

La unién de ACTH a su receptor activa la adenilato ciclasa, lo que incrementa los
niveles intracelulares de adenosin monoefosfato ciclico (AMPc). Como consecuencia de esta
elevacién, la célula lleva a cabe su funcion fisiclégica, es decir, se inducen enzimas
estercidogénicos a través de la accién de una proteina-quinasa dependiente de AMPe
{Ramachandran y cols., 1987).

Por otro lado se ha estudiade la posible implicacién del calcio en la sintesis de
estercides inducida por ACTH, vy se ha observado que el Ca®' extracelular es esencial para la
interaccion de ACTH con su receptor y para su ocupacion continuada. Una vez que esta union
se lleva a cabo, ACTH induce la sintesis de corticosterona, que puede realizarse sin la
presencia de Ca®™ extracelular, Es decir, que el Ca** extracelular es esencial para facilitar la
unién de ACTH a su receptor, pero no para inducir la sintesis de corticosterona, debhido quizas
a que este i6n mantiene a la hormona en una conformaciéon favorable que permite la
interaccién con su receptor (Ramachandran y cols., 1987).

4.2.2. Sintesis

La sintesis de ACTH comienza en los ribosomas del reticulo endoplasmico rugoso a
partir de una pre-prohormona. Esta pre-prehormona se almacena en vesiculas de transporte
que se fusionan con el aparato de Golgi, dende por accion de enzimas proteoliticos se
transformara en una prohormeona llamada proopiomelanocortina (POMC). POMC se almacena
en granulos secretores, donde dependiendo del procesamiento post-traduccional que
experimente dard lugar a productos distintos (figura 5).

El procesamiento post-traduccional de POMC es especifico de la region hipotalamica
o hipofisaria donde se produzca y depende exclusivamente del conjunto de enzimas que
intervienen en el proceso. De esta forma, a pesar de que tanto el 16bulo anterior como el
intermedio expresan POMC, dependiendo de donde se procese se formaran productos
distintos: ACTH y f-lipotropina (B-LPH) en el lobulo anterior, y hormona estimulante del
melanecito ay § (cy B-MSH), CLIP {“corticotropin-like intermediate lobe peptide” o peptido del
lébulo intermedio analogo a la corticotropina) y B-endorfina en el 1obule intermedio. Ademas,
POMC puede sufrir otras modificaciones post-traduccionales, como fosforilacion, sulfatacion,
glicosilacion y acetilacidon; de hecho, la acetilacion N-terminal de B-endorfina elimina su
actividad opicide. En el hipotalamo destaca la presencia de POMC en el ARC, donde este
péptido se procesa de modo similar que en el lobulo intermedio, originando como producto
final principalmente B-endorfinay a-MSH; sin embargo, v a diferencia de lo que ocurre en el
lobulo intermedio de la hipéfisis, la mayor parte de B-endorfina existente en el ARC no se
acetila, conservando por tanto su actividad opioide (Lynch v Snyder, 1986).
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4.2.3. Almacenamliento

ACTH se almacena en granulos secretores en el aparato de Golgi, como se ha
mencionado anteriormente (Alberts y cols., 1989). Estes granulos tienen un gran nitmero de
funciones: a) sirven para el transporte y el almacenamiento de hormonas; b) en muchos casos,
la sintesis hormonal se completa dentro de estos granulos gracias a la accidén de distintos
enzimas, que transforman la prohormona en hormona; ¢} evitan la degradacion de la hormona;
d} el almacenamiento de hormonas en estos granulos ayuda a regular su sintesis mediante
retroalimentacidn negativa; e) facilitan la liberacién de la hormona al torrente sanguitieo en
forma de “pulses”. En las células neurosecretoras, estos granules transportan la hormona
desde el cuerpo celular hasta la terminacion nerviosa del axon, desde el cual se liberan a la
circulacion sanguinea, f} los granulos secretores pueden rellenarse con péptidos recaptados
al interior de la terminacion nerviosa por endocitosis, para ser reciclados o metabolizados
posteriormente, aunque esto no es tan habitual como en las neuronas monoaminérgicas
(Brown, 1994).

FIGURA 5
Procesamiento de POMC en los lébulos anterior e intermedio de la hipdfisis

Fragmento N-terminal ACTH B-lipetropina
T T T
N vt A
y-M5SH a-MSH CLIP B-endorfina
fi-lipatropina
R-MSH
Fragmento N-terminal ACTH B-lipotropina

L 11 Y HEH

Procesamiento en el
lbite fntermedio

Procesamiento rdpido
en el [dbulo infermedio
v lento en el Idbulo anterior

oa-MSH CLIP y-lipotropina  B-endorfina

4.2.4. Liberacion

La liberacion de ACTH a partir de los corticotrofos de la adenchipoéfisis se produce
cuando la célula se activa por un estimulo eléctrice, neuroquimicoe 1 hormonal. Esta
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estimulacién produce un cambio en la permeabilidad de la membrana celular, lo que produce
la liberacién de la hormeona al torrente sanguineo al fusionarse los granulos secretores a la
membrana celular por exocitosis. E1ion Ca*’ tiene una funcién primordial en este proceso, ya
que es imprescindible para la fusién del granulo secretor a la membrana plasmatica y por
tanto para el proceso de exocitosis (Brown, 1994), y el aumento de su concentracion
intracelular proviene tanto del liquido extracelular como de los granulos del reticulo
endoplasmico rugoso. Como consecuencia de la despolarizacion de la célula, se produce la
apertura de canales de calcio voitaje-dependientes, lo que permite la entrada de Ca®' al
interior de la célula {Vander y cols., 1994).

ACTH, al igual que el resto de hormonas hipofisarias, se libera al torrente sanguineo
en pulsos. A medida que un grupo de granulos secretores se fusiona con la membrana celular,
una cierta cantidad de hormona se libera al torrente sanguineo. El nivel de hormona
circulante aumenta por tanto de forma brusca para disminuir posteriormente a medida que
la hormona se degrada. El proceso se repite de nuevo, elevandose el nivel de hormona
circulante de ruevo. Este tipo se secrecion horimonal en pulsos permite que se obtengar
niveles hormonales constantes en periodos largos de tiempo (por ejemplo, en 24 horas)
mientras que si se toman muestras de sangre a distintos tiempos durante periodos cortos {por
ejemplo, una hora), los niveles hormonales sufren grandes variaciones. Por otro lado, este
mecanismo evita la regulacion a la baja y la desensibilizacion que sufririan los receptores de
las células diana si la liberacion hormonal fuera constante {Brown, 1994).

Requlacion de la secrecion de ACTH en la hipdfisis

La hormena que induce de forma mas potente la liberacion de ACTH es CRF (Rivier y
Vale, 1983a y b, Vale y cols., 1983a y b). El resto de las hormonas que inducen la secrecion
de ACTH (oxitocina, AVP) y las catecolaminas, lo hacen de forma menos potente, pero
administradas junto con CRF, elevan significativamente la secrecién de ACTH producida por
la sola administracion de CRF {Rivier y Vale, 1983b; Vale y cols., 1983bj.

En funciéon del tipo de estimule se activa un tipo u otro de neuronas del NPV que
contienen los distintos secretagogos de ACTH. Por tanto, la secrecion de ACTH se induce por
la liberacién de uno o mas secretagogos a la EM hipotalamica (Plotsky y cols., 1985; Whitnall,
1989). No obstante, la presencia de niveles basales de CRF en la EM es necesaria para que
tenga lugar la liberacion de ACTH inducida por el resto de los secretagogos (Plotsky y cols.,
1985; Rivier y Vale, 1983a y b).

a) Regulaciéon por CRF
CRF actua sobre los corticotrofos de la adenohipofisis, donde, ademas de aumentar
laliberacion de ACTH y de atros péptidos derivados de POMC (Rivier y Plotsky, 1986), estimula

la sintesis del propio POMC y de su ARNm (Bruhn y cols., 1984,

Se han identificado receptores de CRF en la hipofisis anterior (De Souza y cols., 1984},

Este receptor esta acoplado a proteina G, y la union de CRF a su receptor activa adenilato
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ciclasa a través de un mecanismo que requiere Mg*" y guanesin trifosfato (GTP; Aguilera y
cols., 1983; Perrin y cols., 1986), lo que eleva los niveles intracelulares de AMPc y aumenta
la actividad de la(s) proteina-quinasa(s} dependientes de AMPc [Aguilera y cols., 1983). Como
consecuencia de este proceso, se produce la entrada al interior de la célula de Ca**
extracelular a través de canales voltaje dependientes tipo Ly T (Childs y cols., 1987; Guild y
Reisine, 1987), hecho que finalmente produce la deplecién de las vesiculas que almacenan
ACTH. La presencia de Ca*'extracelular es fundamental para que CRF produzca liberacién de
ACTH (Vale y cols. 1981; Won y cols., 1990a).

b} Regulacion por arginina-vasopresina

AVP y CRF actian de forma sinérgica para estimular la secrecion de ACTH, tanto en
animal de experimentacién como en humanos (Yates y cols.,, 1971; Orth y cols., 1985}. Por
lo general, AVP aumenta el efecto de CRF sobre la secrecion de ACTH unas 2 o 3 veces
(Antori, 1986a).

AVP regula la secrecion de ACTH actuando sobre un receptor situado en los
corticotrofos con propiedades similares al receptor de AVP tipo V, {Antoni, 1986a). Como
resultado, se activa la cascada de segundos mensajeros acoplada a proteina-quinasa C (PKC),
o que eleva el inositol trifosfato {IP3; Raymond y cols., 1985; Todd y Lightman, 1987; Won y
cols., 1990b), estimulando la liberacién de ACTH. Es decir, AVP regula la secrecion de ACTH
a través de una via diferente a la de CRF, que en este caso produce acumulacion de AMPc. De
esta forma se explica el efecto aditivo de AVP sobre 1a secrecion de ACTH inducida por CRF.

¢} Regulacién por oxitocina

Se ha descrito que oxitocina, al igual que AVP, es capaz de aumentar ia secrecion de
ACTH inducida por CRF, tanto in vitro {(Antoni y cels., 1983; Gibbs y cols., 1984) como in vivo
(Rivier y Vale, 1985h). Sin embargo, AVP v oxitocina no presentan un efecto aditivo sobre la
secrecion de ACTH, por lo que es probable que utilicen el mismo mecanismo intracelular
(Gibbs v cols., 1984). Aunque se ha descrito que este efecto podria estar mediado por
receptores de oxitocina en adenchipofisis (Antoni, 1986b), Antoni (1989) ha propuesto que el
efecte de la oxitocina sobre la liberaciéon de ACTH podria estar mediado por los receptores Vg
de AVP.

Por otro lado, el aumento de ACTH producido por oxitocina se bloquea mediante
inmunoneutralizacion con anticuerpos anti-CRF Este resultado sugiere que este secretagogo
estimula laliberacién de ACTH in vivo interactuando con CRF endégeno (Rivier y Vale, 1985h}.

d} Regulacion por adrenalina y noradrenalina
Se ha descrite gue tanto adrenalina como NA, a través de los receptores a,-
adrenérgicos {(Giguére y cols., 1981}, aumentan la liberacion de ACTH en cultivos primarios

de células adenohipofisarias de rata (Vale y Rivier, 1977, Giguére y cols., 1981). Sin embargo,
en disociados de adenohipdfisis se observa una respuesta mixta: la adrenalina aumenta de
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forma marcada la liberacion de ACTH, pero dado que el isoproterenol, agonista p-adrenérgico,
es también capaz de aumentarla, se considera que en este caso también existe un componente
p-adrenérgico (Perkins y cols., 1985).

Mientras que algunos autores han propuesto que en larata los agentes §-adrenérgicos
aumentan la liberaciéon de ACTH actuando anivel del SNC (Tilders y cols., 1985), otros autores
han sugerido que estos compuestos aumentan la secrecion de ACTH actuando directamente
sobre los receptores f.,-adrenérgicos de la hipéfisis (Mezey v cols., 1983), lo que sugiere que
los agentes B-adrenérgicos aumentan la liberacién de ACTH actuando tanto a nivel central
como hipofisario.

Por ultimo, se ha descrito que en humanos [a administracién de agentes
noradrenérgicos aumenta la liberacion de ACTH por un mecanismo a-adrenérgico; el lugar de
accién en este caso parece ser el cerebro (Al-Damiuji y cols., 1987ay h).

e) Regulacion por serotonina

La administracién central de 5-HT estimula la liberacion de ACTH. Este efecto esta
mediado a través de receptores SHT,,, ya que la administracién de antagonistas de este
receptor bloquea el aumento de la secrecién de ACTH inducide por 5-HT (Kageyama vy cols.,
1998).

f} Regulacion por otros factores

Angiotensina Il se ha identificado como secretagogo de ACTH en cultivos primarios de
células hipofisarias y en disociados de adenohipofisis {Sobel v Vagnucci, 1982). Ademas,
angiotensina I1 y CRF tienen un efecto sinérgico sobre la secrecion de ACTH (Abou Samra y
cols,, 1986).

Asimisma, CCK-8 presenta un efecto aditive al producido por CRF sobre la liberacién
de ACTH, lo que sugiere que su efecto no esta mediado por AMPc y que ambos péptidos elevan
la secrecion de ACTH actuando a través de distintas vias de segundos mensajeros (Reisine y
Jensen, 1986).

El péptido histidina-isoleucina {PHI) y el péptido intestinal vasoactivo [VIP) aumentan
la liberacion de ACTH a altas dosis, por un mecanismo mediado par AMPc (Tilders y cols,,

1983, Westendorf v cols., 1983j.

Por altimo, existen otros factores, como el factor natriurético atrial {Horvath y cols,,
1986) y el GABA (Anderson y Mitchell, 1986) que también son capaces de estimular la
liberacion de ACTH.

4.2.5. Metabolismo y excrecion

ACTH, al ser una hormona peptidica, y por tanto hidrosoluble, se transporta a través
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de la circulacion sanguinea disuelta en el plasma y se degrada principalmente en sangre,
higada y rifién, por accion de distintos enzimas, dando lugar a metabolitos que se excretan
por orina o heces, Su vida media es corta (minutos a horas) debido al metabolismo que sufre
por accidn de peptidasas plasmaticas (Brown, 1994).

4.3. Corticosterona
4.3.1. Receptores para glucocorticoides en el sistema nervioso central
a) Tipos de receptores y mecanismo de accion

Me. Ewen y cols. {1986) fueron los primeros en demostrar la existencia de receptores
paraghucocorticoides en el cerebro. Estosreceptores son intracelulares, y se encuentran tanto
en el citoplasma comoe en el nucleo celular. Esto es debido a que los ghiacocorticoides son
moléculas lipofilicas que en su forma libre (es decir, cuando no estan unidos a proteinas
plasmaticas) pueden difundir facilmente a través de la membrana celular. Existe un equilibrio
entre los receptores libres y unidos a glucocorticaides . La unian de los glucocorticoides a su
receptor da lugar al complejo hormona-receptor. Es entonces cuando se activa o se inhibe la
sintesis de ARNm por accién de la ARN polimerasa. El ARNm formado sale al citoplasma, y una
vez en los ribosomas se leva a cabo la sintesis de proteinas, que sera lo que realmente
modifique la funcién celular (Miesfeld, 1990; Munck y cols., 1990).

Existen dos tipos de receptores para glucocorticoides en cerebro: el receptor tipo 1 o
de mineralocorticoides (RM), y el receptor tipo 1l o de glucocorticeides {RG). Al receptor tipo
1 se unen tanto los mineralecorticoides como los glucocoerticoides, mientras gue sélo los
ghucocorticoides se unen al receptor tipo I {De Kloet y Reul, 1987; De Kloet y cols., 1987). La
existencia de estos dos receptores en el cerebro es fundamental, ya que agui los
glucocorticoides cumplen dos funciones importantes: abajas concentraciones regulan el ritmo
circadiano, mientras que a altas concentraciones regulan la respuesta al estrés. El receptor
tipo I, debido a su alta afinidad por glucocorticoides, responde a bajas concentraciones de
hormona circulante, mientras que los receptores de tipo U, que tienen baja afinidad por los
glucecorticoides, responden a altos niveles de hormona, como los existentes en procesos de
estrés (Brown, 1994).

Algunos autores sugieren gque existen receptores de tipo I con alta afinidad per
glucocorticeides (y baja afinidad por aldosterona) y receptores tipo | con baja afinidad por
glucocorticoides (v alta afinidad por aldosterona; Brown, 1994). Otros estudios sugieren que
la afinidad relativa del receptor de tipo I por glucocorticoides y aldosterona esta determinada
por los niveles circulantes de glucocorticoides y de transcortina (Mc Ewen y cols., 1986; Mc
Ewen, 1988). Sin embargo, estudios mas recientes proponen que €l mecanismo que determina
la afinidad en el cerebro de los receptores fipe | por glucocorticoides o aldosterona es la
presencia o ausencia del enzima 11-B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa, que inactiva los
ghucocorticoides, pero no la aldosterona (Funder y cols., 1988). Se da la circunstancia de que
este enzima no esta presente en células de hipocampe, por lo que en esta regidn, tanto los
glucocorticoides como la aldosterona pueden unirse a este receptor {Evans y Arrmiza, 1989;
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Funder, 1991).

Los receptores tipo 11 tienen menor afinidad por les glucocorticoides que los de tipo |
y se activan unicamente cuando se produce una gran elevacion de los niveles de
glucocorticoides en situacién de estrés. De esta manera, y por retroalimentacién negativa, se
inhibe la activacién del eje HHA (Mc Ewen y cols., 1986; Mc Ewen, 1988) y los RG protegen
al organismo de su propia respuesta frente al estrés (De Kloet y cols., 1987).

Distintos estudios en la rata muestran como tanto los receptores de tipo I como los de
tipo I se encuentran regulados a la baja en situacion de estrés crénico, en enfermedades
como la diabetes mellitus y diabetes insipida, y durante el crecimiento. Los receptores de tipo
Il estan regulados a la baja en respuesta a niveles altos de corticestergides, mientras que el
numeto de recepteres de tipo | puede estar también regulado por ACTH, vasopresina y otros
neuropéptidos que tengan actividad en el hipocampo. Ademas, la densidad de receptores de
tipo | es maxima por la tarde (al final del periodo de luz}, cuando el eje HHA presenta su pico
de maxima actividad (De Kloet y cols., 1987).

b) Distribucion

Los receptores tipo [ se localizan principalmente en hipocampo, septum lateral, giro
dentado, tallo cerebral y en algunas areas de la corteza cerebral, y no se encuentran en
hipotalamo e hipdéfisis, donde si hay gran abundancia de receptores tipo Il (Arriza y cols.,
1988). Tanto la aldosterona como los corticoides se unen de igual forma al receptor tipo |, que
tiene como funciones la regulacion de la secrecion de CRF y ACTH, de la actividad locomotora
vy del ejercicic mental en condiciones normales y de fluctuacién de los niveles basales de
glucocorticoides (Mc Ewen, 1988). Los RM pueden también modular comportamientos
influenciados por el hipocampo y el ritmo circadiano, como el ciclo suefio-vigilia, el apetito y
el humor (Funder, 1991).

Los receptores de tipo II se encuentran ampliamente distribuidos en el cerebro,
principalmente en hipocampo, septum, amigdala, NPV, corteza y tallo cerebral (Brown, 1994).

4.3.2. Sintesis

El colesterol es el precursor de todas las hormonas esteroideas. Aunque las glandulas
endocrinas productoras de esteroides sintetizan su propio colesterol, la fuente principat de
este estercide la constituye las lipoproteinas plasmaticas sintetizadas en el higado y
transportadas por las células a través del torrente sanguineo hasta la corteza adrenal.

La corticosterona se sintetiza a partir del colesterol en el reticulo endoplasmico liso de
las células de lacorteza adrenal. Las células productoras de corticosterona obtienen colesterol
de la sangre y lo transforman en pregnenclona en la mitocondria del cuerpo celular. La
pregnenoclona se transforma en progesterona, que puede ser liberada come hormona o
utilizarse en la sintesis de otros esteroides adrenales y gonadales a través de tres rutas
diferentes, como se muestra eri la figura 6.
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En la corteza adrenal, la mayor parte de la pregnenolona se transforma en 17-o-
hidroxipregnenoclonay 17-u-hidroxiprogesterona, mientras que la progesterona se transforma
en l1l-deoxicorticosterona. Esta ultima ruta es la responsable de la produccion de
corticosterona en ias células de la zona fasciculata de la corteza adrenal (Feder, 1981).

FIGURA &6
Sintesis de hormonas esteroideas a partir de colesterol
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4.3.3. Almacenamiento

La corticosterona no se almacena en granulos secretores antes de ser liberada al
torrente sanguineo. Debido a que es una molécula altamente liposoluble, una vez que se
sintetiza difunde a través de la membrana plasmatica de la célula secretora y se incorpora al
fluide intersticial y posteriormente al torrente sanguineo (Brown, 1994).

4.3.4. Liberacion

La liberacién de corticosterona se controla en funcion de su sintesis (Martin, 1985) y,
al igual que el resto de hormonas esteroideas, no se almacena en las células secretoras de la
corteza adrenal, sino que se libera en pulsos a partir de estas células debido a la accién del

ACTH (liberado también de forma pulsatil a partir de la adenochipdéfisis; Brown, 1994).

Regulacion de la secrecién de corticosterona en la corteza adrenal

ACTH induce la sintesis de glucocorticoides en la zona fasciculata y reticularis de la
corteza adrenal (Ganong y cols., 1974) al incrementar la disponibilidad de su precursor, el
colesterol, ya que aumenta los niveles de ARNm de 3-hidroxi-3 metilglutaril-coA reductasa,
enzima limitante de la sintesis de colesterol (Le Houx y cols., 1992). Ademas, facilita la
interaccion del colesterol con el citocromo P,.,, 1o que constituye el paso fundamental de la
sintesis de los glucocorticoides (Baxter y Tyrrell, 1987}, Es importante destacar laimportancia
del ion Ca?, ya que es esencial para garantizar la uniéon de ACTH a su receptor en las células
adrenocorticales (Cheitlin y cols., 1985,

Existen otros agentes que inducen la sintesis y posteriaor secrecion de glucocorticoides.
Van Oers vy cols. (1992) han observado que CRF induce la formacién de corticosterona
actuando directamente sobre la glandula adrenal. Ademas, se han detectado receptores para
CRF en la médula adrenal de rata (Dave y cols., 1985) y de perre (Bruhn y cols., 1987). La NA
también libera corticosterona actuando sobre la glandula adrenal {(Ehrhart-Bornstein y cols.,
1991). Por atra parte, se ha descrito que la anglotensina Il es capaz de liberar pequefias
cantidades de corticosterona desde la zona glomerulosa de la corteza adrenal (Ganong y cols.,
1974).

4.3.5. Transporte

La corticosterona se transporta por el torrente sanguineo unida de forma reversible a
una glucoproteina transportadora especifica, sintetizada en el higado, lamada transcortina.
La transcortina facilita el transporte de corticosterona ya que ésta es liposeluble, y por tanto,
insoluble en el plasma, y la protege de su degradacién, aumentando su vida media. A pesar
de que la corticosterona se encuentra en plasma unida mayoritariamente a proteinas
transportadoras, existe una pequefia proporcién que se encuentra libre. La hormona libre o
disuelta en plasma esta en equilibrio con la hormona unida a proteina transportadora, segun
la reaccién:
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Hormona libre+proteina transportadora=MHormona-proteina transportadora

Para que la corticosterona se una a sus receptores en la célula diana, es necesario que
se libere de la transcortina. S6lo la fraccion libre es activa y susceptible de unirse a su
receptor. La fraccion de hormona unida a proteina transportadora es inactiva, manteniendose
como reservorio (Brown, 1994). Las proteinas transportadoras ayudan asimismo a regular los
niveles de hormona libre en sangre, y protegen al organismo de una estimulacién hormonal
excesiva (Martin, 1985).

4.3.6. Metabolismo y excrecién

La corticosterona se degrada en sangre, higado y rifidn, por accién de distintas
enzimas, ¥ sus metabolitos se excretan por orina o heces. Su vida media es mayor (horas o
dias), debido a gue su union a la transcortina confiere mayor resistencia a ser excretada o a
ser metabolizada (Brown, 1994).

5. El sindrome de estrés: fisiologia y patofisiologia

El termino estrés generalmente se refiere a cualquier agente fisico o estado psicoldgico
que altere la homeastasis del organismo. Los organismos vivos responden a dichios agentes
mediante una respuesta de adaptacion, gue se caracteriza por la induccién de una serie de
modificaciones en el organismeoe de caracter fisico y comportamental. Los cambios fisicos estan
dirigidos principalmente hacia la obtencion de energia y a la orientacion del flujo sanguineo
hacia el S8NC y otros 6rganos diana del estrés. Los cambios comportamentales implican la
activacion de las funciones de alertay atencion y la supresion del comportamiento alimenticio
y sexual. Ademas se produce un aumento de la presion sanguinea, de las frecuencias cardiaca
y respiratoria, de la lipolisis y de la gluconeogénesis. Todos estos cambios estan dirigidos a
contrarrestar la accién del estrés sobre el organismo (Stratakis y Chrousos, 1995).

5.1. Fisiologia del estrés

La respuesta neuroendocrina al estrés se origina en el NPV y en el LC. Las neuronas
parvocelulares del NPV que contienen CRF y AVP, asi como las neuronas CRFérgicas de la
médula y las neuronas catecolaminérgicas del LC se encargan de coordinar a nivel central el
sistema del estrés, mientras que el eje HHA, y el sistema nervioso autonomo se encargan de
coordinar la respuesta al estrés a nivel periférico. Por otro lado existen conexiones neurales
entre neuronas CRFérgicas del NPV y neuronas noradrenérgicas del LC (Valentino y cols.,
1983), ademas de un sistema de regulacion ultracortoe sobre neuronas CRFérgicas ejercido por
el propio CRF, y sobre neuronas catecolaminérgicas ejercido por NA. Estas neuronas se
estimulan por 5-HT y Ach, v se inhiben por glucocorticoides, GABA, ACTH y péptidos opioides
{Aghajanian y Van der Maelen, 1982; Calogero y cols., 1988, Badgy y cols., 1989).

El NPV vy las fibras noradrenérgicas del LC activan a su vez regiones del SNC
relacionadas con el analisis de la informacion, la puesta en marcha de respuestas especificas
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v &l tono emocional. Estos sistemas son:

a) Los sistemas dopaminérgicos mesocortical y mesolimbico, quie se activan por las fibras
noradrenérgicas del LC. El primero inerva la corteza preirontal, region relacionada con
funciones cognitivas. El segundo juega un papel fundamental en los fenomenos de
motivacién y recompensa [Roth y cols., 1988; Deutch y cols., 1990).

h) El complejo amigdala/hipocampo, que se activa principalmente por vias
noradrenérgicas procedentes del LC (Loughlin y cols., 1986). Esta activacion es
importante en la recuperacion y el analisis emocicnal de la informacion relacionada
con el estrés. Por otra parte, el hipocampo parece ejercer un efecto inhibitorie sobre
la actividad de la amigdala y las neuronas CRFérgicas del NPV (Herman y cols., 1989}

¢) El ARC, que se activa por neuronas CRFérgicas del NPV y a su vez emite eferencias
al NPV y otras regiones cerebrales para regular la actividad de neuronas de CRF y
fibras noradrenérgicas del L.C. Es decir, la activacion del sistema del estrés estimula
la produccion de POMC y péptidos sintetizados a partir de POMC en el ARC. Por otra
parte, estas conexiones regulan la analgesia inducida por estrés a través de las
proyecciones dirigidas desde este nicleo hipotalamico hacia el cerebro medio y Ia
meédula espinal (Nikolarakis y cels., 1986; Palkovits y Eskay, 1987).

CRF tiene un papel fundamental en la activacion del eje HHA. Regula la actividad
trofica de los corticotrofos {Gertz y cols., 1987), la expresidn génica de POMC (Autelitano y
cols., 1990) y la liberacidn de ACTH (Antoni, 1986a}. Ademas existen otros factores que liberan
ACTH al activarse este eje por un estimulo estresante. Estos secretagogos son AVP, oxitocina,
angiotensina II, VIP y catecolaminas, ademas de citoquinas y mediadores lipidicos de la
inflamacion (Antoni, 1986a; Holmes y cols., 1986). Sin embargo, la mayoria de estos agentes
de senalizacion dependen de la presencia de CRF para modular la activacién del eje HHA.

El ACTH circulante es el principal regulador de la secrecion de glucocaorticoides a nivel
de la corteza adrenal en situaciones de estrés, pero existen otros factores sintetizados por la
médula adrenal que también participan. Asi, la Ach, que es el principal estimulo fisiologico de
la secrecion de catecolaminas en la médula adrenal, también tiene una funcion estimuladora
de la sintesis de glucocorticoides (Hinson, 1990). Otros factores que intervienen en la
regulacion de la secrecién de glucocorticoides a nivel de la médula adrenal son el propio CRF,
NA (Ehrhart-Bornstein y cols, 1991), angiotensina Il (Ganong y cols.,, 1974) y otros
neuropéptidos como VIP, met-enk y neuropéptido Y (NPY]. Los glucocorticoides son los
reguladores finales del eje HHA y participan en el control de la homeostasis corporal y de la
respuesta del organismo frente al estrés. Asimismo juegan un papel fundamental en la
regulacion de la actividad basal del eje HHA y en la finalizacion de la respuesta al estrés
mediante un sistema de retroalimentacion negativa, comeo se describe en el apartado 7.

El sistermna nervioso auténomo simpatico cantrola la mayoria de las respuestas rapidas

que realiza el organismo frente a un estimulo estresante. De forma periférica, este sistema
inerva ampliamente células de musculo liso vascular, asi como el rinén, el estomagoe v la
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médula adrenal, ademas de otros muchos drganos. Ademas de Ach, NA y adrenalina, tanto el
sistema nervioso simpatico como el parasimpatico liberan una gran variedad de neuropéptidos
{neuropéptide Y (NPY), somatostatina, galanina, encefalinas y neurotensina) asi como
adenosin trifosfato (ATP) y 6xido nitrico (NO), durante larespuesta al estrés (Benarrach, 1994).

Al contrario que el sistema nervioso, el sistema endocrino responde de forma lenta a
un estimulo externo. Por ello, el eje HHA se activa de forma lenta tras un estimulo estresante.
La liberacion de CRF y ACTH en respuesta a un impulso nervioso requiere entre 1 y 2 horas,
mientras que la liberacién de corticosterona requiere mas tiempo debido a que es necesario
que previamente CRF y ACTH alcancen su maxima concentracion en sangre (figura 7). De la
misma forma, el descenso de los niveles hormonales debido al sistema de retroalimentacion
negativa es también un proceso lento {Caminos-Torres y cols., 1977).

FIGURA 7
Activacion del eje HHA en respuesta a un estimulo y duracién de la accion hermonal
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5.2. Patofisiogia del estrés

La respuesta al estrés es normalmente aguda y tiene una daracion limitada, pero
existen casos en los gue esta respuesta es crénica, dando lugar a enfermedades cronicas de
distinta etiologia, como la anorexia, pérdida de peso, depresion, hipegonadismo, dlceras

pépticas ¢ inmunosupresion (Chrousos y Gold, 1992).
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La depresion melancélica es un claro ejemplo de alteracién de la respuesta al estrés.
La excitacion que se produce como consecuencia del estrés no es contrarrestada, sino que da
lugar a hiperexcitacion, ansiedad e insomnio. Por otra parte, la memoria y la atencion se
centran sobre todo en ideas depresivas, influenciando de esta formala capacidad del individuo
para recordar y resolver los pequefos problemas que ocurren diariamente. Ademas, la
supresion del comportamiento alimenticio y sexual que se observa durante el estrés tampoco
se contrarresta, dando lugar a anorexia, hipogonadismo y descenso de la libido, sintomas
claros de la depresién melancélica. Asimismo, tanto el sistema nervioso simpatico como el eje
HHA permanecen activados constantemente en esta enfermedad, y existe una hipersecrecién
crénica de CRF, que es el principal agente desencadenante de todo el trastornoe (Gold y cols.,
1988ay b).

Ademas de la depresion melancélica, existen otros trastornos que pueden asociarse
a una hipersecrecian de CRF, como es el caso de la anorexia nerviosa (Gold y cols., 19864,
ataques de panico (Roy-Byrmne y cols., 1986}, trastorno obsesivo-compulsivo (Insel v cols.,
1982), alcoholismo créonico (Wand y cols.,, 1991), sindrome de abstinencia a alcohol y
nareoticos [Mendelson y cols., 1988; Bardeleben y cols., 1989), malnutriciéon (Malozowski y
cols., 1990} y sindrome premenstrual (Rabin y cols., 1990). Por el contrario, la depresion
atipica y el sindrome de Cushing, caracterizados por polifagia, ganancia de peso, fatiga y
exceso de peso, no estan relacionados con una hipersecrecion de CRF, sino con una
disminucién de la liberaciéonn de CRF (Gold y cols., 1986h). Asimismo, en los pacientes
hipotiroideos, que suelen presentar depresion atipica, se observa un descenso en la secrecion
de CRF (Kamilaris y cols., 1989). Todos estos datos sugieren que existe otra forma de
alteracion de la respuesta al estrés, en lugar de la activacion sostenida del eje HHA
menciotiada anteriormente, caracterizada por una reduccion crénica de la secrecion de CRF,
lo que resulta en un descenso de la excitabilidad (Chrouses y Gold, 1992).

6. Actividad basal del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal

La actividad basal del eje HHA esta controlada por un ritmo circadiano generado por
el NSQ del hipotalamo y determinado por el ciclo luz/oscuridad. El NSQ recibe aferencias del
tracto retinohipotalamico (Moore y Card, 1985) y emite proyecciones hacia el distintos nticleos
del hipetalame, incluido el NPV (Berk y Finkelstein, 1981). Por ello el NSQ representa un
punto de conexion entre las sefiales visuales procedentes del exterior y distintas funciones
homeostaticas, incluido el ritmo circadiano del eje HHA.

Los niveles plasmaticos de corticosterona en larata experimentan variaciones alo largo
del dia; permanecen a concentraciones bajas (0-5 pg/dl) durante la mayor parte del periodo
de luz, y dos o tres horas antes del comienzo del periodo de oscuridad estos niveles aumentan,
alcanzando el nivel maximo (20 pg/dl) al comienzo de la fase de oscuridad y disminuyendo
posteriormente alo largo de este periodo. Este ciclo también se da en la especie humana, pero
de forma inversa. Las variaciones circadianas de corticasterona se deben a que las células
presentan diferente sensibilidad a ACTH durante la fase AM y PM, lo que permite que frente
aun mismo estimulo de ACTH exista mayor secrecion en una de las fases y menor en las otras
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(Dallman ¥ cols., 1987). También existe un ciclo para ACTH, pero es menos constante y de
menor amplitud que el de corticosterona (Cascio y cols., 1987). Sin embargo se ha observado
una clara correlacién entre los niveles de ARNm que codifica para la proteina precursora de
CRF en el hipotalamo y los picos de corticosterona (Kwak y cols., 1992).

7. Modulacion de la actividad del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal en
condiciones basales y situacion de estrés por los glucocorticoides y
receptores de glucocorticoides

Los glucocorticoides ejercen un control negativo sobre la actividad del eje HHA en
situacién basal y de estrés (Keller-Wood y Dallman, 1984): asi, la secrecion de CRF
hipotalamico y de ACTH hipofisario se inhibe cuando los niveles plasmaticos de
glucocorticoides aumentan.

7.1. Sistemas de retroalimentacion negativa

La retroalimentacion se define como una situacion en la que una hormona regula la
secrecion de las hormonas que estimularon su liberacién. El eje HHA es un sistema de
retroalimentacion de tercer orden, ya que hay tres glandulas implicadas, el hipotalamo, la
hipéfisis y la glandula adrenal (Keller-Wood y Dallman, 1984). Existen por tanto tres niveles
de retroalimentacién en este sistema: largo, corto y ultracorto {figura 8).

a) Retroalimentacion negativa larga: La corticosterona inhibe la liberacion de CRF en el
hipotalamo v de ACTH en la hipofisis.

b) Retroalimentacion negativa corta: ACTH inhibe la liberacion de CRF en el hipotalamo

¢) Retroalimentacion negafiva ultracorta: CRF inhibe su propia liberacion en el
hipotalamo.

7.2. Modulacién de la actividad del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal por los
glucocorticoides

La corticosterona ejerce un efecto de retroalimentacion negativa sobre el eje HHA tanto
en fase de luz como de oscuridad. La secrecién de ACTH es mas sensible al efecto de
retroalimentacién negativa de corticosterona durante la fase PM (de maxima actividad) que
durante la fase AM (de baja actividad), debido a que en este periodo los niveles basales de
ACTH son mas altos (Gaillard y cols., 1984; Bradbury y cols., 1991).

La elevacion de los niveles plasmaticos de corticosterona inhibe el eje HHA. Por lo
tanto, en un animal tratado con corticosterona y sometido a una situacion de estrés no se
observa. un aumento de ACTH. Sin embargo, cuando la elevacion de los niveles de

corticosterona se produce por aplicacién de un estimulo estresante, estos niveles altos de
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corticosterona no bloquean la activacion del eje cuando se somete al mismo animal a un
segundo estrés entre 1y 24 h después. Por ello puede decirse que el primer estrés “facilita”
la activacion del eje HHA que se produce con el segundo estrés, con lo que se contrarresta el
efecto inhibitorio de corticosterona. En esto consiste el “fenémeno de facilitaciéon” (Dallman
y Jones, 1973; Dallman, 1993).

FIGURA 8
Sistema de retroalimentacion del eje hipotalamo-hipofisis-acdrenal
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Dallman (1993} ha expuesto una hipotesis para explicar este fenémeno de facilitacion:

1) Un estrés agudo activa las neuronas que contienen CRF y AVP en el NPV, Durante
el estrés cronico se activan fibras noradrenérgicas del LC. Al parecer, esta activacion puede
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estar mediada por un aumento de CRF en el LC, que proviene de las eferencias del NPV del
hipetalamo.

2) Las neuronas noradrenérgicas del LC a su vez activarian las neuronas
parvocelulares del NPV que contienen CRF y AVP, aumentando asi la concentracion de esta
ultima hormona Esta demostrado que el estrés cronico aumenta la concentracion de AVP en
estas neuronas (De Goeij y cols., 1992a vy b) y en las vesiculas que contienen CRF y AVP en
la EM (Dallman, 1993).

3} La secrecion de ACTH inducida por AVP es menos sensible al control negativo de los
glucocorticoides. El incremento de AVP mencionado anteriormente incrementa la relacion
CRF/AVP liberado a la circulacion portal hipofisaria, garantizando la secreciéan de ACTH
durante el estrés cronico, e induciendo asi el fenéomeno de facilitacion.

7.3. Modulacién de la actividad del eje hipotilamo-hipéfisis-adrenal por los receptores
de glucocorticoides

Los RM regulan la actividad del eje HHA durante el periodo de baja actividad del ciclo
circadiano. Durante esta fase, el 80-90% de los receptores estan ocupados, mientras que los
RG lo estan solamente en un 10% (Reul y cols., 1987). Ademas, en esta fase del ciclo, la
administracion de un antagonista de los RM (pero no la de un antagenista de les RG) produce
una elevacion de corticosterona plasmatica (Ratka y cols., 1989).

Sin embargo, durante el periodo de maxima actividad, el eje HHA esta regulado tanto
por los RM como por los RG. Reul y de Kloet {1985) encontraron un 90% de ocupacién de los
RM en el pico de esta fase, mientras que los RG se ocupan en un 70%. Tanto la
administracién de antagonistas de RM (Bradbury y Dallman, 1989) como de antagonistas de
RG (Gaillard y cols., 1984) produce un aumento de ACTH en esta fase.

En situacion de estrés, los RG son los principales mediadores del efecto de
retroalimentacion negativa de los glucocorticoides, En esta situacién estos receptores estan
ocupadoes en una proporcion de 75-80% (Meaney y cols., 1988). Sin embargo, Ratka y cols.
(1989) demostraron la participacion de los RM en procesos de estrés, ya que antagonistas
especificos para los RG atenuan el pico de ACTH inducido por estrés,

7.4. Lugar de accidon de los glucocorticoides en su control sobre la actividad del eje
hipotalamo-hipofisis-adrenal

a) Adenohipéfisis

En experimentos in wuitro se ha demostrado que tanto la corticosterona como la
dexametasona modulan la secrecion de ACTH en hipofisis (Sabol, 1980; Woods y cols., 1992).
También se ha demostirado en estudios in vivo que los glucocorticoides regulan la secrecion
de ACTH en la hipofisis (Birnberg y cols., 1983) y que sélo bloquean la secrecion de ACTH en
adenohipofisis en situaciones de estrés, ya que es necesaria una concentracion de
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corticosterona de al menos 30 pg/di, sélo alcanzable en estas situaciones (Levin y cols, 1988).
b) Hipotalamo

La dexametasona inhibe la liberacion y disminuye el contenido de CRF hipotalamico
(Plotsky y Vale, 1984), Asimismo, en cultivos de células hipotalamicas, se ha observado que
la corticosterona inhibe la liberacién de CRF actuando sobre RM y RG (Hu y cols., 1992).

¢) Estructuras limbicas

El efecto de retroalimentacion negativa de los ghucocorticoides sobre la actividad basal
del eje HHA sélo se ha podido demostrar de una forma clara a nivel del hipocampo. Lesiones
en esta estructura o en el fornix incrementan los niveles plasmaticos de ACTH y corticosterona
(Fischette y cols., 1980}, Asimismo, manipulaciones farmacolégicas de la actividad de los
receptores de giucocorticoides en el hipocampo también modifican los niveles plasmaticos de
ACTH y corticosterona (Bradbury y Dallman, 1989),

El hipocampo también esta implicado en el efecto inhibitorio de la actividad del eje
HHA en situacidn de estrés. Animales con lesiones en el hipocampo (Sapolsky y cols., 1984)
o en el fornix (Jacobhson y Sapolsky, 1991) muestran una mayor elevacion de los niveles de
corticosterona tras una situacion de estrés que los animales no lesionados. En este caso estan
implicados los dos tipos de receptores de glucocorticoides (Bradbury y Dallman, 1989).

El nucleo central amigdaloide es otro de los centros limbicos relacionados con el efecto
inhibitorio de los glucocorticoides (Beaulieu y cols., 1987). Asimismo, la corteza prefrontal
(Diorio y cols., 1993) y las neuronas catecolaminérgicas del cerebro medio (Lachuer y cols.,
1991) también estan relacionadas con este efecto de los glucocorticoides.

II. El Factor Liberador de Gastrina (GRP)

1. Descubrimiento y caracterizacion

GRP es un péptide de 27 aminocacidos presente en mamiferos cuya estructura es muy
similar a la bombesina {BBS), péptido aislado de piel de rana (especie Bombina bombina) en
1971 por Anastasi y cols (figura 9).

Se han aislado tres familias de péptidos analogos a BBS en anfibios: hombesinas,
ranatensinas y fillolitorinas. Todas ellas se caracterizan por tener una secuencia de
aminoacidos bastante similar, y en cada familia es caracteristica la presencia de un
aminoacido comin cerca del extremo carboxilo terminal: Asi las bombesinas tienen Leu en
penultima posicion; las ranatensinas tienen fenilalanina (Phe) en esta misma posiciéon y en
las fillolitorinas es caracteristica la serina (Ser) en antepenultima posicidn. En la piel de rana,
estos péptidos estan localizados en glandulas mioepiteliales venenosas bajo inervacion
noradrenérgica, pudiendo tener una funcion de defensa frente a depredadores (Spindel, 1986).
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FIGURA 9
Estructuras de los péptidos andlogos a bomnbesina y ranatensina en mamiferos

A, Péptido Liberador de Gastrina

1 14 27
GRP humano (27 aa): Val-Pro-Leu-Pro-Ala-Gly-Gly-Gly-Thr-Val-Leu-Thr-Lys-Met-Tyr-Pro- Arg-Gly-Asn-His-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met NH.,

GRP porcine (27 aa): Ala-Pro-Val -Ser-Val-(Glyv-Gly-Gly-Thr-Val-Leu-Ala-Lys-Met-Tyr-Pro-Arg-Gly-Asn-His-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met. NH,
GRP caning (27aa): Ala-Pro-Val-Pro-Gly-Glv-Gin-Gly-Thr-Val-Leu-Asp-Lys-Met- Tyr-Pro-Arg-Gly-Asn-His-Trp- Ala- Vai-Gly-His-Leu-Met NH
GRP en aves (27aa): Ala-Pro-Leu-Gln-Pro-Glv-Gly-Ser-Pro-Ala-Leu-Thr-Lys- He -Tyr-Pro-Arg-Gly- Ser-His-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met.NH,
GRP en rata (29 aa}): Ala-Pro-Val- Ser-Thr-Gly-Ala-Gly-Gly-Gly-Thr-Val-Leu-Ala-Lys-Met-Tyr-Pro- Arg-Gly- Ser-His-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met,NH |
GRP-10 (10 aa): Gly-Asn-His-Trp-Ala-Val-Gly-His Leu-Met NH.,

Bombesina (14 aa}: p-Glu-Gln-Arg-Leu-Gly-Asn-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met. NH.,

B, Péptidos andlogos a ranatensina

1 32
NeuromedinaB humana (32 aa): Ala-Pro-Leu-Ser-Trp-Asp-Leu-Pro-Glu-Pro-Arg-Ser-Arg-Ala-Ser-Lys-Ile-Arg-Val-His-Ser-Arg-Gly- Asn-Leu-Trp-Ala-Thr-Gly-His-Phe-Met. NH,

Neuromedina B porcina (32 aa): Ala-Pro-Leu-Ser-Trp-Asp-Leu-Pro-Glu-Pro-Arg-Ser-Arg-Ala-Gly-Lys-lle-Arg-Val-His-Pro-Arg-Gly-Asn-Leu-Trp-Ala- Thr-Gly-His- Phe-Met NH.

Neuromedina B en rata {32 aa): Thr-Pro-Phe-Ser-Trp-Asp-Leu-Pro-Glu-Pre-Arg-Ser-Arg- Ala-Ser-Lys-lle- Arg-Val-His-Pro-Arg-Glv-Asn-Leu-Trp-Ala-Thr- Gly-His-Phe-Met.NH.

Ranatensina C (11 aa): pGlu-Thr-Pro-Gln-Trp-Ala-Thr-Glv-His-Phe-Met . NH.

La estructura de bombesina y ranatensing esta escrita debajo de cada grupo como referencia. Los aminedcidos cormunes entre los distintos péptidos aparecen marcados en color
rojo. Abreviaturas: pGlu: piroglutamate; . NH,: residuo carboxilo-terminal amidado.
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Los péptidos analogos a BBS son un clasico ejemplo de péptidos descubiertos en
primer lugar en un érgano periférico (en este caso piel de rana) y aislados posteriormente en
mamiferos. Ademas de su funcién como neurstransmisores y hormonas autocrinas, presentan
un gran espectro de actividades biologicas y son de gran interés debido a su funciéon como
marcadores tumorales y factores de crecimiento celular (Cuttitta y cols., 1985).

GRP fue el primer péptido analoge a BBS aislado en mamiferos, a partir de estémago
e intestino porcino (Mc Donald y cols., 1979j. Posteriormente se identificé un péptido
homélogo a ranatensina en mamiferos, llamado neuromedina B (NMB; Minamine y cols, 1983}
{figura 10). GRP se dencmina asi por el bioensayo utilizado para su aislamiento, la liberacion
de gastrina, aunque éste es solo une de sus muchos efectos fisiologicos. BBS y GRP
comparten la secuencia C-terminal, concretamente los 7 tiltimos aminoacidos (figura 9). Esta
secuencia es la responsable de la unién al receptor y de su actividad biologica (Walsh y cols.,
1979; Moody y cols., 1982}. Ademas, la metionina {(Met) C-terminal debe ser amidada para que
el péptido pueda tanto ser reconocido por anticuerpos como unirse a su receptor (Knigge y
cols., 1984).

GRP (1-27) se ha identificado ademas en el proventricule de las aves (Mc Donald y
cols., 1980), en el intestino delgado canino [(Reeve y cols., 1983} v en tumores humanos
pulmonares (Orloff ¥ cols., 1984). La estructura de GRP humano se ha identificado por
secuenciacion de aminoacidos y por cionaje molecular (Reeve y cols., 1983; Spindel y cols.,
1984}. Asimismo se ha determinado la estructura de GRP de rata por clonaje molecular
{Lebacq-Verheyden y cols., 1987) que difiere de GRP humano en la adicién de dos aminoacidos
mas en el extremo amino terminal, dando lugar asi a un péptido de 29 aminoacidos (Spindel,
1986; figura 9).

Por otra parte, se ha identificade un péptido de 10 aminoacidos correspondiente al
decapéptide C-terminal de GRP (GRP-10, antes Bamadoe neuromedina C) en médula espinal
porcina (Minamino y cols., 1984}, intestino canino pequefic (Reeve y cols., 1983) v en un
turmnor pulmonar humane {Spindel y cols., 1984). Se piensa que este decapéptido se origina
a partir de GRP per fragmentacién y se ha sugerido que puede sintetizarse in vive. Tanto GRP
{1-27) como GRP-10 tienen actividad biolégica similar a BBS, como se deduce de estudios
estructura-actividad (Rivier y cols., 1978}, que relacionan la actividad biologica de estos
péptidos con los 7-10 tltimos aminocacidos del extremo C-terminal. Es importante destacar
que los anticuerpos frente a BBS no distinguen entre GRP (1-27) y GRP-10 en
radicinmunoensayoe [RIA} o inmunochistoquimica. Debido a gque no se han identificado mas
péptidos que originen reaccidn cruzada con anticuerpos frente a BBS, se deduce que la
inmunorreactividad frente a BBS en mamiferos se reduce a estas dos formas de GRP.

2. Sintesis y procesamiento

El ARNm que codifica para GRF humano (GRPh) fue aislado por Spindel y cols (1984;
1986; 1988) a partir de un tumeor pulmonar en el que se encontraron altos niveles de
inmunorreactividad a BBS. Este descubrimiento fue confirmado por Sausville y cols. en 1986
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en 4 de las 7 lineas celulares tumorales SCLC (Small Cell Lung Carcinoma o tumor pulmonar
de células pequefnas) y en dos tumores metastasicos SCLC.

FIGURA 10
Sintesis y procesamiento de GRF en el hombre

Z A |

4.8 kb ’ 39 kb f

punto de corte pora punto de corte pura
obtener la forma 3 obtener la forma 2
de ARNm de pro GRP de ARNm de pro GRP

Farma completa de
ARNm de pro GRP

ARNm de pro GRP
con 21 bases menos

ARNm de pro GRP
con 19 bases menos

GRPhse codifica a partir del ARNm del polipéptido precursor de GRP {ARNmde pro GRP). Este precursor
procede de un tnico gen humane que codifica para GRP, localizado en el cromosoma 18 (Naylor i cols.,
1987) cuyo tamarnio es de 10 kb con dos intrones de 4,8 y 3,9 k y tres exones. El primer exdn codificu
pora Inregion 5 el péptido senal y los primeros 23 amingdcidos de GRP; el exén 2 codificapara los 3
aminoacidos restantes de GRP y los primeros 74 aminodcidos de CTEP fcarboxd terminal extension
pentide o extension carboxilo terminal del péptido) Por titimo, el exdn 3 codifica para la secuencia
restante de CTEP y el extremo 3' (Spindel y cols., 1987} El ARNm de pro GRP codifica para un péptido
precursorde GRP {pro-GRF)de 148 aminodcidos, a partir del cual, y mediante procesamiento proteolitico
se sintetiza GRPiyo7 (GRP-10} y GRP 1.7 (Spindel y cols., 1984} Este péptido precursor consta de un
péptido senal que va seguido inmediatamente de GRP ;27 un aminodcido glicina (Gly) donador de la
amida del extremo carboxilo terminal, dos residuos de listha (Lys} que indican el punto de corte para
las endopeptidasas Yy tres formas de CTEP, Las tres formas de CTEP se forman por distintos
procesanientos del sequndointrén a partirdel ARNm de pro GRP, como se muestra en la figura, dando
Tugar a la forma completa del ARNm de pro GRP(1), ARNm de pro GRPcon 2 1 bases menss (2}, y ARNm
de pro GRP con 19 bases menos {3). Hasta el momento se desosnoce la funcidn del péptido seral y de
CTEP (Spindel y cols., 1986, Sunday y cols., 1988).

Distintos analisis han mostrade algunas similitudes entre el proceso de transcripcion
de GRP en humanos {figura 10} y en rata, pero también existen marcadas diferencias, como
la existencia de dos formas de ARNm que codifican para el péptido precursor de GRF (pro-
GRP), una de 1,1 Kb, bastante similar a la tercera forma de ARNm de pro-GRP en humanos,
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y otra de 1,5 kb. La estructura del gen que codifica para GRP en rata tiene 3 exones, al igual
que acurria en el gen humano (Lebacg-Verheyden y cols., 1990}, pero no existe procesamienta
alternativo en el segundo intrén, que daba lugar a tres formas distintas de CTEP en humanos,
por 1o que el procesamiento del ARNm de pro-GRP en rata da lugar a un unico péptideo
precursor de 147 aminoacidos (Lebacq-Verheyden y cols., 1988).

3. Localizacion de GRP

GRP se encuentra ampliamente distribuido en el SNC. Su localizacién en las distintas
regiones del cerebro de rata se detalla en la tabla 4. Asimismo, se ha detectado
inmunorreactividad a GRP (IR-GRP) y a su péptido precursor, pro-GRP, en hipofisis de rata y
cohaya {Larsen y cols., 1989a; Steel y cols., 1992), lo que sugiere que GRP se sintetiza en esta
glandula endocrina. Esta inmunorreactividad se localiza principalmente en corticotrefos y
lactotrofos, y en menor medida en genadotrofos, tirotrofos y somatotrofos, asi como en la linea
celular tumoral hipofisaria secretora de ACTH AtT20 y en la linea celular tumoral hipofisaria
secretora de PRL y GH GH3 (Houben y Denef, 1991a). GRP también esta presente en la
médula espinal de la rata (Moody v cols., 1981). Ademas, estudios realizados por Larsen y cols.
(1989a) han demostrado la presencia de IR-GRP en células de la hipéfisis anterior de cobaya
en contacto con capilares hipofisarios, lo que sugiere que GRP puede ser liberado al torrente
sanguineo.

Es importante destacar la presencia de IR-GRP en terminaciones nerviosas de la zona
externa de la EM bovina cercanas a capilares sanguineos, pero no en la zona interna de la EM.
Efq estas terminaciones nerviosas, GRP colocaliza con CRF, lo que refuerza la hipétesis de que
GRP pueda ser liberado a la circulacidn portal hipofisaria (Giraud y cols., 1987a). Ademas,
existe [R-GRP en la médula espinal de rata (Panula y cols., 1987), donde el contenido en GRP
parece estar influenciado por los glucocorticoides, ya que en estudios recientes se ha
observado un aumente en el contenido de péptidos analoges a BBS en la médula espinal de
ratas adrenalectomizadas y tratadas posteriormente con dexametasona (Westermark y cols.,
1999a y b).

En la especia humana, GRP se encuentra principalmente en hipotalamo, ACC, globo
palido, amigdala, SGP y sustancia nigra (Ghatei y cols., 1984}. Asimismo, se ha detectado IR-
GRP en la médula espinal, en el liquido cefalorraquideo (Yamada y cols., 1981) y en la
hipéfisis, concretamente en los lobulos anterior e intermedio {Chung y caols., 1989; Steel y
cols., 1992).

GRP también esta presente en la médula adrenal. Lemaire y cols. (1986) detectaron la
presencia de [R-GRP en médula adrenal bovina, concretamente en células noradrenérgicas.
A nivel subcelular, esta inmunorreactividad se localiza en los granulos secretores junto con
catecolaminas, y en la fraccién microsomal, en concreto en el aparato de Golgi, hecho que
sugiere que GRP permanece en esta fraccién como precursor y reserva para un posterior
procesamiento. El hecho de que GRP coexista con NA en células adrenomedulares sugiere que
este peptido puede ser liberado tras una estimulacion del nervie esplénico junte con NA y
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modular la secrecion hormeonal de esta glandula.

A nivel periférico se han detectado células endocrinas con IR-GRP en el tracto
gastrointestinal y en pancreas humaneo (Polak y cols., 1976; Price y cols., 1984; Shimosegawa
y cols., 1993). Asimismo, son muchos los mamiferos, entre ellos la rata, en los que se han
encentrado cuerpes celulares y fibras nerviosas con IR-GRP en estaregion (Buffa v cols., 1982;
Moghimzadeh y cols., 1983, Costa y cols., 1984). GRP también estad presente en pulmén en
mamiferos adultos (Wharton y cols., 1978), aunque las mayores concentraciones en pulmén
humano se han encontrado en fetos y recién nacidos (Cutz y cols., 1981), lo que sugiere la
implicacion de GRP en el desarrollo pulmonar y su posible funciéon come factor de crecimienteo
celular tanto en células normales como tumorales (Cuttitta y cols., 1985). También se ha
localizado GRP en la glandula tiroides de recién nacidos, leche materna tanto humana como
de vaca, en el tracto reproductor femenino de la rata y en vejiga urinaria humana (Sunday v

cols., 1988)

TABLA 4

Distribucion de GRP y su ARNm en cerebro de rata

Region

Inmunorreactividad a GRP

ARNm GRP

A. Cerebro anterior

Corteza

+f v+

Regiones oifatorias:

tubércuic olfatorio

Hipocampo

Tt

Amigdala

++

et

Ganglios basales:

nuclec accumbens

Talamo

++

+/-

Hipotalamo

& nicleo medial predptico

++

++

& nicleo periventricular

£ nucieo supraguiasmatico

& nlcleo supradptico

T+

& nucleo paraventricular

& nyicleo arqueado

+44

& nucleo dorsomedial

e+

& eminencia media
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Region Inmunorreactividad a GRP ARNm GRP

B. Talio cerebral

Cerebro medio:
++ +

sustancia gris periacueductal

Cerebro posterior:
+t++ ++

nucleo del tracto solitario

Datos de IR-GRP obtenidos por RIA (Moody y cols., 1981}, distribucion de ARNm de GRP segun Wada y
cols., 1990 medida por hibridacion in situ. +++, niveles muy elevados; ++, niveles moderadamente
elevados; +, niveles bajos; -, niveles indetectables; 7, dates desconocidos.

4. Distribucion de ARNm de GRP

Como se muestra en la tabla 5, se conoce la distribucion en cerebro de rata de los dos
transcritos que codifican para el péptido precursor de GRP en cerebro de rata. Este estudio,
realizado por Zoeller y cols. en 1989, se llevd a cabo mediante hibridacién in situ, utilizando
ribosondas complementarias al transcrito de 1,5 kb y a los dos trancritos (1,5 y 1,1 kb), de
modo que puede observarse la diferente distribucidén de los dos ARNm. Asimismo, estudios de
hibridacion in situ con ribosondas y oligonucleétidos especificos para ARNm de GRP muestran
una distribucion cerebral bastante similar (Waday cols., 1990; Gundlach y Knobe, 1992; tabla
4). Aun asi, la sefial de hibridacion es débil comparada con la de otros neuropéptidos, lo que
indica que en general GRP se expresa en poca proporcion en cerebro. Como se detalla en la
tabla 4, a pesar de que existen areas cerebrales que contienen ARNm de pro-GRP y no
contienen inmunorreactividad, y al contrario, existe una cierta correlacion entre lalocalizacion
de ARNm de pro-GRP y la distribucién de su inmuneorreactividad. Esto puede indicar varias
cosas: que para algunas poblaciones neuronales no hay traslado de ARNm de pro-GRP o se
traslada en muy baja proporcidn; o que se utiliza o se degrada de formna muy rapida. Es
importante destacar que muchas de las areas con presencia de ARNm de pro-GRP contienen
también receptores para GRP. Asimismo, se han detectado niveles bajos de ARNm de GRP en
hipofisis de rata (Houben y cols., 1993).

Fuera del SNC se ha detectado expresion moderada de ARNm de GRP en estomago y
células aisladas del tracto gastrointestinal de rata, pero no en otros érganos como el higado
y el rifion (Wada. y cols., 1990; Dimaline y cols., 1992).

En humanos se ha detectado ARNm de GRP en distintos tejidos y sistemas como

pulmon, tiroides y tracto gastrointestinal, pero no en ciertas glandulas, como hipofisis y
adrenal (Sunday y cols., 1988).
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TABLA 5
Localizacion cerebral del ARNm del péptido precursor de GRP en la rata

Regiéon cerebral Transcrito 1,5 kb Transcrito 1,1 kb

A.Telencéfalo

Corteza cingulada + +
Corteza frontal, - +
frontoparietal y

estriado

Hipocampo + +
Amigdala + +

B. Diencéfalo

Palido ventral - +
Septum medial - +
Area preéptica medial - +

¥ mediana

Nucleo - +

supraquiasmatico

Zona incerta - +
C. Rombencéfalo

Acueducto dorsal y - +

iateral

Nucleo - +

interpeduncular

Nucleo medial - +

geniculado

Niicleo parabigeminal - +

Nicleo del Rafe - +

pontino

Nucleo dorsal - +

parabraqguial

Nucleo del tracto - +

solitario

+: presencia de ARNm, -: no hay presencia de ARNm.
{Tomado de Zoeller y cols., 1989)
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5. Receptores de GRP

Hasta la fecha se han caracterizado cuatro tipos de receptores para péptidos analogos
a BBS en mamiferos: el recepter de GRP (GRP-preferring receptar, GRP-R o BB2) que fue
clonado por Spindely cols. (1990) y Battey y cols. (1991); el receptor de Neuromedina B (NMB-
preferring recepter, NMB-R o BB1) que fue clonado por Wada y cols. (1991}); el tercer subtipo
de receptor es el llamado BRS-3 o BB3 y fue clonado por Gorbulev y cols. (1992) y Fathi y cols.
(1993). Estudios recientes han demostrado que su gen se expresa en hipéfisis de oveja e
hipotalamo de oveja y raton (Whitley y cols., 1999; Yamada y cols., 1999), aunque su funcién
fisiolégica y su ligando endégeno todavia no se ha descubierto. Por iltima, en 1995, Nagalla
v cols. identificaron un cuarto subtipo de receptor llamado BB4, y del que se conoce

relativamente poco {Katsuno y cols., 1999).

TABLA 6
Union de distintos ligandos al receptor de GRP y de NMB en distintos cultivos celulares

Receptor de GRP en mamiferos

Ki (nM)
Ligando *Receptor Células Células Células *Receptor de
humano pancredticas de Swiss 3T3 pancredticas ratén
Wwiss
transfectadoe cobaya de raton transfectado
BBs 1,4+0,2 3,605 1,3 £+0,2 6,8+1,3 0,9 £0,3
GRP 6,2 £1,3 11 £1,5 1,6 £0,2 6 2 3,1 £14
NMB 437 £ 30 1500 £ 150 41,8 £ 4.8 230 + 80 174 + 44
Receptor de NMB en mamiferos
Ki (nM)
Ligando *Receptor humano Glioblastomas de rata *Receptor de rata
transfectado transfectado
BBS 32+3 21+ 7 342
GRP 5080+ 770 403 + 58 439 + 66
NMB 8,152 3,3+0,8 4,21 0,6

* Se refiere al receptor de humano, de ratéon y de rata transfectado en fibroblastos de ratén Balb 3T3
{Tomado de Kroog y cols., 1995b)

La potencia relativa de los distintos agonistas de estos receptores sobre cada subtipo

de receptor es la siguiente (Nagalla v cols., 1995; Betancur y cols., 1997):

Receptor de NMB o BB1: NMB.RBBS.GRP
Receptor de GRP o BB2: GRP: [Leu'’] bombesina: [Phe'?] bombesina>>NMB
Receptor BB3: BB3>>GRP=NMB
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Receptor BB4: [Leu'’] bombesina>[Phe'’] bemhesina>GRP>NMB

Todos estos receptores estdn acoplados a proteina G, tienen 7 dominios
transmembrana y su mecanismo de transduccion es via fosfolipasa C (PLC) para producir un
aumento de IP,, diacilglicercl {(DAG) y Ca* intracelular.

Dade que GRP se une preferentemente al receptor BB2 o receptor de GRP, en esta
memoria sélo nos referiremos a este subtipo de receptor.

5.1. Receptor de GRP: Identificacion, clonaje y mecanismo de transducciéon

En 1978, Moody y cols. y Jensen y cols. identificaron un receptor especifico, saturable
y reversible para GRP en células pancreaticas acinares de cobaya y en membranas cerebrales
de rata. Posteriormente se identificé este receptor en la linea celular hipofisaria de rata
secretora de GH v PRL GH,C,, en células Swiss 3T3 de raton y en células SCLC (Westendorf
y Schonbrunn, 1983; Zachary y Rozengurt, 1985; Moody y cels., 1985). También se conoce la
estructura del receptor de GRP humano, caracterizada por Corjay y cols. (1991) y Benyay cols.
(1995a}, cuyo gen esta localizado en el cromosoma X {(Feldman y cols., 1990).

El receptor de GRP es una proteina de 384 aminoacidos con un pesc molecular de 43
kD y se encuentra situado en la membrana celular. En este receptor pueden distinguirse tres
regiones: 1) el dominio extracelular de union al ligando, que es la region a la cual se une GRP,
2) 7 dominios hidrofobicos que corresponden a los siete dominios transmembrana
caracteristicos de los receptores acoplados a proteina G, que atraviesan la bicapa lipidica de
la membrana celular, y 3} el dominio intracelular, encargado de activar el sistema de segundos
mensajeros. Es importante destacar en la estructura de los siete dominios transmembrana los
tres sitios de fosforilacion para PKC, uno en el tercer dominio transmembrana y dos en el
cuarto, ademas de la secuencia cisteina-cisteina (Cys-Cys) en este ultimo dominio,
responsable del anclaje del recepter a la membrana celular {Kroog y cols., 1995ay b).

Elreceptor de GRP esta acoplado a proteina G. Estas proteinas tienen 3 subunidades,
o, P vy, que se disocian en dos subunidades, G, (de la que se conocen al menos 20 tipos
distintos) y G, para activar las enzimas necesarias para la sintesis de segundos mensajeros
(Johnson y Dhanasekaran, 1989). El receptor de GRP induce la cascada de segundos
mensajeros a través de proteina G,,,,,, cuya funcién es transmitir la sefial desde el dominio
extracelular de unién al ligando hasta el sistema de sepgundos mensajeros intracelular,
produciendo la hidrélisis de fosfatidil inositol fusfato (PIP2; Hellmich y cols, 1997}

El receptor de GRP, como se verd posteriormente, se encuentra ampliamente
distribuido en SNC y tejidos periféricos, y parece actuar casi exclusivamente a través de
mecanismos mediados por PKC (Bjoro y cols., 1987; Muir y Murray, 1987}. Sin embargo, en
algunos tipos de células este receptor incrementa los niveles de AMPc (Benya y cols., 19944a),
e incluso puede actuar a través de los dos mecanismos (Benya y cols., 1994b}. El sistema de
segundos mensajeros acoplado al receptor de GRP activa mayoritariamente PILC: asi se ha
observado que a través de esta via, BBS estimula la secrecidon de PRL y ACTH en la linea
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celular GH,C, ¥ en disociados de adenchipoéfisis respectivamente (Bjoro y cols., 1987; Au y
cols., 1997), ademas de potenciar la secrecién de ACTH inducida por CRF (Au y cols., 1997},

Por iltimo, cabe destacar que la regulacion del niimero de receptores de GRP se lleva
a cabo por fosforilacion, internalizacidén (es decir, el complejo GRP-receptor se intraduce en
el citoplasma por endocitesis) ¥ regulacion a la baja. El receptor de GRP, al igual que otros
receptores acoplados a proteina G, es fosforilado como consecuencia de la union del agonista,
lo que a su vez produce aumento de la concentracién intracelular de Ca* (Hellmich y cols.,
1999). Esta fosforilacién se produce mayoritariamente por PKC {Brown y cols., 1987; Muir y
Murray, 1987; Hellmich y cols., 1999}, aunque estudios recientes sugieren la implicacién de
otras quinasas en este proceso de fosforilacion {Benya y cols., 1994b; Kroog y cols., 1995b;
Hellmich y cols., 1999). La mision de estos tres procesos en conjunto es finalizar la respuesta
y evitar una posterior activaciin del receptor en presencia de un agenista, fenémeno llamado
desensibilizacion {Benya y cols., 1994a; 1994b y 1995hb).

5.2, Distribucion del receptor de GRP

La distribucion cerebral del receptor de GRP en rata ge detalla en la tabla 7. En lineas
generales, puede decirse que coincide con 1a distribucion de terminaciones nerviosas de GRP
en cerebro adulto, con la excepcién del hipocampo y de la corteza cerebral (Panula y cols,,
1982).

El receptor de GRP también se encuentra en hipofisis. Houben y cols. (1994)
demostraron por técnicas autorradiograficas la existencia de sitios de union para péptidos
analogoes a BBS en hipdfisis anterior, principalmente en lactotrofes y somatotrofos. Ademas
se han encontrado receptores para GRP en la linea celular GH,C, (Westendorf y Schonbrunn,
1983).

A pesar de la amplia distribucién de receptores en el SNC, la mayor densidad de
receptores de GRP en distintos mamiferos se ha encontrado en el tracto gastrointestinal (Vigna
y cols., 1987; Moran y cols., 1988). También se han localizado receptores de GRP en la vejiga
urinaria, utero y vesicula semninal (Sunday y cols., 1988).

La distribucion del ARNm del receptor de GRP en cerebro de rata se detalla en la tabla

7 y ctoincide en lineas generales con la distribucién de su receptor. Asimismo se han
detectado bajos niveles de ARNm del receptor de GRP en hipoéfisis (Houben y cols., 1993).
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TABLA 7
Distribucion del receptor de GRP i su ARNm en cerebro de rata

Tejido Receptor de GRP ARNm del receptor de
GRP

A. Cerebro anterior
Isocorteza
& Lamina ]I + +
4> Lamina 111 + n
= Lamina V - :
& Lamina VI e .
Hipocampo ++ ++
Arigdala;
nucleo lateral del tracto olfateric e e
Ganglios basales:

4+ +
nliclec accumbens
Talamo - .
Hipotalamo
& nucleo supraquiasmatico e Fa+
& niclec supradptico s 4+
© nnucleo paraventricular ++4 ++
& nucleo arqueado ++4 ++
= nuclec mamilar lateral 1+ 4+
& nucleo medial predptico ++ NS
& Eminencia media +4+ »
B. Tallo cerebratl
Cerebro medio: 5 )
sustancia gris periacueductal
Cerebro posterior
& nucleo del tracto solitario ? +
& nicleo ambiguo +4 +

Distribucion del receptor de GRF por medida por autarradiografia (Ladenhenm y cols. 1992); distribucién
de ARNm del receptor de GRP por medida por northern blot (Wada y cols. 1991). +++, niveles muy
elevados; ++ niveles moderadamente elevados;, + niveles bgjos; - niveles indetectables; ?, datos
desconoados.
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6. Circuitos neuronales y colocalizacion de GRP comn otros
neurotransmisores y neuropéptidos en el sistema nervioso central

La mayoria de los estudios sobre circuitos neuronales de GRP han sido realizados en
rata. Asi se ha demostrado que la mayor parte de cuerpos celulares GRPérgicos se encuentran
en el NSQ, NPV y NTS {Roth y cols,, 1982; Panula y cols., 1984; Larsen y cols., 1989h),
mientras que las terminaciones nerviosas con IR-GRP se han lacalizado principalmente en el
ARC (Pantula y cols., 1984) v en otras regiones cerebrales como el palido ventral, el nticleo
interpeduncular y la sustancia nigra pars reticulata {Larsen y cols., 1989b). GRP se encuentra
en axones que contactan con neuronas del NSQ, lo que sugiere la posible funcien
neurotrasmisora de GRP en esta regién hipetalamica {Van den Pol, 1986), ademas de su
implicacién en el control dei ritmo circadiano, como se explicara posteriormente. De hecho,
la administracién de GRP estimula la actividad neuronal del NSQ y del ARC, (Lin y Pan, 1993,
Tang y Pan, 1993) ¥ la luz induce la expresion de proteinas Fos en neuronas GRPérgicas del
NSQ (Earnest y cols., 1993).

Los cuerpos celulares GRPérgicos del NTS, nuicleo parabraquial y el NPV del hipotalamo
proyectan hacia el nicleo motor dorsal del vago (DMV) (Riche y cols., 1990; Costello y cols.,
1991; Lynn y cols., 1997). Ademas, los cuerpos celulares del nticleo dorsal geniculado y del
LC proyectan hacia la zona incerta {Lechner y cols., 1993). Por otra parte, neuronas
GRPérgicas situadas en otras regiones hipotalamicas, en el nlicleo de la estria terminalis o en
la amigdala no se proyectan aparentemente hacia el DMV, La funcion especifica de estas vias
GRPérgicas todavia no se ha determinado, aunque todo parece indicar que los efectos
centrales producideos tanto por GRP como por BBS podrian estar mediados por la proyeccion
existente entre el NPV y el DMV (Costello y cols., 1991) y que GRP podria actuar como
neurotransmisor/neuromodulador en el complejo NTS/DMV (Lynn y cols., 1997). Ademas,
GRP coexiste con el enzima tirosina hidroxilasa, paso limitante de la sintesis de
catecolaminas, en neurcnas del NTS, por lo que la coexistencia de catecolaminas y GRP en
esta region cerebral podria regular, al menos en parte, los efectos cardiovasculares de GRP y
BBS (Lynn y cols., 1996).

También se han encontrado cuerpos neuronales de GRP en: otras areas cerebrales de
rata, como la médula ventrolateral y el niicleo medial geniculado {Lynn y cols., 1996}, y
terminaciones nerviosas en la médula espinal {(Chung y cols., 1989). Por otra parte, en
humanos, la distribucién de fibras y terminaciones nerviosas del NTS y del DMV coincide con
la descrita para la rata (Lynn y cols., 1996).

Por altimo, se ha observado que tanto GRP como BBS producen estimulacion de
neuronas serotoninérgicas del nacleo dorsal del rafe, actuando probablemente sobre
receptores postsinapticos acoplados a canales de potasio (Pinnock y Woodruff, 1991).

Ademas, GRP colocaliza en numerosasregiones cerebrales con otros neurotrasmisores
vy neuropéptidos en la rata, como se describe en la tabla 8. Estos estudios, realizados mediante
técnicas inmunocitoquimicas, han demostrado, entre otros hallazgos, que GRP colocaliza con
AVP y somatostatina tanto en axones como en cuerpos celulares del NSQ, pudiendo funcionar
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Principales colocalizaciones de GRP con otros neurotransmisores y neurepéptidos en el

como neurotransmisoer en esta region hipotalamica (Van den Pol, 1986). Por otra parte, el
hecho de que GRP colocalice con catecolaminas en el NTS puede estar relacionado en parte
con los efectos cardiovasculares de BBS (Lynn y cols., 1996). Asimismo, es importante
destacar la presencia de IR-GRP en terminaciones nerviosas de la zona externa de la EM
bovina cercanas a capilares sanguineos, en donde GRP colocaliza con CRF, lo que refuerzala
hipotesis de que GRP pueda ser liberado a la circulacion portal hipofisaria {Giraud y cols.,
1987a).

TABLA B

sistemna nervioso central en rata

neurotransmi
otra ,sm_ sor/ Region cerebral Referencias
neuropéptido
Somatostatina NSQ Van den Pol y Tsujimoto, 1985,
hipotalamica Van den Pol, 1986; Kawata y cols., 1987
serotonina NSQ Van den Pol, 1986; Kawata y cols., 1987
CRF NPV Meody y cols., 1981;
Piekut y Jeseph, 1986
arginina-vasopresina NPV Mocdy y cols., 1981;
Piekut y Joseph, 1986
N3Q
Van den Pol y Tsujtmote, 1985;
Van den Pol, 1986
peptido intestinal NSQ Van den Pol y Tsujimoto, 1985;

vasoactivo

Kawata y cols., 1987

Nucleo trigeminal Copray vy cols., 1990
mesencefalico
neuropéptido Y NSQ Kawata y cols., 1987
Nucleo trigeminal Copray ¥ cols,, 1990
mesencefalico
péptido histidina- NSQ Romijn y cols., 1996
isoleucina
Catecolaminas DMV Riche y cals., 1990
NTS Lynn y cols., 1996

Sustancia P

Nucleo trigeminal

mesencefalico

Copray y cols., 1990
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neurotransmisox

. Region cerebral Referencias
neuropéptido
colecistoquinina NPV Moody y cols., 1981
Nucleo trigeminal Copray y cols., 1980
mesencefalico
leucina-encefalina NPV Kiss y cols., 1984;
{leu-enk)
Nicleo trigeminal Copray y cols., 1990
mesencefalico
GABA NSQ Van den Pol v Tsujimoto, 1985,
Van den Pol, 1986
Neurofisina NSQ Van den Pol y Tsujimoto, 1985

7. Efectos fisiolégicos y farmacologicos de GRP
7.1. Efecto de GRP/bombesina sobre la actividad locomotora

La administracion icv de BBS en ratas aumenta la actividad locomotora {Pert y cols.,
1980). Este aumento de actividad locomotora se ve diminuido si previamente a la
administracién de BBS, los animales son tratados con neurolépticos como haloperidol o
flufenazina {Merali y cols., 1983}, lo que sugiere que la DA podria actuar como mediador de
la respuesta locomotora de BBS.

Existen estudios mas recientes en los que se ha caracterizadoe el subtipo de receptor
dopaminérgico implicade en el aumento de actividad locomotora inducide por BBS. La
combinacion de dos antagonistas dopaminérgicos, SCH 23390 (antagonista del receptor D)
y eticloprida (ETIC), antagonista del receptor D,, inhibe de forma marcada el aumento de
actividad locomotora inducido por 8BS. Sin embargo, este bloqueo es mayar (>70%) cuando
se combina una dosis baja del SCH 23390 cen dosis crecientes de ETIC, lo que sugiere una
mayor participacion del receptor D, en el aumento de actividad locomotora inducido por BBS.
No obstante la activacion de ambos receptores es necesaria para gue BBS aumente la
actividad locomotora (Piggins y Merali, 1989).

7.2. Efecto de GRP/bombesina sobre la conducta de acicalamiento

En 1985, Merah y cols. ebservaron que la administracion icv de BBS incrementa el
comportamiento de acicalamiento en rata. Este tipo de respuesta consiste en que la rata se
rasca frecuentemente la cabeza y el cuello con las patas traseras; ademads, los animales se
lamen las patas antes de rascarse. Es mas, la BBS aumenta la frecuencia con la que las ratas
se acicalan la cara (con las patas delanteras) y se lavan el cuerpo ayudandose de la lengua y
los dientes. Por ultime, puede aparecer otro tipo de comportamiento como temblor en las patas
delanteras, estiramientos y sacudidas de cabeza. Este efecto central de la BBS sobre el
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comportamiento no ocurre exclusivamente en la rata, sino que también se ha observado en
raton, cobaya, conejo y mono (Cowan y cols., 1985). Por otra parte, parece ser que en ratén
y enrata, la BBS aumenta el comportamiento de acicalamiento actuando tanto a nivel espinal
come supraespinal, ya que se ha observado este efecto tanto tras administracién intratecal
como icv (Gmerek y Cowan, 1984).

Estudios posteriores (Piggins y Merali, 1989) sugieren la implicacién de la DA en el
incremento de la conducta de acicalamiento inducida por BBS. La administracién tanto de un
antagonista D, (SCH 23390) como de un antagonista D, (ETIC} inhibe de forma significativa
este comportamiento. Sin embargo, cuando se combina una dosis fija de ETIC con dosis
crecientes de SCH 23390, se obtiene una mayor inhibicién, lo que sugiere que aunque ambos
receptores son fundamentales para la totalidad de la respuesta, el receptor D, estad mas
implicado en la mediaciéon de este tipo de comportamiento que el receptor D,

7.3. Efecto de GRP/bombesina sobre la percepcion del dolor

Pert y cols., (1980) demostraron que la administracion de BBS en la SGP de la rata
tiene un efecto antinociceptivo, en los tests de la placa caliente y de retirada de la cola; este
efecto no parece estar mediado por receptores p opiedes, ya que no se bloqued con naloxona.
Estudios posteriores demuestran que la BBS también posee propiedades antinociceptivas en
ratén, en el test de estiramiento por administracion de dcido acético. Dado que los agonistas
K-opioides atentian de forma selectiva el aumento del comportamiente de rascado inducido
por BBS, es posible que la BBS esté relacionada con las propiedades antinociceptivas de estas
agonistas (Cowan, 1988).

7.4. Efecto de GRP/bombesina sobre la conducta alimentaria

La administracion intraperitoneal (ip} de GRP o BBS reduce de forma potente y dosis-
dependiente la ingestion de comida y agua en ratas (Gibbs y cols., 1981; Gibbs, 1985). Efectos
similares se han observado tras la inyeccién ip de ambos péptidos en ratén o tras
administraciéon iv en monos y humanos (Gibbs, 1985). Asimismo, la administraciéon tanto
central como periférica de BBS es capaz de supritnir el aumento de apetito producide por
estrés (Morley y Levine, 1981: Morley y cols., 1982). Han sido muchos los estudios que se han
hecho para aclarar ¢l mecanismo por el cual ambos péptidos inducen saciedad. Distintas
lesiones, como adrenalectomia, vagotomia, hipofisectomia, reseccion del ganglio celiaco o de
la médula espinal a nivel de la sexta vértebra toracica, asi como lesiones en el area pastrema
o en el NVM no consiguieron revertir el efecto anorexigeno inducido por BBS. Por otra parte,
la administracion icv de BBS también induce saciedad, pero de forma menos marcada que la
administracién ip, hecha que sugiere que la BBS no actiia exclusivamente a nivel central para
producir este efecto {Gibbs, 1985).

En 1993, Motamedi y cols. investigaron con mas profundidad el mecanismo por el cual
la BBS induce anorexia. Para ello, y dado gue tanto el sistema dopaminérgico como el
adrenérgico v el serotoninérgico estan implicados en la conducta alimentaria, se estudio el
efecto de la administracion de distintos antagonistas sebre el efecto anorexigeno inducida por
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BBS. La administracién subcutanea (sc) del antagonista D, SCH 23390, e ip de los
antagonistas D, pimozida y sulpiride no revirtié el efecto anorexigene inducido por BBS. Lo
mismo ocurrid tras la administracion ip de fenoxibenzamina y prapanolol, bloqueantes de los
receptores oy P-adrenérgicos respectivamente, y del antagonista de los receptores 5-HT, y 5-
HT, metergolina. Finalmente, la administraciéon ip del antagonista del receptor de GRP BW
2258U89 consiguid revertir el efecto anorexigeno producido por la administracion periférica
tanto de GRP como de BBS, pero no el mismo efecto producido tras la administracién de
colecistoquinina {CCK); este hecho demuestra que la supresién del apetito producida por
péptidos analogos a BBS esta mediada a través del receptor de GRP (Kirkham y cols., 1994).
Es mas, la administracién icv del antagonista del receptor de GRP [Leu'*-y-CH,NH-Leu')
bembesina consignié revertir completamente este efecto, por lo que €l efecto anorexigenso
producido tras la administracion ip de BBS puede ser debido a la interaccién con receptores
centrales de GRP. Esta hipdtesis parece confirmada por un estudio reciente de Ladenheim y
cols. (1996}, en el cual la administracién en el cuarto ventriculo de un antagenista del receptor
de GRP suprime el efecto anorexigeno producido por la administracion periférica de GRP, lo
que sugiere gue distintas estructuras cerebrales, entre ellas el NT'S {Johnston y Merali, 1988)
v la amigdala central y basolateral {Vigh y cols., 1999a y b), pueden estar implicadas en la
supresion del apetito producida por BBS y/o GRP. Ademas, Hostetler y cols. (1989) observaron
que la supresion del apetito inducida por BBS no esta mediada por mecanismos gastricos
inhibitorios o a través de un lugar de accion a nivel del tracto gastrointestinal.

Por otra parte, existen otros sistemas de neurotransmision implicados en la accién
anorexigena de péptidos analogos a BBS, como son el sistema histaminérgico y el CRFérgico,
ya que agonistas del receptor H, de histamina y antagoristas del receptor de CRF son capaces
de revertir el efecto anorexigeno producido por la administracién de BBS en rata (Merali y
Banks, 1994; Plamondon y Merali, 1997).

Es importante destacar la funcién que tiene el receptor de GRP y el receptor de
bombesina BB3 en el comportamiento anorexigeno inducide por BBS. Se ha observado que
la administraciéon periférica de BBS a ratones normales suprime de forma dosis-dependierite
Ia ingestion de glucosa, mientras que en ratones transgénicos que carecen dej receptor de GRP
no se observa ninguna variacion. Estos datos sugieren que agonistas de este receptor pueden
ser Utiles para producir saciedad (Hampton y cols., 1998). Por otra parte, ratones transgénicos
que carecen del receptor BB3 desarrollan obesidad asociada a hipertension y deterioro del
metabaolismo de glucosa. Ademas, estos animales presentan una tasa metabdlica reducida y
mayer apetito {Ohki-Hamazald y cols., 1997).

Por ultimo, cabe anadir que se han observado modificaciones en los niveles enddgenos
de péptidos analogos a BBS en relacion ala ingestion de comida, ya que estos niveles son mas

altos antes y después de laingestion de comida, disminuyendo durante la comida (Plamondon
¥ Merali, 1994).

7.5. Efecto de GRP/bombesina sobre la regulacion de la temperatura

La administracion de GRP ¢ de BBS en el ventriculo lateral cerebral o en la cisterna
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magna de ratas que se encuentran en un entorno cuya temperatura oscila entre 4 y 24°C
produce una marcada hipotermia. Sin embargo, estos péptidos no tienen efecto cuando las
ratas se mantienen a temperatura ambiente, y se ha observado que inducen hipertermia
cuando los animales se encuentran temperaturas mayores de 35°C . Esta hipertermia se
convierte en hipotermia cuando los animales se trasladan a un entorno a bajas temperaturas.
Puede decirse que la hipotermia inducida por BBS tiene un comienzo rapido, v es duradera,
reversible y dosis-dependiente (Taché y Brown, 1982).

Es importante destacar que la hipotermia producida per BBS es mas pronunciada que
la inducida por otros neuropéptides como neurctensina o sustancia P. Ademas, las dosis
requeridas para preducirla son muy bajas - 100 ng-, con lo que puede concluirse que la BBS
es wna de las sustancias mas potentes implicada en el control de la temperatura entre las
conocidas hasta la fecha (Brown y cols., 1977).

La BBS interviene en el control de la temperatura del organismo actuando sobre el
hipotdlamo, concretamente en la region predptica; la inyeccién de este péptido en otras
regiones del cerebro anterior o medio o por via iv no produjo ningun efecto sobre la
temperatura corporal. Por otra parte, la hipotermia producida por BBS no parece estar
mediada por sistemas dopaminérgicos, catecolaminérgicos o colinérgicos, ya que antagonistas
de estos sistemas, que son capaces de bloguear la hipotermia producida por los
correspondientes agonistas, fueron inefectivos a la hora de bloguear el hipotermia inducida
por BBS. Es mas, la administracion central de DA, NA, carbacol o apomorfina produjo un
efecto hipotérmico 1000 veces menor que el inducido por BBS. Sin embargo, algunocs
neuropéptidos como TRH o somatostina, 6 antagonistas opiaceos como naloxona si previenen
la accidon hipotérmica de BBS, lo que sugiere una posible interaccion entre BBS y estos
neuropéptidos (Taché v Brown, 1982).

7.6. Efecto de GRP/bombesina sobre la regulaciéon del ritmo circadiano

1 NSQ, cuya funcién principal es la regulacion del ritmo circadiano, contiene distintas
subpoblaciones de neuronas peptidérgicas, entre las que se encuentran neuronas GRPérgicas,
ademas de neuronas que contienen VIP y PHI. La administracion conjunta de los tres
neuropéptidos en hamsters activa ademas de observarse una activacion de estas nieuronas en
registros de actividad eléctrica in vitro, lo que sugiere la implicacion de GRP en el control del
ritmo circadiano {Albers y cols., 1991). Por otra parte, el hecho de que la IR-GRP aumente en
el NSQ durante el crecimiente de la rata, unida a la elevacion de estos niveles durante el
periodo nocturno en crias de 4 a 20 dias demuestra que existen variaciones en el contenido
de GRP en el NSQ debidas al ciclo dia/noche (isobe y Muramatsu, 1995).

Ademas, existe una variacién de los niveles de GRP endégeno a lo largo del dia, siendo

éstos mas hajos durante la mafiana, y aumentando a partir de las 7 de la tarde (Nicholson y
cols., 1983).
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7.7. Efecto de GRP/bombesina sobre la regulacion de la glucemia

En 1979, Brown y cols. observaron por primera vez que la administracion en la cisterna
magna de BBS en rata producia un marcado efecto hiperglucémico. Asimismo se ha observado
que la acciéon hiperglucémica de BBS es potente y prolongada en el tiempo, y que se produce
mediante un aumento de la secrecidn adrenomedular de catecclaminas, y no por estimulacion
pancreatica directa que aumente la secrecion de glucagon (Brown y cols., 1979; Gotohy cols,,
198).

Por otfra parte, el eje HHA no parece estar implicado en la hiperglucemia inducida por
BBS, ya que la administracion de este neuropéptido a animales a los cuales se les ha
practicado una reseccidn de hipofisis no modifica los niveles de glucemia normales. Es mas,
la administracién en la cisterna magna de BBS no eleva los niveles plasmaticos de
corticosterona en animales en los que se ha observado una elevacion de los niveles
plasmaticos de glucosa y glucagén. Sin embargo, la administracion icv de BBS si modificé los
niveles plasmaticos de adrenalina, ademas de aumentar la glucemia, confirmandose la
hipétesis anterior. El mecanismo de accion mas probable seria el siguiente: la adrenalina
podria producir una disminucién de insulina y una elevacion de glucagon plasmatico, lo que
da lugar a una sefnal que llega al higado, desencadenandose la hiperglucemia (Brown y cols.,
1979).

Sin embargo, el NPV parece ser en parte responsable del efecto hiperglucémico
inducido por BBS, ya que la inyeccion de este neuropéptide en rata en esta region cerebral
aumenta los niveles de glucosa plasmaticos, mientras que su administracién en otras
regiones, como el hipotalamo lateral o el caudado-putamen no produjo ningiin efecto {Gunion
y cols., 1989). E1 NVM también parece estar implicade en la hiperglucemia producida por
péptidos analogos a BBS, ya que la inyeccion de BBS en este nticleo hipotalamico aumento
los niveles plasmaticos de glucosa en la vena hepatica (Iguchi y cols., 1984].

Por 1iltitno, se ha observado que ratones transgénicos que carecen del receptor BB3
presentan un deterioro del metabolismo de glucosa {(Ohki-Hamazaki y cols., 1997}.

7.8. Efecto de GRP/bombesina sobre la contraccién del misculo liso

Se ha encontrado inmunorreactividad y receptores de GRP en el ttero de rata
{Stjernquist y cols., 1986; Amiot y cols., 1993). Esto sugiere la posible implicacion de GRP en
la contraccién del misculo liso uterino. En efecto, tanto BBS como GRP son capaces de
contraer el misculo liso de Gtero y cérvix de rata {Amiot y cals., 1993}, v esta contraccion se
ve aumentada en animales que han sido tratados con estrogenos (Stjernquist y cols., 1986).
Ademas, GRP y BBS contraen la vejiga urinaria tanto en humanos (Delle Fave y cols., 1985;
Hildebrand y cols., 1991}, como en otras especies animales como el cobaya, por un mecanismo
aparentemente directo, mediado a través del receptor de GRP (Rouissi y cols., 1991; Liu y
cols., 1995).

Tanto GRP como BBS inducen broncoconstriccion por accion directa sobre los
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receptores de GRP presentes en musculo liso bronquial, y por un mecanismeo independiente
de receptores adrenérgicos, colinérgices o dopaminérgicos (Lach y cols., 1993).

Asimismo, la administracion central de BBS incrementa las contracciones duodenales
en rata (Porreca y cols, 1988), y su administracion periférica produce un efecto
espasmogénico directo sobre el estémago y el esfinter pilorico (Bertaccini e Impicciatore,
1975). Este efecto espasmédico se bloquea por la administracion de antiinflamatorios no
esteroidicos y de antagonistas del receptor de GRP, lo que sugiere la implicacién de las
prostaglandinas y de los receptores de GRP presentes en el estéomago en el efecto
espasmogénico inducido por BBS (Impicciatore y cols., 1981; Ladenheim y cals., 1927}, Par
otra parte, GRP es capaz de contraer el musculo liso del colon, efecto bloqueado por un
oligonucleétido antisentido de GRF y mediado por el receptor de GRP localizado en esta region
intestinal (Bitar y Zhu, 1993).

7.9. Efecto de GRP/bombesina sobre la motilidad gastrointestinal

La administracion central de BBS reduce el vaciado gastrico y el transito
gastrointestinal en rata {Porreca cols., 1988}, efecto que parece estar mediado por la activacion
del receptor de CCK-A {Ladenheim y cols., 1999). En ratén, la administracion central, tanto
icv como intratecal, pero ne la administracion periférica, produce un retraso del transito
gastrointestinal a nivel del colon. La transeccion medular a nivel de la segunda vértebra
toracica revierte los efectos anteriormente mencionados producides por administraciéon
intratecal, pero no por la administracion icv, hecho que sugiere que los péptidos andlogos a
BBS pueden afectar la funcion motora intestinal actuando a nivel cerebral o de la médula
espinal en ratas y ratones. Por otra parte, la actividad de estos péptidos cuando se
administran a nivel supraespinal depende de la integridad del nervio vago y del eje HHA,
mientras que el efecto de estos péptidos cuando se administran a nivel espinal depende de la
integridad de las vias ascendentes supraespinales (Porreca y cols., 1988).

Los péptidos analogos a BBS también aumentan la presion del esfinter esofagico
inferior y retrasan el vaciado gastrico en humanos {Delle Fave y cols., 1985).

7.10. Efecto de GRP/bombesina sobre la secrecion gastrica y pancreatica

7.10.1. Secrecion gdstrica

En la rata, GRP aumenta la liberacion de gastrina e inhibe la secrecion acida gastrica
(volumen y pH) sélo tras administracién central, lo que sugiere que GRP actta a nivel central
para inhibir la secrecion Acida gastrica y que este efecto es independiente de un descenso en
la liberacion de gastrina (Taché y cols,, 198la y b). Ademas, la administracion de un
antagonista del receptor de GRP reduce pero no es capaz de bloquear la liberacion de gastrina
producida por estimulaciéon vagal (Weigerty cols., 1996). Sini embargo, en humanos, GRP eleva
la secrecion de gasirina, y pocos minutos después, la secrecion acida gastrica, lo que llevaa
pensar que el aumento en la liberacion de gastrina producido tras la administracion de GRP
parece ser el responsable del aumento de la secrecién acida gastrica (Knigge y cols., 1984).
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La BBS inhibe la secreciéon acida gastrica por un mecanismo independiente de los
sistemas de neurotransmisién serotoninérgicos o catecolaminérgicos, y de hormonas
hipofisarias; sin embargo, la administracion periférica de indometacina, un bloqueante de la
sintesis de prostaglandinas, es capaz de atenuar la secrecién acida gastrica inducida por la
administracién icv de BBS, por lo que este efecto podria estar mediadoe a nivel central por la
sintesis de uno o mas productos de la cascada del acido araquiddnico (Guglietta y cols., 1987).

Ademas, la administracion iv de un anticuerpo monoclonal de BBS es capaz de revertir
la inhibicién de la secrecion acida gastrica producida tras la administracién iv de BBS. Por
otra parte, el nuiicleo ambiguo, situado en el cerebro posterior, parece ser el lugar de accién
mas probable en el que los péptidos analogos a BBS ejercen su efecto supresor de la secrecion
acida gastrica {Taché y cols., 1988).

Asimismo, tanto GRP como BBS estimulan la liberacion de pepsindgeno por
mecanismos mediados a través de su receptor gue conllevan la movilizacion de Ca #
intracelular. {Fiorueci y Mc Arthur, 1990}

7.10.2. Secrecién pancreatica exocring

La administracion exdgena de péptidos analogos a BBS en rata, ademas de aumentar
el peso y tamanfo del pancreas (Hajri y cols., 1989), eleva laliberacién de amilasa pancreatica,
tanto in vive, mediante estimulacion vagal {Knuhtsen y cols., 1985), como in vitro (Jensen y
cols., 1978, Scarpignato y cols,, 1989).

Por otra parte, GRP aumenta la secrecién de proteinas, jugo pancreatico y bicarbonato
a partir del pancreas, efecto mediado en parte por Ach (Holst y cols., 1987), y CCK endégeno
{Hosotani y cols., 1989). Ademas, la secretina parece regular la liberacion de bicarbonato
pancreatico inducida por GRP, pero no en la liberacian de proteinas pancreaticas {Glad y cols.,
1994).

7.11. Efecto de GRP/bombesina sobre la secrecion hormonal
7.11.1. Secrecién hormonal hipofisaria
a) Prolactina y hormona de crecimiento

En 1978, Rivier ¥ cols. describieron por primera vez el efecto de BBS sobre la secrecion
de PRL y GH, encontrando que este péptido estimula la liberacion de las dos hormonas in vivo.
Dado que los péptidos opoides estan implicados en la liberacion de PRL, se estudi6 el efecto
de la administracion de naloxona sobre la estimulacion de GH inducida por BBS,
encontrandose que este antagonista de receptores opioides revierte el efecto, lo que sugiere
un mecanisme de accion mediado por péptidos opicides. Sin embargo, estudios posteriores
muestran resultados muy distintos, ya que en ellos se observa como la administracion de GRP
en el ventriculo lateral y en el tercer ventriculo no modifica los niveles plasmaticos de PRL en
ratas macho (Matsushita y cols., 1983} y sin embargo si disminuye la concentracion
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plasmatica de GH en ratas hembras ovariectomizadas (Kentroti y Mc Cann, 1985) en
condiciones basales.

Posteriormente, Kentroti y cols. (1988a) encontraron indicios de la posible funcién de
GRP como regulador endégeno de la secreciéon de ambas hormonas in wvivo, ya que la
administracion en el tercer ventriculo de un anticuerpo anti-GRP en ratas hembras
ovariectomizadas produce un aumento en los niveles plasmaticos de PRL y GH. Sin embargo,
estos resultados no se reproducen en experimentos realizados in vitro, ya que antagonistas de
GRP no son capaces de modificar los niveles basales de ambas hormonas en disociados de
adenchipédfisis (Houben y Denef, 1991aj.

En cuante al mecanismo de accion de estos dos efectos, cabe destacar que la
administracion icv, pero no iv de GRP disminuye el aumento de PRL inducido por el analogo
de met-enk FK33-824, y por el agonista dopaminérgico domperidona (Matsushita y cols.,
1983). Mas recientemente, Manzanares y cols. (1991) demostraron que la administracion de
GRP y/o BBS produce un aumento de la actividad dopaminérgica en la EM y en el lébulo
neural de la hipéfisis, hecho que va acompanado de una disminucién de PRL plasmatica.
Estos estudios sugieren un efecto inhibitorio de GRP sobre la liberacion de PRL a nivel del
SNC actuando sobre receptores opicides v estimulando la liberacion de DA. Asimismo, la
administracién central de BBS en ratas ovariectomizadas inhibe los niveles plasmaticos de
PRL al tiempo que aumenta la actividad del enzima tirosina-hidroxilasa (Babu y Vijayan,
1983). Por otra parte, la administracion icv y en el tercer ventriculo de GRP o BBS, ademas de
inhibir la secrecion de GH en condiciones basales, como se ha mencionado anteriormente, es
capaz de inhibir el aumento de GH preducide per GH-RH (Kentroti y Mc Cann, 1985;
Wakabayashi y cols., 1985). Por tanto, y dado que la administracién de un antagonista
dopaminérgico revierte el efecto inhibidor de GRP sobre la secrecion de ambas hormonas, el
mecanismo por el que este neuropéptido inhibe la liberacién de PRL y GH es el siguiente: GRP
podria estimular la liberacion de DA a partir de neuronas tuberoinfundibulares, lo que 1)
estimularia la liberacion de somatostatina hipotalamica, que a su vez inhtbe la liberacion de
GH tanto basal como inducida por GH-RH, ¥ 2} alcanza la hipofisis a través del sistema portal
hipefisario, inhibiendo asi la liberacién de PRL a partir de los lactotrofos hipofisarios (Abe y
cols.,, 1981; Kabayama y cols., 1984; Kentroti y Mc Cann, 1985; Kentroti y cols., 1988b;
Manzanares y cols., 1991; Kentroti y Mc Cann, 1996).

Por otra parte, la administracion central de BBS previamente a la exposicion de los
animales a una situacién de estrés inhibe de forma muy potente la liberacién de PRL por un
mecanismeo no mediado por receptores opidaceos, mientras que los niveles plasmaticos de GH
no se modifican {Taché y cols., 1979).

Por ultimo, GRP y BBS parecen aumentar la liberacién de GH en células
adenchipofisarias de rata (Kentroti y Mc Cann, 1985}, bovinas (Bicknell y Chapman, 1983)
y en células GH,C, (Westendorf y Schonbrunn, 1982; Bjoro y cols,, 1987) y GH;. Este efecto
estd potenciado por estradiol, & a-dihidrotestosterona y dexametasona (Houben y Denef,
1990). Sin embargo, los resultados obtenidos en experimentos in vitro sobre la secrecion de
PRL son contradictorios, ya que en algunos casos no se observan modificaciones (Matsushita
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y cols., 1983}, mientras que otros estudios muestran un efecto estimulador de GRP sobre la
liberaciéon de esta hormona, que es potenciado por S-g-dihidrotestosterona y estradiol e
inhibide par dexametasona {(Houben y Denef, 1990). Sin embargo, el hecho de que BBS
apenas tengan efecto sobre GH y PRL cuando es administrada por via iv en humanos y en
ratas (Morley y cols., 1980; Pontiroli y col., 1980; Gullner y Yajima, 1983}, y que GRP se
encuentre localizade en areas cerebrales ricas en neuronas somatostatinérgicas, ademas de
estimular la liberacién de somatostatina a partir de la EM hipotalamica {Kentroti y cols.,
1988b) sugiere que ambos péptidos ejercen su accion principalmente a nivel hipotalamico y
por el mecanismo antes mencionado. A pesar de ello, existen estudios donde se ha encontrado
que la administracién periférica de BBS es capaz de inhibir el aumento de GH inducido por
GH-RH, y de aumentar la secrecién de BBS en ratas macho tratadas con estrégenos (Benitez
y cols., 1990}

b) ACTH

El efecto de BBS v GRP sobre la secrecion de ACTH se ha estudiado tanto in vivo como
in vitro, y se detalla en el apartado 9.1.

¢) Gonadotropinas

La administracién en el tercer ventriculo de BBS en ratas hembras ovariectomizadas
no produjo modificaciones en los niveles plasmaéaticos de gonadotropinas (Babu y Vijayan,
1983). Sin embargo, estudios posteriores en ratas macho si detectaron alguna meoedificacion
en los niveles plasmaticos de estas hormonas, como se describe a continuacién.

Hormona luteinizante

La administraciénicv del antagonistade GRF [D-Tpi®-Leu'*-y-CH,NH-Leu'*] bombesina
en ratas macho castradas disminuye los niveles plasmaticos de LH. Dado que una posterior
inyeccion central de GRP revierte este efecto, y que la administracion de ambos compuestos
por via iv no modifica la concentracién plasmatica de LH, puede sugerirse gue el mecanismo
por el cual GRP afecta la secrecién plasmatica de LH estd mediada a través de su receptor a
nivel central (Pinsky y cols., 1992a). Por el contrario, estos mismos autores no observaron
ningun efecto tras la administracién iv tanto de GRP como de su antagonista [D-Tpi®-Leu'*-yp-
CH,NH-Leu''] bombesina. Este ultimo resultado estd de acuerdo con estudios anteriores
realizados en humanos donde no se observan variaciones de LH en respuesta a infusiones de
BBS (Morley y cols., 1980; Pontiroli y cols., 1980; Pontiroli y Scarpignato, 1986}. Aunque
infusiones de BBS en humanos aumentan los niveles de LH en respuesta a LH-RH (Pontiroli
¥ Scarpignato, 1986); sin embarge, la administracién iv del antagonista de GRP [D-Tpi®-Leu'”-
y-CH,NH-Leu''] bombesina en ratas no modifica la liberacion de LH inducida por LH-RH
(Pinsky y cels., 1992a). Estos resultados, aparentemente contradictorios, pueden explicarse
teniendo en cuenta que los experimentos se han realizado en especies diferentes y porque las
dosis utilizadas de antagonistas no son lo suficientemente altas como para afectar la funcion
hipofisaria.
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Por ultimo, cabe destacar que la administracién central de BBS previamente a la
exposicion de los animales a una situacion de estrés no modifica la liberacién de LH (Taché
y cols., 1979).

Hormona estimulante del foliculo

La administracion iv de BBS en humanos no tiene efecto sobre los niveles plasmaticos
de FSH (Morley y cols., 1980), pero si es capaz de aumentar la liberacion de FSH en respuesta
a LH-RH (Pontiroli y Scarpignato, 1986}. Sin embargo, en ratas, la administracién iv del
antagonista del receptor de GRP [D-Tpi®-Leu'-y-CH,NH-Leu''] bombesina en ratas no
modifica la respuesta de FSH a LH-RH, y la administracion tanto icv como iv de GRP o de su
antagonista no modifica los niveles plasmaticos de FSH (Gullner y Yajima, 1983; Pinski y cols,
1992a). Estos resultados no son contradictorios, teniendo en cuenta que los experimentos se
han realizado en especies diferentes.

d) Oxitocina y arginina-vasopresina

Estudios en rata muestran como la administracion de BBS, incluso a dosis elevadas,
no modifican los niveles plasmatices de oxitocina. Sin embargo, la administracion de este
neuropéptido en monos si parece elevar la secrecion neurchipofisaria de AVP (Verbalis y cols.,
1988).

e} Tirotropina o TSH

La administracion iv de BBS no modifica los niveles plasmaticos de TSH en humanos
{Morley v cols., 1980}, pero si los disminuye en respuesta a TRH (Pontiroli y Scarpignato,
1986); sin embargo, la administracién iv, pero no icv, de GRP en rata inhibe la liberacién de
TSH {Mitsuma y cols., 1985; Krowicki y Sadowska-Krowicka, 1989). Este efecto inhibitorie de
GRP sobre la secrecion de TSH se ha observado también en estudios in vitro (Moura y cols,,
1999). Por otra parte, GRP inhibe la liberaciéon de TSH inducida por TRH in vivo (Krowicki y
Sadowska-Krowicka, 1989) e in wuvitro, efecto que se revierte tras la administracion de un
antagonista de GRP, lo que sugiere la posible funcion de GRP sobre la regulacion hormonal
tiroidea (Santos y cels., 1995).

7.11.2. Otras hormonas

a) Hormonas hipotalamicas

La administracion icv de BBS en rata induce la liberacion de somatostatina
hipotalamica a la circulacion portal hipofisaria, la cual, a su vez, inhibe la liberacién de GH
a nivel de la hipdfisis (Abe y cols., 1981).

b} Hormonas gastrointestinales

GRP juega un papel importante en la regulacién hormonal gastrica, intestinal y
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pancreatica, debido a su liberacién de forma endégena por distintos mecanismos, entre ellos
la estimulacion vagal y colinérgica (Nishi y cols., 1985). Concretamente, GRP regula la
liberacion tanto de gastrina, secretada por el estomago, como de CCK y secretina, liberadas
a nivel intestinal, ademas de mediar la secrecién pancreatica exocrina y endocrina.

Gastrina

La administracion iv de GRP en humanos y en perros eleva las concentraciones
plasmaticas de gastrina (Mc Donald y cols., 1981; lnoue y cols., 1983; Wood y cols., 1983).
Ademas, GRP eleva la liberacién de gastrina en otras especies animales como el gato (Vagne
y cols., 1987) y la rata, tanto tras administracién central como periférica (Taché y cols., 1981a
v b). Es posible que este efecto se produzca por la accion directa de GRP sobre células G, ya
que se ha demostrado que la BBS es capaz de aumentar la liberacion de gastrina actuando
directamente sobre células antrales G humanas (Squires y cols., 1999).

Los péptidos analogos a BBS estimulan la secrecidon de gastrina por un mecanismo
mediado a través del nervio vago, ya que la administracion de un antagonista del receptor de
GRP redujo la liberacion de gastrina producida por estimulacion vagal en ratas (Weigert y
cols., 1996). Ademas, el efecto de GRP sobre la secrecion de gastrina parece ser sensible al
bloqueo por antagonistas colinérgicos, como se ha demostrado en humanos (Fletcher y cols.,
1983).

Por 1iltimo, cabe destacar que GRP parece ser uno de los reguladores endogenos de
laliberacién de gastrina, ya que la administracion de anticuerpo anti-GRP o de un antagonista
del receptor de GRP es capaz de bloquear el efecto liberador de gastrina inducido por la
administracién exdégena de GRP, asi comeo la liberacion de gastrina producida tras
estimulacion vagal (Takagi y cols., 1987; Weigert y cols., 1996).

Colecistoquinina

La administracion iv de GRP en humanos, perros y ratas eleva las concentraciones
plasmaticas de CCK (Mc Donald y cols., 1981; Inoue y cols., 1983; Wood y cols., 1983; Lewis
y Williams, 1990}, presumiblemente actuando sobre el intestino delgado, entre el duodeno y
el yeyuno, e independientemente de la inervacion vagal del intestino delgado (Lundell y cols.,
1991). El aumento de CCK inducido por GRP también se ha observado in vitro, en perfusion
de duodeno de rata (Nakano y cols., 1988).

Secretina v péptido intestinal vasoactivo

La administracidn ivde GRP en cerdos anestesiados aumenta la liberacion de secretina
(Glad y cols., 1996). Ademas, GRP es capaz de estimular directamente la secrecion de esta
hormona a partir de células productoras de secretina (Chang y cols., 1998). Asimismo, GRP
y BBS son capaces de elevar las concentraciones plasmaticas de otros péptidos
gastrointestinales, como VIP en humanos {Ghatei y cols., 1982).
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¢] Secrecion pancreatica endocrina

Insulina y glucagén

La administracion iv de GRP y BBS en humanos eleva los niveles de insulina y
glucagén (Knigge y cols., 1984). Estos resultados contrastan con los encontrados por
Scarpignato y cols. (1987 y 1988), quienes no observaron modificaciones en los niveles
plasmaticos de insulina tras la administracion de BBS en humanos por la misma via, aunque
sl encontraron que este péptido potencia la accién de la insulina tras la administracién de
glucosa. Por otra parte, estudios in vivo revelan que la administracion iv del decapéptido
terminal de GRP aumenta la secrecion de insulina y glucagén en perro (Mc Donald y cols.,
1981; Kawai y cols., 1988). Lo mismo ocuire tras la administracion iv de GRP en oveja [Mc
Donald y cols., 1988) y en rata y en raton, donde, al igual que en humanos, se ha observado
que GRP potencia la respuesta de la insulina sobre la liberacién de glucesa (Pettersson y
Ahren, 1987 y 1988). El efecto insulinotropico de GRP también se ha observado en monos
(Figlewicz y cols., 1985).

Estudios in vitro revelan, al igual que los estudios in vivo, que GRP aumenta la
secrecion de insulina y potencia la respuesta de la insulina sobre la liberacion de glucosa
(Knuhtsen y cols., 1987; Gregensen y Ahren, 1996). Este efecto de potenciacion, asi como el
mecarnisme de accién intracelular por el que se produce, se ha demostrado in vitro (Gregensen
¥ Ahren, 1996). Sin embargo, estudios realizados in vitro en los resultados han demostrado
que en pancreas aislado de perro GRP estimula la liberacién de insulina, pero no de glucagon
(Hermansen y Ahren, 1990).

Por altimo, cabe destacar que el aumento de insulina producido por péptidos analogos
a BBS parece tener su lugar de accion a nivel central, ya que la administracion de BBS en el
NVM o en el hipotalamoe lateral aumento los niveles plasmaticos de insulina y glucagon en la
vena hepatica (lguchi y cols., 1984).

Polipéptido pancreatico {PP)

La administracion iv de GRP aumenta los niveles plasmaticos de PP en perro, ovejay
gato (Mc Donald y cols., 1981; Inoue y cols., 1983; Vagne y cols., 1987; Mc Donald y cols.,
1988). Este efecto parece estar mediado, al menos en parte, por CCK, ya que la administracion
iv del antagonista de CCK L-364,718 en perros fue capaz de inhibir la secrecion de PP
inducida por GRP (Hosotani y cols., 1989).

Somatostatina pancreatica

Estudios in vivo e in vitro realizados en perro muestran como GRP, o su decapeptido
terminal -GRP-10- no modifican la secrecion de scomatostatina (Kawai y cols, 1988,
Hermansen y Ahren, 1990). Sin embargo, en estudios mas recientes realizados en
preparaciones de mucosa gastrica, se ha observado que tanto BBS como GRP estimulan la
liberacién de somatostatina actuando directamente sobre células somatostatinérgicas del
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fundus, concretamente sobre células fiindicas D (Schubert y cols., 1991; Schaffer y cels,,
1997) v sobre el antrum, activando de forma indirecta células somatostatinérgicas por
estimulacién de gastrina y activacién de neuronas inhibitorias colinérgicas (Schubert y cols,,
1991). Esta estimulacién también se ha observado en el hombre, ¥y su mecanismo de acciéon
parece ser independiente de inervacion vagal o colinérgica (Sjovall y cols., 1990}. Sin embargo,
en el cerdo, la estimulaciéon de somatostatina inducida por GRP parece estar mediada por el
nervio vago, ya que la administracién de un antagonista de GRP bloquea la liberacion vagal
de somatostatina {Holst y cols., 1987).

Asimismo, BBS parece regular el sistema efector del receptor pancreatico de
somatostatina, tanto in vivo como in vitro (Alvaro-Alonso y cols., 1999}

d) Hormonas gonadales: testasterana

El hecho de que exista IR-GRP en células neuroendocrinas de la prostata humana (Di
Sant’Agnese, 1986), en el tracto genital femenino de ratas hembras (Ghatei y cols, 1985) y en
semen humano [(Gnessi y cols., 1989), sugiere la posible funcion fisiclégica de GRP en el
sistema reproductor.

Asi, Pinski y cols. (19924} observaron una disminucion de peso de la prostata de
animales tratados con el antagonista de GRP {D-Tpi*-Leu'*-y-CH,NH-Leu'*] bombesina; sin
embargo, los niveles plasmaticos de testosterona no se modificaron tras la administracion iv
tanto de GRP como de su antagonista.

e} Hormenas tiroideas: triyodotironina (T3} y tiroxina (T4)

La presencia de GRP en células C tiroideas (Sunday y cols., 1988) sugieren su posible
funcion en la regulacién de la secrecion hormonal tircidea; asi, la administracién sc de BBS
de forma cronica en rata durante 7 dias produjo una elevacion de peso de la glandula tiroides,
ademas de elevar la secrecian de T3 y T4, lo que implica a los péptidaes analogos a BBS en la
regulacion de la funcidn tiroidea (Malendowicz y Miskowiak, 1990). La elevacion de T4 también
se observa en ratén, donde, ademas, se aprecia un efecto aditive de GRP y TSH sobre la
elevacion de T4 (Ahren, 1989).

f) Parathormona

El efecto de Ia administracion exdégena de BBS sobre los niveles plasmaticos de
hormoena paratireidea se ha estudiado en humanos, y los resultados son contradictorios,
Mientras Pontireli y cols. {1980} no observaron variaciones de dicha hormona tras la
administracién iv de BBS, un estudio posterior (Ghatei y cols., 1982) demuestra un marcado
descenso en los niveles plasmaticos de hormona paratireidea tras la administracion de este
neuropéptido.
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g} Hormonas adrenales

El efecto de BBS y GRP sobre la secrecion de cortisol y corticosterona se detalla en el
apartado 9.1.

7.12. Efecto de GRP/bombesina sobre la funcion cardiaca

El efecto de BBS sobre la presién arterial y la frecuencia cardiaca depende en gran
medida de la via de administracion y de la especie animal utilizada. Asi, la administracién local
de BBS en el NTS disminuye la frecuencia cardiaca y no altera la presion arterial en rata
(Carver-Moore y cols., 1991). En cambio, la administracion de BBS en la amigdala aumenta
la presiéon arterial pero no altera la frecuencia cardiaca en rata {Brown y Gray, 1988), y la
disminuye cuando se administra icv (Fisher y cols., 1985). Estos mismos autores proponen
que el aumento de la presién arterial inducido por BBS se lleva a cabo a través de un
mecanismo og-adrenérgico, probablemente a nivel de la médula adrenal, va que la
adrenalectomia previene este efecto, mientras que el descenso de la frecuencia cardiaca se
produce, en parte, por un descenso de la inervacién simpatica y por aumento de Ia inervacion
parasimpatica colinérgica del corazon, ademas de por estimnulacién vagal cardiaca (Fisher y
Brown, 1984; Fisher y cols., 1985). Por otra parte, en un modelo experimental de shock
hipovolémico en rata, la administracién iv de BBS consiguid, de forma dosis-dependiente,
restaurar la presion arterial, el pulso y la frecuencia cardiacas (Guarini y cols., 1989).

Ademas, se ha observado que ratones transgénicos que carecen del receptor BB3
desarrollan hipertensién (Ohki-Hamazakiy cols, 1997). Asimismo, se ha demostrado laposible
relacion existente entre GRP y enfermedades cardiacas crénicas, ya que se ha observado que
individuos con fallo cardiaco cronico presentan niveles circulantes de GRP mas bajos que
individuos sanes (Nicholls y cols., 1992).

7.13. Efecto de GRP/hombesina en procesos de aprendizaje

Flood y cols. demostraron en 1987 que la alimentacién justo después del aprendizaje
incrementa la memoria en un proceso de entrenamiento por evitacion de la sacudida de las
patas en raton. Algunos péptidos gastrointestinales, como CCK, aumentan la memoria en ¢ste
tipo de entrenamiento pero su efecto se bloquea por vagotomia. Sin embargo, el efecto de la
alimentacion sobre la memoria no se bloquea por reseccion del nervio vago. Por ello se penso
que debian existir otros péptidos gastrointestinales que incrementasen el aprendizaje por un
mecanismo independiente del nervio vago. Asi se observo que en ratones entrenados en este
tipo de test, la administracién ip BBS o GRP aumenté6 el aprendizaje. En el caso de la
administracién icv fueron necesarias dosis mayores que las empleadas por via ip, lo que
sugiere que tanto GRP como BBS actaan en este caso a través de un mecanismo periférico.
Ademas, estos dos péptidos son capaces de revertir la amnesia inducida por escopolamina.
Por otra parte, el efecto inducido por GRP y BBS es tiempo dependiente, es decir, su efecto
disminuye a medida que transcurre mas tiempo desde el entrenamiento (Flood y Morley, 1987
y 1988}
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TABLA 9

Efectos producidos por la administracién exdgena de péptidos analogos a bombesina

Efecto de 1a administracién
exogena de GRP o bombesina

Localizacion de
inmunorreactividad a
bombesina/GRP

Localizacién de receptores

de GRP

Inhibicion de la secrecion acida
gastrica (efecto ejercido via
SNC; Tache y cols., 1988)

Tejido gastrico
(Gibbs y Smith, 1988)
Cerebro
{Mcody vy cols., 1981)

Cerebro
(Ladenheim y cols.,1993)

Comportamiento (efecto
ejercido via SNC y sistema
nervioso periférico (SNP):
lncrementa en sus habitos de
rascarse y acicalarse; Gmerek
y Cowan, 1984

Médula espinal
(Panula y cols., 1988)

Cerebro
{(Moody y cols,, 1981)

Cerebro
(Ladenheim y cols.,1992)

Descenso de temperatura
corporal (efecto gjercido via
SNC; Brown y cols., 1977)

Cerebro
(Moody y cols., 1981)

Cerebro
(Ladenheim y cols.,1992)

Disminucion de la motilidad
gastrointestinal (efecto ejercido
via SNC y SNP; Porreca y cols.,
1988

Células nerviosas y fibras del

tracto gastrointestinal [Furnes

y cols., 1988, Porreca y cols.,
1988)

Células musculares del
tracto gastrointestinal
{Moran y cols., 1988)

Disminucion de la ingestion de
alimentos (efecto ejercido via
SNC y SNP; Gibbs y Smith,
1088)

Tejido gastrico
(Gibbs y Smith, 1988)
Cerebro
(Moody y ccls., 1981)

Cerebro
(Ladenheim y cols.,1992)

Aumento de la liberacion de
gastrina y estimulacion del
vaciamiento gastrico (efecto
ejercido via SNC y SNP; Walsh
y cols., 1988; Makhloufy
Shubert, 1988)

Nervios estomacales proximos

a las células G {(Walsh y cols.,

1688; Makhlouf{y Schubert.,
1988)

Células G
{(Vigna y cols., 1988}

Estimulacion de la secrecion
exocrina pancreatica
(Holst y cols., 1988)

Nervios pancreaticos
(Holst y cols., 1988; Mc
Donald y cols., 1988)

Acinis pancreaticos

(Jensen y cols., 1988a]

Estimulacién de la secrecion
endocrina pancreatica (efecto
ejercido via SNC y SNP; Mc
Dcnald y cols., 1988)

a
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Efecto de la administraciéon
exdgena de GRP o bombesina

Localizacién de
inmunorreactividad a
bombesina/GRP

Localizacion de receptores
de GRP

Aumento de la liberacion de
hormonas gastrointestinales
(Jensen y cols., 1988b}

Nervios estomacales proximos

a las células G (Walsh y cols.,

1988; Makhlouf y Schubert,,
1988)

Células G
(Vigna y cols., 1988)

Liberacioén de hormonas

hipofisarias

& Inhibicién de GH y PRL in
vivo (Kentroti y Mc Cann,
1985; Kentroti y cols., 1988ay
b; Manzanares y cols., 1991]
& Aumento PRL y GH in wvitro
{Westendor{ y Schonbrunn,
1982; Bjoro y cols., 1987,
Houben vy Denef, 1990}

e Aumento ACTH in vivo
(Olsen y cols., 1992) e in vitro
(Hale y cols., 1984, Au y cols.,
1997)

Hipéfisis
(Larsen y cols., 1989a; Steel y
cols., 19972)

Hipéfisis y lineas celulares
hipofisarias
(Westendorfy Schonbrunn,
1983; Houben y cols., 1994))

Aumento de la liberacion de
cortisol ¥ corticosterona
(Thomas ¥ Sander, 1985;
Sander y Porter, 1988; Gunion
¥ cols., 1989; Sander y
Thomas, 1991)

Médula adrenal

(Lemaire y cols., 1586)

Confraccitn de muasculo liso

(Porreca y cels., 1988)

Miuscule liso
{Sunday y cols., 1988)

Aumento de la liberacién de
hormonas tiroideas (Ahren,
1989)

Células C de tiroides (Sunday
y cols., 1988)

Resumen de los efectos producidos por la administracién exégena de GRP y/o BBS y su relacion con la
presencia endégena de péptidos andlogos a BBS y sus receptores en los tefidos afectados y en el lugar de
accion.

-: no se ha detectado presencia de inmunorreactividad a GRP y/ o receptores. ?: dato desconocido.
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8. Antagonistas del receptor de GRP y sus efectos farmacologicos
Existen dos clases de antagonistas de GRP, peptidicos y no peptidicos.

Los primeros en desarrollarse fueron los antagonistas peptidicos, obtenidos por
modificacien de la estructura de GRP o BBS (a excepcion de los analogos de sustancia P, que
se obtuvieron por modificaciones de este neuropéptido). Esta modificacién estructural se
realizé teniendo en cuenta que el heptapéptide C-terminal de BBS o GRP es el minimo
fragrento que interactlia con el receptor de GRP y produce actividad biologica (Broccardo y
cols., 1976; Heimbrock y cols., 1988). A pesar de que se han obtenido antagonistas peptidicos
competitivos y con gran afinidad por el receptor de GRP, éstos presentan inconvenientes
importantes: en primer lugar, son poco estables, ya que se degradan facilmente por peptidasas
presentes en el tracto gastrointestinal, en la sangre, y en otros tejidos. Esto implica que la
duracion de su accion sea corta. Este inconveniente, unido a que el transporte de estos
analogos desde el tracto gastrointestinal hacia la sangre es bastante pobre, hace que sean
poco activos por via oral, por lo que en la mayoria de los casos la forma de administracion mas
recomendable es via icv; ademas, son hidrosolubles, lo que impide su paso a través de la
barrera hematoencefalica, y se excretan de forma rapida por el higado y el rifnén (Veber y
Freidinger, 1985). Por ultimo, estos analogos frecuentemente presentan propiedades
agonistas, lo que limita su uso terapéutico y en investigacion.

Por ello, en los ditimoes anos el desarrolle de nuevos antagonistas se ha centrado en
la sintesis de analogos no peptidicos, metabélicamente estables, activos por via oral y capaces
de atravesar la barrera hematoencefilica. Estos analogos se han desarrollado siguiendo dos
lineas de investigacién: en primer lugar, se han obtenido gracias a estrategias de disefio
racional de farmacos. En segundo lugar, se ha procedido al ensayo de un gran namero de
compuestos mediante diferentes ensayos biolégicos, entre ellos el procedimiento de unién de
radioligandos (Betancur y cols., 1997).

8.1. Antagonistas peptidicos

Existen principalmente tres clases de antagonistas peptidicos del receptor de GRP
(Jensen y Coy, 1991):

8.1.1. Antagonistas peptidicos de clase |

Esta formada por analogos de la sustancia P sustituidos por D-aminoacidos y su accién
fue descrita por primera vez por Jensen y cols. (1984a), al observar que un antagonista de
sustancia P era capaz de inhibir la secrecion enzimatica inducida por BBS en células acinares
pancreaticas de cobaya. Posteriormente se observd que estes derivados eran capaces de
bloquear distintas respuestas producidas por péptidos analogos a BBS, como se describe en
[a tabla 10, ademas de inhibir la unién de ligandos radiactivos de BBS al receptor de GRP
(Houben y Denef, 1991b; Jensen y Coy, 1991).

Los principales antagonistas de este grupo y mas utilizados en investigacion son {D-
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Arg', D-Trp’”,Leu'']-SP o espantida, [D-Arg', D-Pro?, D-Trp”°,Leu''|-SP y [D-Arg', D-Phe®, D-
Trp™* Leu'']-SP, cuya IC50 [concentracion que causa el 50% de inhibicién de la secrecién
cnzimatica de BBS en acinares pancreaticos de cobaya o el 50% de la incorporacién de [H"]
timidina en células Swiss 3T3) se encuentra en el rango micromolar (Jensen y cols., 1984ay
b, Corps ¥ cols., 1985).

Por otro lado, y como se observa en la tabla 10, estos antagonistas son capaces de
bloquear, en la mayoria de los casos, los efectos producidos in vivo por la administracién
exogena de BBS (Pappas y cols., 1985),

Sus principales inconvenientes son su baja potencia, ya que solo son efectivos en el
rango micromolar, y su falta de selectividad por el receptor de GRP (Houben y Denef, 1991b),
va que ademas de ser antagonistas de este receptor, se comportan como antagonistas de
sustancia P (Jensen y cols., 1988h; Cay y cols., 1988). Es mas, [D-Arg', D-Trp"?,Leu'']-SP o
espantida es toxico cuando se administra en el SNC a partir de 0,5 pg, pudiendo causar la
muerte (Yachnis y cols., 1984). Es importante destacar también la actividad agonista parcial
de estos compuestos en algunos estudios {Merali y cols., 1988a; Campos y cols., 1989),
aunque no en oiros (Jensen y cols., 1984b; Corps y cols., 1985). La variabilidad de los
resultados obtenidos también se refleja en el hecho de que su efecte sobre la estimulacién de
la liberacion de gastrina inducida por BBS depende del tipo de ensayo y de antagonista
utilizadoe (Giraud y cols., 1987b; Holst y cols., 1987; Campos ¥ cols., 1989).

La utilizacién de esta clase de antagonistas en distintos estudios ha revelado la posible
intervencion de péptidos analogos a BBS en la regulacién endogena de la secrecion gastrica
(Makhlouf y Schubert, 1988) y pancreatica (Holst y cols., 1989).

8.1.2. Antagonistas peptidicas de clase Il

La constituyen analogos de BBS en los que el aminoacido histidina (His) de la posicion
12 ha sido sustituido por D-aminoacidos.

En 1975, Broccardo y cols. destacaron la importancia del aminoacide triptéfano (Trp)
en posicion 8 y de His en posicion 12 para la actividad bicldgica de la BBS. Estudios
posteriores (Heinz-Erian y cols., 1987; Saeed y cols., 1989) en los que se sintetizaron mas de
100 analogos con diferentes sustituciones de aminoacidos por D-aminoacidos sugirieron que
tanto estas dos posiciones como la esterecespecificidad son fundamentales para determinar
la actividad agonista o antagonista de un compuesto, y que la hidrofobicidad de un
aminoacida es determinante para la afinidad a su receptar. Asi, compuestos en los que el
aminoacido His de la posicion 12 se ha sustituido por D-Phe, D-p-clorofenilalanina y D-
Tirosina (D-Tyr) se comportan como antagonistas, siendo el analogo [D-Phe'?, Leu'']
bombesina el que presenta una mayor afinidad. Sustituciones adicionales de otros
aminoacidos mejoraron la afinidad 3 veces, siendo el analogo {D-Phe®'?] bombesina el que
presenta mayor afinidad (Saeed y cols., 1989). Otros antagonistas de este grupo son [D-Phe'?]
bombesina y [Tyr*, D-Phe'?] bombesina. Todos ellos presentan una 1Cg de 4 pM y no
presentan actividad agonista a dosis mayores de 30 uM en células acinares pancreaticas de
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cobaya (Heinz-Erian y cols., 1987; Saeed y cols., 1989). En cuanta a su afinidad por el receptor
de GRP, es comparable a la de los andlogos de sustancia P o ligeramente superior.

Al contrario que los analogos de sustancia P, estos antagonistas son efectivos a nivel
del SNC y no producen toxicidad in vivo (Meraliy cols., 1988ay bj. Ademas, son mas selectivos
que los anteriores, aungue en algunos tejidos presentan afinidad por el receptor de sustancia
P {Heinz Erian y cols., 1987; Meraliy cols,, 1988a) . Aun asi, presentan inconvenientes, como
su poca potencia (son s6lo efectivos en rango micromolar), y baja solubilidad en agua, por lo
que en general son poco Utiles en estudios in vivo.

8. 1.3. Antagonistas peptidicos de clase III

Esta formada por analogos de BBS en los que el grupo (CO-NH} de la unién entre
aminoacidos se ha reducido a CH,NH (unidén entre aminoacidos de tipo y) o a CH,O.

Dentro de este grupo destacan dos antagonistas por su selectividad y competitividad
a nivel del receptor de GRP:

{(Leu'3-y-CH NH-Leu'*] bombesina

Este analogo presenta dos modificaciones estructurales con respecto ala BBS, péptido
del que procede: por un lado la unién entre los aminoécidos 13 y 14 -CONH- se ha reducido
a -CH,NH-. Por otra parte, el aminoacido Met de la posicién 14 se ha sustituido por Leu.

Este antagonista esta descrito como altamente especifico y competitivo sobre el
receptor de GRP (Severi y cols., 1989). Presenta una afinidad 100 veces mayor que la descrita
para los analogos de sustancia P sustituidos por D-aminoacidos y para los analogos de [D-
Phe'?] bombesina {Coy y cols.,, 1988) y ademas es soluble en agua. Se comporta como
antagonista in vivo, ya que inhibe la liberacion de gastrina y el incremento de la motilidad
gastrica y secrecion acida gastrica inducido por BBS (Rossowsky y cols., 1989; Holst y cols.,
1990). Entre sus efectos endocrinos destaca su capacidad para hloquear el aumento de PRL
inducide por estrogenos (Mai y Pan, 1993). Asimismo se ha demostrado su capacidad
antagonista in vitro, al inhibir la secreciéon enzimatica en células acinares pancredticas y la
incorporacion de H'-timidina y el crecimiento autocrino en células Swiss 3T3 y SCLC (Coy y
cols., 1988 y 1989).

Se desconoce el mecanismo por el cual este compuesto se comporta como antagonista.
Se ha sugerido que debido a que la BBS tiene una hélice p entre los aminoacidos valina (Val)
de la posicion 10 y Leu de la posicion 13, podria formarse un enlace por puentes de hidrogeno
entre estos dos aminoacidos, al igual que se ha visto en analogos de somatostatina o de LH-RH
{(Rivier y Brown, 1978; Coy y cols., 1988), aunque esta hipdtesis no es totalmente aceptada
(Erne y Schwyzer, 1987).

Este péptide ha servide como base para el desarrolle de otros analogos de menor
numero de aminoacidos cuya sintesis es mas sencilla y presentan mayor potencia que el
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anterior; ademas, al reducirse la secuencia de aminoacidos se reduce también el nimero de
sitios posibles de ataque para las proteasas y por tanto las posibilidades de degradacion del
péptido (Coy y cols., 1989 y 1990). Estudios posteriores demostraron, al igual que en los
antagonistas de clase 1, que la sustitucion por D-aminoacidos en estos analogos de cadena
corta se traduce en un incremento de su potencia, Un ejemplo de este tipo de antagonistas
es [D-Phe’-Leu'"-y-CH,NH-Leu'*] bombesina,_,,, del que se conoce su actividad in vitro, pero
no in vivo (Coy y cols., 1989).

[D-Tpi®-Leu'*-yp-CH,NH-Leu'*] bombesina (RC-3095):

Este analogo presenta una rodificacion adicional con respecto al péptido anterior: la
introduccion del analogo de D-Trp, D-Tpi, en la paosicién 6 en lugar del aminoacido arginina
{Asn). Es un antagonista altamente especifico y competitivo a nivel del receptor de GRP, capaz
de bloquear la liberacion de amilasa a partir de células acinares pancreaticas de rata (Jawerek
y cols., 1992} y la secrecién de gastrina, glucagén y LH, y ademas de la supresion de GH
inducida per GRP (Pinski y cols., 1992a y b}. Por otra parte, existen multiples estudios en los
que se describen las propiedades antitumorales de este compuesto, ya que es capaz de inhibir
el crecimiento celular de distintos tumores humanos {Radulovic y cols., 1991; Milovanovic y
cols., 1992; Yano y cols., 1992; Pinski y cols., 1993; Pinski v cols,, 1994 a y b; Qin y cols.,
1994ay b; Radulovic y cols., 1994, Shirahige y cols., 1994, Qin y cols., 1993) y de rata {Pinski
y cols., 1994¢).

Por ultimao, ¥ dentro de la clase 11l de antagonistas, parece ser que los analogos en los
que la union peptidica CO-NH se ha sustituido por CH,O presentan incluso mayor afinidad
que los anteriores. Entre ellos cabe destacar Ac-lwCH,0 25-26] GRP,, ., (Saari y cols., 1989).

8.1.4. Otros antagonistas peptidicos

Debido a que [Leu'*-y CH,NH-Leu'!] bombesina presenta actividad agonista en
algunas ocasiones, se plante6 la busqueda de nuevos antagonistas con mayor afinidad sobre
el receptor de GRP.

Una primera aproximacién consistié en la modificacion del extremo carboxilo terminal
de GRP, obteniéndose como resultando analogos desmetilados o alquilamidados (tabla 11,
compuestos [V, Coy y cols., 1989; Heimbrock v cols., 1989; Saariy cols., 1989) con capacidad
antagonistaen células pancreaticas acinaresy células Swiss 3T3. Esta modificacién indicaque
el extremo carboxilo terminal de GRP/BBS es importante para activar el receptor de GRP e
iniciar la respuesta biclégica, pero no es determinante para la unién del compuesto al receptor
(Houben y Denef, 1991h). La introduccién de D-Phe en posicion 6 en estos péptidos mejora
la capacidad antagonista; esta tultima modificacién, unida a la sustitucién del extremao
carboxilo terminal por un residuo alquilamida aumenta la afinidad del compuesto por el
receptor. Asi surgen (D-Phef) bombesina ., propilamida y (D-Tyr®) bombesina ., propilamida
{Coy v cols., 1989), gue presentan una petencia ligeramente superior a la de los antagonistas
de clase II[. Este ultime antagonista es capaz de inhibir la liberacion de ACTH inducida por
CRF v potenciada por BBS en células adenohipofisarias ovinas (Au y cols., 1997).
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De forma paralela al desarrollo de estos compuesios, Heimbrook y cols., (1989)
encontraron que la supresién del aminoacido Met en posicién 27 de GRP y/o la sustitucion
del extremo carboxilo terminal por un residuo N-acetilado daba como resultado compuestos
con actividad antagonista (tabla 11, compueste V). Estos compuestos resultaron ser
antagonistas capaces de inhibir la liberacion de insulina y glucagén inducida por GRP en
raton {Karlsson y Ahren, 1990). A partir de N-acetil GRP ;. amida, se obtuvieron distintos
analogos que resultaron ser mas potentes que [Len'-yp-CH,NH-Leu’*) bombesina, gracias a
la sustitucion del aminoacido Met del extremo carboxilo terminal por Leu v reemplazando la
ultima union peptidica por una unién eter {tabla 11, compuesto VI, Saari y cols., 1989). La
inclusién de un grupo carbamoilo en este ultimo compuesto dio como resultado un
antagonista mas potente que el anterior (Saari y cols., 1989). Por otro lado, a partir de los
andalogos desmetilados en posicidon 27, y por adicidon de grupos dadores de electrones como
hidrazidas (tabla 11, compuesto Vi, Camble y cols., 1989; Heimbrock y cols., 1989, Wang v
cols., 1990), ésteres (tabla 11, compuesto VI y IX; Heimbrock y cols., 1989; Wang vy cols.,
1990}, o grupos alquil amida, se obtuvieron potentes antagonistas. Concretamente, (D-Phe®)
bombesina ., , metil ester es capaz de inhibir la secrecion de amilasa inducida por GRP enrata
(Varga y cols., 1991; Coy y cols., 1992), asi como la liberacion de insulina tanto basal come
inducida por BBS en rata {(Varga y cols., 1994}, lo que sugiere que los péptidos anaiogos a BBS
regulan de forma enddégena la liberacion de insulina.

Otro grupo de antagonistas se obtuvo partiendo de N-acetil GRP ;.. amida, sustituyendo su
extremo terminal por un residuo etil eter o alquil amida. Los compuestos con residuo alquil
amida resultaron ser mas potentes (Houben y Denef, 1991b).

En 1993 y 1994, Leban y cols. desarrollaron otro grupo de antagonistas del receptor
de GRP por introduccién de un grupoe D-Pro-g[CH,NH]Phe-NH, en el extremo C-terminal y/o
residuos aromaticos en el extremo N-terminal {tabla 11, compuesto X), que resultaron ser
potentes antagonistas.

De forma paralela a este grupo, Cai y cols. (1994) sintetizaron otra serie de analogos
introduciendo en el extremo C-terminal un grupo Leu-y(CH,-N)Tac-NH, 0 un derivado de este
grupo, siendo Tac un analogo del aminoacido Cys. Estos analogos resultaron ser potentes
antagonistas, al ser capaces de desplazar la union del radioligando [I'#*-Tyr'] BBS de su unién
al receptor en concentraciones <0,001 nM e inhibir el crecimiento celular en distintas lineas
celulares tumorales fabla 11, compuesto XI).

Asimismo, destacan dentro de los antagonistas peptidicos una serie de analogos
desarrollados por Edwards y cols. en 1994, en los que la introduccién del grupo
[Phe'*w|CH,S]Leu'*] en la secuencia peptidica de BBS da como resultado potentes
antagonistas pseudopeptidicos activos en el rango nanemolar y capaces de inhibir el aumento
del recambio de fosfoinesitidos en pancreas de ratén inducido por BBS {tabla 11, compuesto
Xl). Por otra parte, los analogos sintetizados mas recientemente se han obtenido incluyendo
un residuo hidroxiamida en el extremo carboxilo-terminal (Devin y cols., 1999), o sustituyendo
el aminoacido Leu de la posician 13 por un residuo estatil, o por un residuo con un grupo
hidroxile en lugar del grupo carbonilo, lo que da lugar a antagonistas activos en el rango
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nanomolar (Llinares y cols., 1999).

TABLA 11

Principales antagonistas peptidicos de GRP

Clase I: Andlogos de Sustancia P
sustituidos por D-aminodcidos

ID-Arg', D-Trp™,Leu!'|- 8P o espantida

[D-Arg', D-Pro %, D-Trp" Leu'!|-SP
[D-Arg!, D-Phe’, D-Trp"® Leu''])-SP

Clase II: [Derivados de D-Phe]'?
bombesina

[D-Phe'? Leu'] bombesina
[D-Phe **¥ bombesina
[Tyr*, D-Phe'?] bombesina

Clase IlI: Andalogos de BBS con
unién peptidica reduclda

e Sustitucion de la uniérn -CONH- por -CH,NH-
ILeu'-yw-CH,NH-Leu""| bombesina
[D-Phe®Leu®*-y-CH,NH-Leu'"] bombesina,,
[D-Tpi®-Leu'*-y-CH,NH-Leu'*] hombesina o RC-
3095

& Sustitucion de la unién -CONH- por -CH,(-
Ac-[pCH,0 25-26] GRPyy4,

Otros antagonistas

(Il Bombesina, ,,NH,

(1) Bombesina ,.,; NH;

(I} Bombesina, ,; etilamida

(1V) [D-Phe®) Bombesina , ;; propilamida
{D-Tysr®) Bombesina . ,; propilamida

(V) N-acetil GRP ,0 4 amida

(V]) {Leu®.p CH,0 Leu?| N-acetil GRP

{VI]) ID-Phe®) BBN 4. hidrazida

(V1) {D-Phe®) BBN ., metil ester/etil ester

{IX) Ac (GRP) 44 etil ester

{X) Fenil-CH, CH,{CO}His-Trp-Val-D-Ala-His-
D-Pro-wy-Phe-NH,

(X  [Tpi®“y'*, CH,N, Tac'*] bombesina 4.
Phe"y[CH,5]Leu’’] bombesina

8.2, Antagonistas no peptidicos

Los primeros antagonistas no peptidicos del receptor de GRP fueron sintetizados por
Valentine y cols. en 1992. Estos dos compuestos, CP-70,030 y CP-75,998 (figura 11,
compuestos a y b) fueron identificados como antagonistas del receptor de GRP mediante
ensayo de union de radioligandos, ya que ambos, en concentraciones del rango micromolar,
fueron capaces de desplazar el radioligando '“*[-GRP de la unién a su receptor en cerebro de
rata. Estos compuestos demostraron capacidad antagonista al inhibir el recambio de
fosfoinositidos inducide per BBS, aunque fueron incapaces de desplazar el radioligando
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anteriormente mencionado de su union al receptor de GRP en células SCLC,

En 1995, Miharay cols. obtuvieron dos nuevos antagenistas no peptidicos del receptor
de GRP, llamados Kuwanon Gy H (figura 11 ¢), a partir del extracto metabélico de la especie
de morera Morus Bombycs. Kuwanon H demostré ser mas potente que Kuwanon G, v su
capacidad antagonista quedd de manifiesto al desplazar, en concentraciones del rango
nanomolar, el radioligando '*[-GRP de la union a su receptor, € inhibir el aumenta de
Ca®intracelular y la incorporacion de timidina inducida por BBS en células Swiss 3T3.

FIGURA 11
Antagonistas no peptidicos del receptor de GRP

H
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Recientemente se ha desarrollado un nuevo antagonista del receptor de GRP, llamado
PD 176252 {figura 11d), descrito como competitivo y con gran afinidad por el receptor de GRP
en el rango nanomolar (Ashwood y cols., 1998).
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TABLA 10

péptidos andlogos a bombesina in vivo e in vitro

Efecto de antagonistas peptidicos de GRP tipo |, I y IH sobre la unién de radicligandes de bombesina a su receptor y sobre distintos efectos producides por

Efecto ejercido por el antagonista

Accton efercida por péptidos
andlogos a bombesina

Unidén de radicligandos

In vivo

In vitro

Modificacion de la actividad del
sistema nervioso auténomo

e clase [+

Yachnis y cols., 1984; Merali y
cols., 1988b; Moody ¥ cols., 1988
= clase [I: +

Merali v cols., 1988a

& clase I +

Dickinson y cels., 1988

e clase Iy II: -
Brown y cols., 1988

Estimulacion de la secrecion deida
gastrica

= clase [I[: +
Rossowski v cols., 1989

jnhibicidn de la secrecién deida
gdstrica

€ clase I -

Taché v Gunion, 1985
= clase [I: +

Taché y cols., 1988

Comportamiento (Incremento en sus
habitos de escarbar y acicalarse)

= clase I: + y -

Yachnis y cols., 1984, Cowan y cols.,
1985; Moody v cols., 1988

= clase II: +

Merali y cols., 1988b

= clase 11I: -

Cowan y cols., 1988

Descenso de temperatura corporal

e clase J: +y -
Yachnis y cols., 1984; Cowan y cols,,
1985

Disminucién de la motilidad
gastrointestinal

e clase [II: +
Holst v cols., 1990

Disminucion de la ingestién de
alimentos

e clase I: +

Merali y cols., 1988a
& clage 11: +

Merali v cols.,1988a
= clase III: +

Merali y cols., 1993




Efecto ejercido por el antagonista

Aumento de la liberacién de
gastrina y estimulacion del
vaciamiento gastrico

= tipo I: +
Vigna y cols., 1988

= tipol:-
Pappas y cols., 1985

& clase JII: +
Kovacs y cols., 1988

e tipol: +y-

Campos y cols., 1989;
Giraud y cols., 1987b

e clase [II: +

Campos y cols., 1989; Holst
y cols., 1990

Estimulacién de la secrecion
pancreatica exocring

& clase I +

Jensen y cols., 1984a; Jensen y
cols., 1988bL

e clase 11: +

Heinz-Erian y cols., 1987

e clase III: +

Coy v cols., 1988

e clase [: +

Jensen y cals., 1984 ay b;
1988b

e clase II: +

Heinz-Erian y cols., 1987;
Saeed y cols., 1989

= clase JII: +

Cay y cols., 1988

Estimulacion de la secrecién
pancredtica endocrina

= clase Il y 1II: +
Mukai v cols., 1990

Contraceidn de misculo liso

& clase I +
Reynolds y cols., 1986

& clase I +
Mizrahi y cols., 1985
e clase III; +

Severi y cols., 1989

Estimulacién de la secrecién de
flormonas gastrointestinales

e clase III: +
Cuber y cols., 1990; Holst ¥
cols., 1990

Liberacion de hormonas
hipofisarias
& Inhibicion de GH in vivo

& Aumento de PRL y GH in vitro

e clase [II: +y -
Rossowski y cols., 1989; Pinski y
cols., 1992b

© clage III: +
Houben y cols., 1990

+: efecto antagonista sobre la accién indicada, -: no se observa efecte antagonice sabre la accién indicada; ----: no existen estudios
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9. GRP y el eje hipotalamo-hipofisis-adrenal
9.1. Regulacion de la secrecién hormonal del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal por GRP

La distribucion anatémica de GRP en el eje HHA, como se ha descrito en el apartado
3,y el efecto de GRP y péptidos analoges sobre la secrecién hormonal hipofisaria, como se ha
descrito en el apartado 7.11.1., sugieren la participacién de este neuropéptide en laregulacién
del eje HHA.

Thomas y Sander en 1985 describen por primera vez el efecto de la BBS sobre la
secrecion de ACTH y cortisol en perro. Este estudio muestra cdmo la administraciéon iv de BBS
eleva los niveles plasmaticos de ambas hormonas, resultados que se repiten posteriormente
tras administracién iv de GRP ¢ ip de BBS en rata (Sander y Porter, 1988; Sander y Thomas,
1991). Por otra parte, estos datos estan de acuerdo con los obtenidos en humanos (Knigge y
cols., 1987), donde la administracion iv de GRP eleva de forma marcada y duradera los niveles
de ACTH y cortisol, y los valores obtenidos son similares a los ohservados tras administracién
iv de CRF (Orth y cols., 1983). Sin embargo, las dosis utilizadas en estos experimentos son
relativamente altas, hecho que sugiere que GRP puede aumentar la liberacion de ACTH y
corticesterona actuando a nivel central, y de aqui las altas dosis requeridas, necesarias para
evitar que el péptido se degrade y pueda atravesar la barrera hematoencefalica, ejerciendo asi
su efecto sobre el cerebro.

Aunque algunos autores no han observado modificaciones de los niveles plasmaticos
de corticosterona tras administracian de BBS en la cisterna magna (Brown y cols, 1979},
estudios mas recientes demuestran como la administracién icv de GRP o la administracién en
el tercer ventriculo de BBS a dosis relativamente bajas aumenta las concentraciones
plasmaticas de ACTH y corticosterona en rata (Gunion y cols., 1989; Olsen y cols., 1992;
Merali y cols., 1994). En humanos, la administracion iv de GRP eleva los niveles plasmaticos
de ACTH y cortisol (Knigge y cols., 1987). Estos estudios sugieren la posible mediacién de
otros secretagogos de ACTH como CRF y/o AVP en el efecto estimulatorio de GRP sobre la
secrecion de ambas hormonas; sin embargo, estos autores no profundizan en algunos
aspectos, como son las dosis y los tiempos a los que GRP ejerce su efecto, asi como el
mecanismo de accion y el lugar exacto del eje HHA sobre el que GRP puede ejercer su accién,
y su funcioén en la regulacion de estas hormonas en sifuaciéon basal y de estrés. Todos estos
aspectos son abordados en la presente tesis doctoral.

Asimismo, existen bastantes estudios in uitro sobre la influencia de GRP en la
liberacion de ACTH. Aunque algunos autores niegan que este neuropéptido tenga algin efecto
sobre la liberacion de esta hormona tanto en disociados de adenohipofisis (Watabane y Orth,
1988) como en la linea celular AtT20 (Westendorf y Schonbrunn, 1982), la mayoria de los
estudios realizados hasta la fecha muestran como GRP y BBS son capaces de estimular la
liberacién de ACTH en disociados de adenohipofisis. Ademas, ambos péptidos potencian la
liberacion de ACTH inducida por CRF (Hale y cols., 1984; Au y cols., 1997). Esta potenciacién,
que se consigue con concentraciones de GRP similares a las encontradas en el sistema portal
hipofisario ovino (Giraud y cols., 1990}, depende tanto de la activacién del receptor de GRP (Au
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v cols., 1997) como de la presencia de glucocorticoides (Familiari y cols., 1988), y puede
explicarse por la co-activacién de dos cascadas de segundos mensajeros diferentes (Au y cols.,
1997), la acoplada a proteina-quinasa A (PKA), por la que CRF aumenta laliberacion de ACTH
(King y Baertschi, 1990}, y la acoplada a PKC, por la que parece que GRP ejerce la mayoria de
sus funciones (Bjoro y cols., 1987; Muir y Murray, 1987).

Por otra parte, GRP no parece regular de forma ténica la liberaciéon de ACTH en
hipéfisis, ya que la administracién de un antagonista no medifica la secrecién de esta
hermona (Houben y Denef, 1991a).

9.2. GRP y su implicacidon en procesos de ansiedad y estrés

Como se ha mencionado anteriormente, la respuesta al estrés se caracteriza por una
activacion conjunta del eje HHA y de la division simpética del sistema nervioso autdnomo.
Esta activacion también se observa en procesos de ansiedad y depresion. Distintos estudios
sugieren la implicacion de CRF en la respuesta al estrés, ya que su administracién central
aumenta los niveles plasmaticos de ACTH (Vale v cols., 1981; Rivier y cols., 1982a) y la
administracién tanto de un anticuerpo como de un antagonista de su receptor bloguea el
aumento de ACTH y corticosterona inducido por estrés (Linton y cols., 1985; Ono y cols.,
1985h; Arnold y cols., 1992). Por otra parte, GRP produce efectos endocrinos autonémicos y
comportamentales similares a los producidos por CRF, lo que unido a su distribucion regional,
podria sugerir su mediacion en procesos de estrés,

Taché y cols. {1979) observaron que la administraciéon central de BBS no modifica el
aumento de corticosterona producide tras someter a los animales a una situacion de estrés
por frio y por restriccidén de movimientos. Aunque este estudio no parece implicar a los
péptides analogos a BBS en la mediacién de la respuesta al estrés, estudios mas recientes si
apuntan a este hecho. Segtin Malendowicz y Nussdorfer (1995) la administracién sc de BBS
aumenta la secrecién de ACTH y corticosterona en animales que han sido sometidos a estrés
por frio. Mas recientemente, Kent y cols. (1998} han observado un aumento de
inmunorreactividad a BBS en el hipotalamo tras someter a los animales a 10 y 30 min de
estrés por restriccion de movimentos, y un aumento en la densidad de receptores de GRP tras
120 min de estrés en el NPV, ARC y NTS. Ademas, las variaciones en el contenido de CRF y
péptidos analogos a BBS producidas por estrés en distintas regiones cerebrales es diferente
segun se utilicen razas de ratones reactivas o resistentes al estrés (Anisman y cols., 1998).
También se ha observado que el estrés por exposicion de las ratas a un depredador modifica
el contenido de GRP en distintas regiones cerebrales relacionadas con el eje HHA, como son
diversas estructuras limbicas y zonas discretas del tallo cerebral (Adamec y cols., 1998). Por
otra parte, el estrés por restriccidn de movimientos aumentala liberacion de péptidos analogos
a BBS en la EM hipotalamica y el nicleo central de la amigdala, region cerebral imnplicada en
el comportamiento emocional (Kent y cols., 1997; Merali y cols., 1998). Este ultimo estudio
muestra como el aumento en la liberacién de péptidos analogos a BBS en el niicleo central
de la amigdala que se produce tras someter alos animales a estrés es menor que el aumento
en la liberacion de CRF, pero mas sostenido en el tiempo, hecho que sugiere que estos
péptidos pueden contribuir al mantenimiento de los cambios emocionales que se producen
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tras una situacion de estrés.

Existen ademas distintos estudios sobre la funcién de los péptidos analoges a BBS en
procesos de ansiedad y depresion. Aunque no se han observado modificaciones en los niveles
plasmaticos de péptidos andlogos a BBS en pacientes con ansiedad y depresién (Saiz Ruiz y
cols., 1992), estudios mas recientes en animales de experimentacion apuntan a la posible
implicacién de estos péptidos en proceses de ansiedad, ya que el tratamiento con un
oligonucledtido antisentido del ARNm de GRP (administrado via icv) en ratas mostré tener
propiedades ansioliticas, tanto en el test del laberinto elevadoe en cruz, como en el laberinto
oval en forma de tiinel (Plamondon y cols., 1996).

IIl. La serotonina como neurotransmisor del sistema
nervioso central y regulador del eje hipotalamo-hipoéfisis-
adrenal

A finales del siglo XiX, Stevens y Lee (1884) y Brodie (1900) demostraron por primera
vez la existencia de una sustancia endogena vaseconstrictora. Observaron que el suero
obtenido por coagulacion era capaz de aumentar el tono vascular. Treinta afios mas tarde,
Vialli y Erspamer {1933} caracterizaron una sustancia vasoconstrictora encontrada en altas
concentraciones en células cromafines de la mucosa intestinal. A la sustancia aislada en
sangre se la denominé “serotonina”, mientras que a la asilada en el tracto gastrointestinal se
le llamé “enteramina”. La serotonina fue identificada como 5-hidroxitriptamina {5-HT) y se
comprobo que eraidéntica ala llamada “enteramina”. En 1951, Hamlin y Fischer la sintetizan.
Pocos anos mas tarde se describio su presencia en cerebro y su distribucion fue detallada en
1964 por Dahlstrom y Fuxe mediante técnicas de histofluorescencia. En el cuerpo humaneoe
adulto la 5-HT se encuentra principalmente en las células enterocromafines del tracto
gastrointestinal, en plaquetas y en el SNC. También se ha detectade 5-HT en mastocitos de
otras especies. Al tratarse de una molécula que no puede atravesar la bharrera
hematoencefilica, la totalidad de la 5-HT presente en el SNC se sintetiza in sifu.

La importancia de la 5-HT hoy en dia radica, entre otras cosas, en su implicacién en
distintos tipos de alteraciones psiquiatricas como son la ansiedad, la depresion, la agresividad,
el panico, el trastorno obsesivo-compulsivo, la esquizofrenia, las tendencias suicidas y el
autismo. También estaimplicada en enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson
y Corea de Huntington), migrafia, emesis y adiccion a drogas como el alcoholismo.

1. Biosintesis, almacenamiento, liberacion, degradacion y recaptacion de

la serotonina

1.1. Biosintesis

El primer paso de la biosintesis de 5-HT es el transporte a través de la barrera
hematoencefalica del aminoacido precursor L-Trp, punto de partida de la sintesis.
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El Trp plasmatico procede principalmente de la dieta, por lo que la eliminacion de este
aminoacido como componente alimentario puede disminuir drasticamente los niveles
cerebrales de 5-HT, Este aminoacido atraviesa la barrera hematoencefalica por transporte
active. Los niveles de Trp en plasma presentan un ritmo circadiano, que influye en la
proporcion y sintesis de 5-HT en el cerebro.

El siguiente paso en la sintesis de 5-HT es la hidroxilacion del L-Trp a 5-
hidroxitriptéfano {5-HTP} por el enzima L-triptdofanoc-5-monooxidasa, conocida generalmente
como {riptofane hidroxilasa. Este enzima inicamente se encuentra en células que sintetizan
5-HT. La triptéfano hidroxilasa es el enzima limitante en la sintesis de la 5-HT. No se satura
por el sustrato, por lo que la formacion de 5-HT en el cerebro esta directamente ligada a la
disponibilidad de Trp.

A continuacion, el 5-HTP es decarboxilado por la L-aminoacido descarboxilasa y forma
5-hidroxitriptamina o 5-HT. La descarboxilacion del 5-HTP es casi tan rapida como su sintesis,
por lo que para su deteccidn en cerebro es necesario bloquear el enzima. Este enzima no se
encuentra exclusivamernte en neuronas serotoninérgicas, ya que se ha detectado también en
neuronas catecolaminérgicas (figura 12).

FIGURA 12
Sintesis y metabolismo de la serotonina
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1.2. Almacenamiento y liberacién

La 5-HT sintetizada se almacena principalmente en vesiculas y se libera por
mecanismos de exocitosis. En algunos aspectos las vesiculas que almacenan 5-HT se
asemejan a las vesiculas que almacenan catecolaminas. Por ejemplo, farmacos como la
reserpina y la tetrabenazina, que actUan inhibiendo la actividad del transportador de la
membranavesicular, reducen los niveles cerebrales tanto de 5-HT comao de catecolaminas. Por
otra parte, las vesiculas de almacenamiento de 5-HT se diferencian de las de catecolaminas
en que no contienen ATP.

La proporcién de 5-HT liberada depende de la magnitud de la descarga en los cuerpos
celulares serotoninérgicos. Numerosos estudios han sugeride que los procesos que estimulan
la descarga de neuronas serotoninérgicas aumentan la liberacién de 3-HT en las areas de
proyeccion, mientras que pracesos que la reducen, disminuyen la liberacion de 5-HT. Por lo
tanto, aquellos fairmacos que modifican la descarga en los cuerpos celulares de neuronas
serotoninérgicas también modifican la liberacién de 5-HT. Este tipo de farmacos acthia sobre
los autorreceptores somatodendriticos que son receptores del subtipeo 5-HT,,. La
administracién de agonistas de este receptor como la 8-hidroxi-(dipropilamino)tetralina u 8-
OH-DPAT en el nucleo dorsal del rafe disminuye la descarga en los cuerpos celulares de las
neuronas serotoninérgicas. Por otra parte, estudios realizados con técnicas de microdialisis
in vitro han observado que la administraciéon de agonistas de autorreceptores de los terminales
serotoninérgicos, como los 5-HT,;,, también disminuye la liberacién de 5-HT (Hjorth y Tao,
1991},

1.3. Recaptacion

El sistema de transporte para 5-HT esta localizado en las terminaciones, soma y
dendritas de las neuronas serotoninérgicas. De este modo, estudios de lesiones de neuronas
serotoninérgicas han detectado una marcada reduccion del transportador de 5-HT. Por otra
parte, las células gliales también son capaces de captar 5-HT por una proteina transpertadora
muy similar al transportador de las neuronas serotoninérgicas.

El sistema de recaptacion de 5-HT es saturable. Larecaptacian de 5-HT es un proceso
activo dependiente de la temperatura y de las concentraciones extracelulares de Na'y Cl~ en
el que ademas interviene una ATPasa dependiente de Na'/K'. Existe un grupo de farmacos
antidepresivas que actian inhibiendo selectivamente el transportador de 5-HT, son les
denominades inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS) como la fluoxetina
v la paroxetina. Se ha sugerido que estos inhibidores se unen a puntos de la proteina
transportadora impidiendo asi la unién de 5-HT.

1.4, Degradacion
La via metabdlica principal de la. 5-HT es una desaminacian oxidativa por el enzima.

monoaminooxidasa (MAO). La 5-HT por accion de la MAO se convierte en 5-
hidroxiindolacetaldehido, que se oxida por la aldehido deshidrogenasa dependiente de NAD'
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para formar 5-HIAA. El 5-hidroxiindolacetaldehido también puede reducirse a 5-
hidroxitriptofol por accién de la aldehido reductasa dependiente de NADH. El que se produzea
una oxidacion o una reduccién depende del cociente NAD'/NADH del tejido. En el cerebro,
el 5-HIAA es el metabolito principal de la 5-HT (figura 12).

Existen al menos dos iscenzimas de la MAO, denominadas MAO tipo A y MAO tipo B,
que se encuentran localizadas en la membrana mitocondrial externa en neuronas, gliay otros
tipos de células. Estudios inmunohistoquimices, autorradiograficos y de hibridacién in situ
sugieren que la MAO-A se localiza en neuronas adrenérgicas y noradrenérgicas, mientras que
la MAQ-B se encuentra en neuronas histaminérgicas y serotoninérgicas. Por otra parte, la
isoenzima A presenta alta afinidad por la 5-HT y la NA, pero es la isoenzima B la que
predomina en el cerebro humarno y en los cuerpos celulares de las neuronas serotoninérgicas
(Richards y cols, 1992). Este dato sugiere que en neuronas serotoninérgicas la MAO B puede
estar evitanide la acumulacién de otro tipo de sustancias (por ¢jemplo, DA) que puedan
interferir en el almacenamiento, liberacion y recaptacién de 5-HT.

2. Distribucion de las vias serotoninérgicas en el sistema nervioso central
2.1. Cuerpos celulares

En 1964, Dahlstém y Fuxe, utilizando una técnica de fluorescencia inducida por
formaldehido, realizan el primer estudio sobre la distribucién de los cuerpos celulares de
neuronas serotoninérgicas. ldentifican nueve grupos a los que denominan B1, B2, B3,..., B9.
Estos grupos de cuerpos celulares serotoninérgicos se encuentran localizados en la linea
media del cerebro y del tallo del cerebro. Sus axones inervan casi todas las areas del cerebro.

TABLA 12
Localizacién de los cuerpos celulares serotoninérgicos

=Grupo caudal o inferior (desde el puente caudal hasta la médula espinal)

«Grupo rostral o superior «Nucleo caudal
{entre el cerebro medio lineal (BB)
y el puente)

urotiag del dred p

*Niicleo medial del rafe (B8 y B5)
«Nucleo dorsal del rafe (B7 y B6)
«Nuclec supralemniscal (B9)
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Los niicleos dorsal y medial del rafe correspondientes a los grupos B6, B7 y B8
presentan una densidad de neuronas serotoninérgicas mayor que el resto de los grupos. Las
neurcnas serotoninérgicas representan un tercio del total de neuronas que existen en los
nucleos del rafe (Descarries y cols., 1982).

2.2, Proyecciones

Los axones de los cuerpos celulares del niicleo caudal del rafe (B1-B3) proyectan hacia
lamédula espinal (vias descendentes), mientras que los procedentes del niicleo dorsal del rafe
{B4-B9} emiten sus proyecciones hacia la corteza cerebral, el caudado-putamen, hipocampo
e hipotalamo {vias ascendentes). Por su parte, los ntacleos del rafe reciben proyecciones de
otros nucleos del tallo cerebral como la sustancia nigra, el ATV (DA}, ntcleo superior
vestibular (Ach}, LC (NA)}, NTS (adrenalina) y niicleo prepédsito hipogloso (Liposits y cols., 1987;
tabla 13y figura 13). Por otra parte, estos mismos autores demostraron la existencia de una
conexién directa entre terminales nerviosos serotoninérgicos y neuronas CRFérgicas en el
NPV.

FIGURA 13
Proyecciones serotoninérgicas

hipecampo

corteza cerebral

corteza cingulada estria terminalis

cerebelo

hipotdlamo " nicleos del rafe  pons médula

Les principales cuerpos celulares serotoninérgioos se encuentran en los nticleos dorsal y caudal del rafe,
sttuados en el pons y la médula (B1-B9). Los wones procedentes de los nicleos cauddes {B1-B3)
proyectan hacia la médula espinal, mientrus que los procedentes de los nicleos dorsdles (B4-B9)
proyectan hacia la corteza cerebral, nitcleo caudado, hipotdlamo e hipocampo.
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El desarrollo de técnicas inmunochistoquimicas de elevada sensibilidad, basadas
fundamentalmente en el uso de anticuerpos de 5-HT, ha permitido detectar diferencias
morfolégicas entre las neurcnas de diferentes origenes (Steinbusch y cols, 1978). De este
modo, los axones procedentes del niicleo medial del rafe {tipo M) presentan varicosidades
grandes y esféricas, mientras que los procedentes del nacleo dorsal del rafe (tipo D) son finos
y generalmente presentan varicosidades pequefias y de formas diferentes. Estos dos tipos de
axones serotoninérgicos presentan una distribucion regional diferente.

TABLA 13
Proyecciones serotoninérgicas

PROYECCIONES SEROTONINERGICAS

Las vias de proyeccién de las neuronas serotoninérgicas pueden dividirse en dos grandes

Niicleos del grupo caudal Tronco cerebral

g i E Médula espinal
§ 18 tema Niacleos del grupo rostral (principalmente nicleos dorsal y medial del rafe}
Ascendente

Banda ventral ajTracte-delirafe dorsal . Ganglios basale o
- © (haz medial del (Batida fateral) Niicleo decumbens . ..

i cerebro anterior)

“ii Banda dorsal

AT Il el s Clérpos mianlaies i
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3. Receptores serotoninérgicos

La 5-HT acttia a través de un complejo sistema de receptores. Actualmente, los
receptores serotoninérgicos se clasifican como 5-HT,, 5-HT,, 5-HT, ¥ 5-HT, (Humphrey y cols.,
1993}. El receptor 5-HT, se divide asuvezen 1A, 1B, 1C, 1D, LE y 1F, y el receptor 5-HT, en
24, 2By 2C. Estudios mas recientes revelan la existencia de un mayor namero de receptores
serotoninérgicos, de cuya farmacologia y funcién fisiologica se conoce bastante poco; entre
ellos se incluyen los receptores SHT;,, SHT.,, SHT, y SHT, (Sleight v cols., 1998).

4. Serotonina y regulacion del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal

El hecho de que existan proyecciones serotoninérgicas desde los niicleos del rafe hasta
el NPV hizo pensar en la posible implicaciéon de la 5-HT en la regulacion del eje HHA. Asli se
observé que la 5-HT estimula directamente la liberacion de CRF en explantes y cultives
celulares hipotalamicos {Calogero y cols., 1989; Tsagarakis y cols., 1989), y que tanto la 5-HT
como farmacos que potencian sus efectos producen liberacion de CRF en sangre portal
hipofisaria y elevan la secrecion de ACTH plasmatico {Bevan y Scanlan, 1992). Sin embargo,
la funcién precisa de la 5-HT en la regulacién de la liberacién de CRF inducida por estrés y
su periodicidad circadiana aiin no se conoce con detalle {Grossman y Costa, 1993).

Por todo ello existen evidencias de papel regulador de la 5-HT sobre el eje HHA, Los
precursores de serotonina 5-HTP y L-Trp son capaces de estimular la liberacion de ACTH.
Ademas, la fenfluramina, que produce liberacion de 5-HT, eleva las concentraciones de ACTH
y cortisol en humanos, efecto que aumenta de forma marcada en pacientes maniacos y
depresivos (Meltzer y cols., 1983; Siever y cols., 1984; O’Keane y Dinan, 1991).

Por otra parte, el uso de herramientas farmacoldgicas, como agonistas y antagonistas
de los distintos receptores serotoninérgicos ha hecho posible el conocimiento de qué subtipo
de receptor modula ia liberacién de CRF, ACTH y corticosterona, como se resume en la tabla
14.

4.1. Accidén de la serotonina sobre el hipotilamo

La ipsapirona es un agonista selectivo del receptor 5-HT , capaz de elevar de forma
dosis-dependiente las concentraciones plasmaticas de ACTH y cortisol en humanos (Lesch y
cols., 1989). Esta respuesta se bloquea por el antagonista de los receptores 5-HT1/2
metergolina y por el antagonista del receptor 5-HT,, pindolol (Lesch y cols., 1990b). Asimismo,
la administracién central del agonista SHT,, 8-OH-DPAT, yla administracion periférica de este
agonista y de ipsapirona en rata {Di Sciullo y cols., 1990) eleva la concentraciéon plasmatica
de ACTH, actuando probablemente er: el NPV y en el nticleo dorsal del rafe (Bluet Pajoty cols,,
1595). Estos estudios sugieren tue el receptor 3-HT ,-es el principal subtipe.de receptor que
interviene en la regulacion serotoninérgica del eje HHA, hecho que se confirma por el aumento
en la secrecion plasmatica de cortisol en humanos producido por el agonista parcial del
receptor 5-HT,, buspirona (Meltzer y Maes, 1994). Por otra parte, estudios in vitro demuestran
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que tante la 5-HT como el agonista 5-HT, (2,5, dimetoxi-4-yodo-fenil-2-aminepropano) a DO!
¥ los agonistas 5-HT,, meta-clorofenilpiperazina é m-CPP y 8-OH-DPAT son capaces de
estimular la liberacién de CRF a partir de hipotalamo de rata aislado; este efecto se bloquea
por la administracion del antagonista SHT1/2 metergolina y por los antagonistas selectivos
del receptor 5-HT, ketanserina y ritanserina, lo que demuestra que la liberacion de CRF
hipotalamico producida por 5-HT estd mediada tanto por el receptor 5-HT,, como por el
receptor 5-HT, (Calogero y cols., 1989).

TABLA 14
Receptores serotoninérgicos y su implicacion en la regulacian del efe hipotalamo-hipéfisis-
adrenal
Hormana Nivel del Receptor Agonista Antagonista Mensajero
eje HHA
CRF Hipotalameo SHT,, Ipsapirona, Pindolol AMPc
8-OH-DPAT
SHTZ2 DOI (2,5, Ritanserina
dimetoxi-4-
yodo-fenil-2-
aminopropano)
ACTH Hipéfisis 5HT2 A-metil SHT Ritanserina IP
SHT3
Corticosterona Adrenal SHT4 Zacopride DAU 6285 AMPc
GR 113808
SHT2 DOI Xilamidina P
MDL 11939

{Tomado de Fuller y Snoddy, 1990 y Dinan, 1996)

Por tanto, el hecho de que la 5-HT regule la liberaciéon de CRF a partir del hipotalamo,
¥ como consecuencia la secreciéon de ACTH y corticosterona plasmaticas parece evidente. Sin
embargo, se han realizado menos estudios sobre laregulacién directa de laliberacién de ACTH
a partir de la adenohipdfisis, hecho que parece probable debido a que existe
inmunorreactividad a 5-HT en células neurvendocrinas de la hipéfisis anterior (Piezzi y
Wurtman, 1970; Saavedra y cols., 1975). Asimismo se ha demostrado la presencia de
receptores SHT, en la hipéfisis (De Souza, 1986).

4.2. Accién de la serotonina sobre la hipofisis

La 5-HT aumenta de forma dosis-dependiente la liberacién de ACTH en disociados de
adenohipoéfisis, efecto que es potenciade por AVP y bloqueado por el antagonista de los
receptores SHT1/2 metergolina (Spinedi y Negro-Vilar, 1983). Parece ser que los receptores
5HT, son los principales encargados de regular la liberacion de ACTH en la hipéfisis, ya que,
antagonistas de este receptor son capaces de bloquear la liberaciéon de ACTH inducida por 5-
HT. Por otra parte, el agonista de los receptores SHT,, ;5 m-CPP fue menos efectivo, mientras
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que el agonista del receptor SHT,, 8-OH-DPAT no tuvo ningun efecte {Bagdy y cols., 1989;
Bluet Pajot y cols., 1995). Ademas, la funcion de los receptores 5HT, ha sido recientemente
investigada por Calogero y cols. (1995), encontrandose que el agonista 5HT, 1-(m-clorofenil)-
biguanida é m-CPBG estimula de forma dosis-dependiente la liberacion de ACTH en hipofisis,
y que tanto el antagonista del receptor SHT,; 3-tropanil-3,5-diclorobenzoato como el
antagonista 5HT,,, 3-tropanil-indol-3-carboxilato son capaces de bloquear la liberacion de
ACTH inducida por 5-HT.

Todos estos estudios realizados in uvitro demuestran que la 5-HT puede actuar
directamente sobre la hipéfisis anterior para liberar ACTH. Estos resultados se confirman por
el heche de que los agonistas serotoninérgicos 8-OH-DPAT y m-CPP aumentan las
concentraciones plasmaticas de ACTH en ratas con reseccién del pedincule hipofisario,
aunque de forma menos marcada que en ratas intactas, lo que sugiere que la 5-HT estimula
la liberacién de ACTH in vivo actuando tanto a nivel hipotalamico como hipofisario {Calogero
y cols., 1990).

4.3. Accion de la serotonina sobre la corteza adrenal

La corteza adrenal humana contiene cantidades significativas de 5-HT y su metaholito
5-HIAA, como se ha demostrado en distintos estudios (Lefebvre y cols., 1992). En la rata, la
5-HT se almacena en vesiculas secretoras en las células cromafines, mientras que en
humanos se encuentra en otro tipo de células tanto en la corteza come en la médula adrenat
{(Brownfield y cols., 1985).

Estudios in vitro han demostradoe cémo la 5-HT estimula la liberacién de corticosterona
a partir de células de médula adrenal de rana (Contesse y cols., 1994). Parece ser que la 5-HT
produce una respuesta de desensibilizacion de estas células, ya que su administracién
continuada produce un aumente rapido seguido de un descenso gradual de cortisol, lo gue
puede ocurrir por internalizacion o por un descenso de la afinidad de los receptores (Lefrevbre
vy cols., 1993). Por otra parte se ha observado la implicacion de los receptores 5-HT, en la
liberacién de cortisol a nivel de la glandula adrenal, ya que distintos agonistas de este receptor
aumentan la liberacién de corticosterona en células de médula adrenal de rana (Contesse y
cols., 1994). Asimismoe, estudios in vivo realizados por Alper (1990) sugieren que la 5-HT puede
actuar directamente sobre receptores serotoninérgicos de la glandula adrenal y estimular la
liberacion de corticosteroides de forma independiente de la estimulacion por ACTH, ya que la
administracion periférica de DOI aument6 las concentraciones plasmaticas de corticosterona,
efecto que fue inhibido tras pretratamiento cen el antagonista central de receptores 5-HT, LY
53857. El antagonista de estos receptores xilamidina, asi como el pretratamiento con
dexametasona atenuaron la respuesta producida por DOI, lo que sugiere que los agonistas
5-HT, aumentan la liberacidn de corticosterona, al menos en parte, a través de un mecanismo
directo sobre la glandula adrenal, y a través de mecanismos centrales sensibles a la
dexametasona e independientes de ACTH.
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4.4. Accion de la serotonina sobre el sistema de retroalimentacion de glucocorticoides

El sistema de retroalimentacion de glucocorticoides también parece influir sobre el
sistema de neurotransmision serotoninérgico, yva que la adrenalectomia reduce la sintesis de
5-HT en hipotalamo {Van Loon y cols., 1981}, hipocampo dorsal (De Kloet y cols., 1982} y
nacleos del rafe {De Kloet y cols., 1983). Estas regiones son sitios de accion de la
corticosterona, y la administracion de dosis bajas de corticosterona tras la adrenalectomia es
capaz de restablecer la sintesis de 5-HT. Ademas, la adrenalectomia aumenta la densidad de
receptores S5HT, en el subiculum, lamina molecular del giro dentado, sustancia nigray nicleos
del rafe, y la posterior administracion de corticosterona restablece los niveles normales de
receptores, hecho que sugiere que la densidad de receptores SHT, estaregulada, al menos en
parte por los glucocorticoides (De Kloet y cols., 1986). Asi, mientras la 5-HT regulala actividad
del eje HHA a distintos niveles, el eje HHA regula la actividad serotoninérgica central.

4.5, Accion de la serotonina sobre ¢l control circadiane de ACTH y corticosterona

Parece ser que la inervacidn serotoninérgica del NSQ facilita el control circadiano de
la liberacion de ACTH (Szafarczyk y cols., 1980, vy que la 5-HT interviene en el control
circadiano de la liberacion de corticosterona, ya que lesiones en el niicleo del rafe de la rata
alteran la periodicidad de la corticosterona plasmatica (Scapagnini y Nistico, 1979}).

4.6. Serotonina, ansiedad y estrés

Por tltime, la 5-HT ha demostrade ser un importante neurotransmisor en procesos de
ansiedad y estrés. Esta demostrado que en enfermos depresivos existen anormalidades tanto
del eje HHA como de la actividad serotoninérgica, y que las disfunciones endocrinas existentes
en depresion estan mediadas por anormalidades del sistema de neurotransmision
serotoninérgico (Dinan, 1994). Asimisme, estudios recientes demuestran que las alteraciones
serotoninérgicas asociadas con la depresiéon pueden revertirse mediante el descenso de los
niveles plasmaticos de cortisol con metirapona (inhibidor de la sintesis de cortisol; Thakore
¥ Dinan, 1995) y con dexametasona (Arana y cols., 1995).

IV. Expresion génica de neuropéptidos
1. Estructura génica

Un gen puede ser considerado como una unidad de ADN dentro del cromosoma, que
se transcribe generando ARNm, a partir del cual se sintetizan proteinas con funciones
especificas dentro de la célula.

El transcrito primario de un gen contiene tanto regiones intrénicas como exénicas. Sin
embargo, el ARNm maduro contiene solamente regiones exdnicas. La maduracion del
transcrito primario ocurre en el nucleo, dando lugar a ARNm maduroe que es transportado al

citoplasma. Este proceso es conocido como “splicing”, o corte y empalme. El mecanismo
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bioquimico de este proceso se basa en unos complejos proteicos a los que se asocian pequerias
moléculas de ARNm, llamados espliceosomas. Estas moléculas reconocen secuencias
especificas que sefialan los limites entre un intrén y un exén,

Ademas de la eliminacion de los intrones, durante lamaduraciéon del ARNm tiene lugar
un segundo procesamiento post-transcripcional, que consiste en la adicion de una estructura
metilada llamada caperuza o cap en el extremo 5' de la molécula de ARNm. Esta estructura
facilita la union del ARN eucariota a los ribosomas y activa la sintesis de proteinas, ademas
de estabilizar la molécula de ARNm.

La 1ltima modificacién que experimenta el transcrito primario es la adicién en el
extremo 3' de una cadena nucleotidica de residuoes adenilicos repetidos, llamada cola poli A.
Este proceso también ocurre en el nacleo, y aunque la funcién precisa de la cola de poli Aes
desconocida, se sabe que confiere una mayor estabilidad a la molécula de ARNm.

Por otra parte, la secuencia de tripletes que codifica para la futura proteina se
denomina marco abierto de lectura. Comienza por un codon iniciador (AGG) y termina en un
codon de terminacion (UAA o UAG). En el ARNm maduroe, el marco abierto de lectura esta
flanqueado por regiones no traducibles en ambos extremos, donde se incluyen las estructuras
cap y la cola de poli A.

2. Regulacion de la expresion génica

La regulacion de la expresion de genes eucarioticos implica gran variedad de acciones
sobre los diversas fases del proceso de expresidon génica, tanto a nivel franscripcional
{alterando la velocidad de transcripeion de un gen determinado), post-tratscripeional
{modificando el "splicing” -corte y empalme- del ARNm, el proceso de transporte del ARN del
nucleo al citoplasma y 1a estabilidad del mismo), como a nivel de la traduccién, para dar lugar
a la proteina definitiva,

La transcripcién, o expresion de un gen, es controlada por secuencias en el extremo
5' flanqueante de la unidad transcripcional. Las secuencias que se requieren para la
regulacion de la expresién se conocen como elementes actuantes en cis (cis-acting elements)
del gen. Actuar en cis indica que estos elementos, que son secuencias de ADN, son parte de
la misma cadena de ADN que contiene la unidad transcripcienal. Estos elementos son
reconocidos como un sitio de union por la ARN polimerasa y por otras proteinas con las que
ésta va a interaccionar. En muchos genes, esta region incluye una secuencia corta de
nucledtidos denominada caja TATA, que se extiende aproximadamente 30 bases mas arriba
del sitio donde comienzalatranscripcion. Ademas, existen otras secuencias consenso situadas
delante de la caja TATA, denominadas CCAAT o caja CAT, ¥y que también juegan un papel
importante en la activacion de la transcripcion. Este Giltimo elemento es fundamental para la
expresion constitutiva de un gen.

Sin embargo, en la mayoria de los genes, la expresion es controlada por factores
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fisiolégicos o Xenobidticos adicionales, como la dieta, los ritmos circadianos, el estrés, las
hormonas o los farmacos. En estos casos, se asocian a los genes otros elementos cis
adicionales, localizados normalmente en laregion 5' flanqueante. Estas secuencias adicionales
fijan proteinas llamadas factores que actan en trans, trans-acting ftactors o factores de
transeripcion, que regulan la unién de la ARN polimerasa a la region que rodea la caja TATA,
¥y de esta manera regulan el nivel de transcripcion. Ademas, existen elementos potenciadores
o enhhancers, que son secuencias de ADN que unen proteinas y pueden actuar en cualquier
orientacion {5-3' 6 3'-5) y a una distancia considerable del sitioc donde comienza la
transcripcién. Los potenciadores se unen a proteinas que aumentan [activadores) o

disminuyen la expresion génica (represoresj.

Ciertos tipos de genes, como los descritos en este trabajo, se caracterizan por tener
secuencias cis comunes, y por tamnte estan regulades por factores de transcripcion muy
similares o idénticos.

2.1, Regulacion de la expesion génica por el receptor de hormonas esteroideas

Las hormonas esteroideas (glucocorticoides, mineraiocorticoides, andrégenos,
estrogenos, progesterona, hormonas tiroideas, etc) ejercen sus efectos a través de su unién
areceptores especificos que normalmente se encuentran en el nacleo. El complejo esteroide-
receptor regula el nivel de transcripcion de determinados genes y por tanto la sintesis de
ciertas proteinas (Tsai y cols., 1994).

2.2. Regulacion de la expresion génica por la proteina fijadora al elemento de respuesta
a AMPc (CREB)

CREB, 0 c-AMP-responsive element binding protein, es otro tipo de proteina que regula
la expresion de distintos genes. Varios genes eucariotas cuya expresion esta regulada por
AMPc comparten una secuencia cis comin en sus regiones 5' flanqueantes (TGACGTCA). Para
que CREB inicie la transcripcién, es necesaria su fosforilacion por parte de una proteina-
quinasa dependiente de AMPc. Asi, el AMPec, un segundo mensajero cuya sintesis esta
controlada por diversos factores que se unen a receptores de membrana especificos, regula
la expresion génica a través de este factor de transcripcion (Goodman, 1990; Montminy y cols.,
1990},

2.3. Regulacion de Ia expresién génica por genes de expresion temprana

Los proto-oncogenes ¢-fos y c-un sen miembros de una familia de genes inducibles
denominada genes de expresidén temprana. Sus productos proteicos, Fos y Jun, son factores
de transcripcién que interactitan con una secuenciareguladora de ADN llamada AP1, vy de este
modo regulan la expresion de muchos genes. Ambos se caracterizan por presentar una region
comun rica en Len, llamada cremallera de Jeucina, que puede formar una hélice cuando se
wite aotra proteina de la misma familia, favoreciéndose la unidn a la secuencia reguladora AP1
(ATAGAGTACT), y regulando asi la expresion de genes que contengan sitios de unién para AP1
{Hoffman y cols., 1993). Jun puede formar homodimeros, pero Fos necesita asociarse con Jun
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para poder formar un heterodimmero active (Morgan y Curran 1991).

Los genes de expresion temprana, en particular o-fos, han demostrado ser marcadores
de actividad neuronal fiables para una gran variedad de estimulos fisiolégicos y farmacolégicos
(Hoffman y cols., 1993).

3. Distribucion del ARNm de CRF, POMC y proencefalina
3.1. Distribucién del ARNm de CRF

La localizacion de ARNm de CRF en el SNC coincide en lineas generales con las areas
cerehrales que contienen el péptido. La region en donde se chserva una mayor expresién de
ARNm de CRF es el NPV, pero este gen se expresa ademas en otras regiones hipotalamicas,
como por ejernplo el NSO, y en otras areas cerebrales, como son la oliva inferior, corteza,
amigdala, micleo de la estria terminalis, LC y NTS. De las diversas estructuras centrales
analizadas, la inica que carece del mensajero es el cerebelo. Estos datos han side obtenidos
en diversas especies animales, incluyendo a la rata, oveja, mono y humanos (Beyer y cols.,
1988; Matthews v cols., 1991]).

3.2. Distribucion del ARNm de POMC

POMC se sintetiza fundamentamentalmente en el hipotalame y la hipéfisis. En el
cerebro, los cuerpos neuronales que contienen ARNm de POMC se encuentran en el ARC v
en el NTS, mientras que en la hipdfisis, existe ARNm de POMC tanto en el lobule anterior
como en el intermedio (Civelli y cols., 1982; Gee vy cols,, 1983 Lundblad y Roberts, 1988}

3.3. Distribucion del ARNm de proencefalina

La distribucion de ARMm de proencefalina (PENK) en €l SNC vy en la médulia espinal ha
sido descrita detalladamente por Harlan y cols. (1987). Existe una elevada densidad de ARNm
de PENK en la corteza piriforme, neocortex, ACC, tubérculo olfatorio y caudado putamen.
Ademnas, también abunda en el hipotalamo (NVM, NPV y niicleo mamilar medial), amigdala,
y SGP.

La amplia distribucion de las encefalinas en el SNC sugiere su posible implicacién en
numerosas funciones fisiolégicas, entre las que cabe destacar la secrecion de factores
hipotalamicos que regulan la secrecion de distintas hormonas,

4. Regulacion de la expresion génica de CRF, POMC y PENK
La regulacion de la expresion génica de CRF, POMC y PENK presenta caracteristicas

semejantes. En lasrespectivasregiones 5' flanqueante aparecen varias secuencias reguladoras

comunes a los tres genes. Las mas relevantes son las que corresponden a los factores de
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transcripcién Fos, Jun y CREB (Comb y cols., 1982; Eberwine y Roberts, 1983; Comb y cols.,
1986; Fremeau y cols., 1986; Gagner y Drouin, 1987; Seasholtz y cols., 1988; Sonnenber y
cols., 1989; Goodman 1990; Zhu y Pfaff, 1995). Ademas, y como se describia en ¢l apartado
3, los ARNm de estos genes se encuentran distribuides principalmente en el hipotalamo, lo
que sugiere que la expresion génica de CRF, POMC y PENK puede responder de forma similar
a diferentes estimules fisiologicos y farmacolégicos.

4.1. Regulaci6én de la expresion génica de CRF

En muchos casos, la exposicion a situaciones estresantes, y la consiguiente activacion
del eje HHA induce la transcripcion de genes que codifican para diversos neuropéptidos.
Dicha activacidn del eje implica en la mayoria de los casos una induccion de la expresion de
CRF en el NPV, habitualmente junto a la de POMC en adenohipéfisis. Asi, distintos estudios
muestran como una gran variedad de estimulos, como el estrés (restriccion de movimientos,
administracion de hipertonico salino ¢ natacion; Harbuz y Lightman, 1989a; Harbuz y cols.,
1994} y el sindrome de abstinencia a morfina provecado por naloxona (Lightman y Young,
1988; Garcia-Garcia y cols., 1998a; Hsu y cols., 1998), aumentan la expresion génica de CRF
en el NPV. Incluso laadministracion central de CRF aumenta la expresion génica de su propio
gen, efecto que es bloqueado por la administracion previa de o-helical (9-41) CRF, lo que
sugiere que CRF actiia de forma positiva para regular su propia biosintesis (Parkes y cols.,
1993).

El aumento de los niveles de ARNm de CRF en el NPV y en la amigdala observado tras
someter alos animales a estrés agudo por frio (Hsu y cols., 1998) no se observa después de
someter a los animales a estrés cranico en el NPV, pero si en el nucleo central de la amigdala.
Estos datos sugieren que existe una regulacion diferencial de la expresion de este gen en
ambas regiones cerebrales en respuesta a estrés agudo é crénico {Hatalski y cols., 1998). De
hecho, y como se describird posteriormente, la administracion de agonistas dopaminérgicos
eleva la expresion de CRF en el NPV, pero no en la amigdala (Eaton y cols., 1996).

La expresion del gen de CRF, al igual que ocurre con otros neuropéptidos como POMC
v PENK, se encuentra regulada por les glucocorticoides por dos mecanismos: 1) Los
glucocorticoides a altas dosis inhiben la expresion génica de CRF, en el NPV probablemente
a través de mecanismos dependientes del receptor tipo Il y 2} Los glucocorticoides a bajas
dosis elevan los niveles de ARNm de CRF y mantienen la transcripeion génica en condiciones
de estrés en el NPV, probablemente actuando a través de mecanismos dependientes del
receptor de glucocorticoides tipo [ {Tanimura y Watts, 1998). Por otra parte, la administracion
del antagonista del receptor de glucocorticoides tipo I RU-486 aumenta la expresion génica
de CRF en el NPV en condiciones basales (Garcia-Garcia y cols., 1998b), mientras que la
expresion génica de este neuropéptido aumenta tanto en condiciones basales como de estrés
en ratas adrenalectomizadas (Young y cols., 1986a), efecte que se revierte mediante
pretratamiento con dexametasona {Frim y cols., 1990; Imaki y cols., 1995). Asimismo, en la
amigdala, region relacionada e implicada en el miedo y la ansiedad, se ha observado que los
giucocorticeides facilitan la expresién génica de CRF (Makino y cols., 1994}, mientras que en
otras regiones cerebrales en donde esta presente el ARNm de CRF, como el NSO, y el nicleo
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de la estria terminalis, los glucoecorticoides no modifican la expresién de CRF (Beyer y cois.,
1988). Por ofra parte, implantes de dexametasona en la corteza cerebral, hipocampe,
subiculum o amigdala no meodificaron los niveles de ARNm de CRF en el NPV (Kovacs y Mezey,
1987).

La 5-HT y la DA también intervienen en la regulacion de la expresion génica de CRF
en el NPV, ya que la administracién central de 5-HT en rata y la administracion periférica de
agonistas dopaminérgicos eleva los niveles de ARNm de CRF en el NPV {Eaton y cols., 1996;
Kageyama y cols., 1998). Ademas, parece que el aumento de la expresion génica de CRF en
situaciones de estrés requiere de la integridad de la transmision dopaminérgica, ya que la
lesion de estas neuroneas con 6-hidroxi-dopamina altera los niveles de ARNm en respuesta
al estrés (Lightman y Harbuz, 1993). Sin embargo, no ocurre lo mismo con la SHT y la NA, ya
que la depleccién de ambos neurctransmisores no modificd el aumento de los niveles de
ARNm de CRF producido en el NPV tras someter a los animales a una situacion de estrés
(Harbuz y cols. 1991 y 1994).

Estudios recientes demuestran que la expresion génica de CRF en el NPV estaregulada
por el sistema de segundos mensajeros via PKA, dependiente de AMPc, lo que sugiere ia
posible implicacién de CREB en la regulacion de la expresion génica de CRF inducida por
estrés (Itoi y cols., 1996). Este estudio esta de acuerdo con la presencia de un elemento
regulador CREB en ¢l gen de CRF (Seasholtz y cols., 1988). Pero la expresion génica de CRF
también parece estar regulada via PKC; en cualquier caso, la estimulacion ejercida por ambas
vias es inhibida por los glucocorticoides {Majzoub y cols., 1993). Ademas, el aumento de la
expresion génica de CRF que se produce tras someter alos animales a estrés va precedido por
una elevacion de los niveles de ARNm de Fos, lo que sugiere que c-fos interviene en la
activaciéon de la expresion génica de CRF en situaciones de estrés (Imaki y cols., 1992).

Existen distintas regiones cerebrales cuyas conexiones coni el NPV regulan la expresién
génica de CRF. Asi, ¢l hipocampo interviene en la regulacién de la expresion génica del gen
de CRF, ya que lesiones en esta regién cerebral resultan en un aumento de los mveles de
ARNm de CRF en el NPV (Herman y cols., 1990). Estos mismos autores observaron
posteriormente que el ntcleo de la estria terminalis también parece regular de forma
diferencial y ténica la expresion génica de CRF en el NPV, ya que lesiones en la region
anterolateral disminuyen los niveles de ARNm de CRF, mientras que lesiones en la regién
posterior aumentan la expresion del gen de CRF (Herman y cols., 1994). Por otra parte, tras
la desaferentizacion total del NPV se observa un aumento de la expresion génica de CRF, lo
que indica que en ausencia de impulsos neurenales procedentes de otra region cerebral, la
expresion génica de CRF esta regulada a la alta, sugiriende que los efectos locales de los
glucocorticoides sobre las neuronas del NPV no son eficaces en ia completa regulacién de la
expresion génica de CRF, v por lo tantoe debe existir un sistema de retroalimentacion en las
neuronas CRFérgicas de]l NPV (Herman y cols., 1990).

Ademas, existen variaciones en los niveles de ARNm de CRF en el hipotalamo a lo largo

del dia, que alcanzan el nivel maximo justo antes del periodo de oscuridad, y disminuyen de
forma marcada & las dos horas de comenzar el periodo de oscuridad, lo que coincide can un
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aumento de los niveles plasmaticos de corticosterona (Kwak y cols., 1992).

Por ultimo, cabe destacar que la administracion del antagonista de receptores de N-
metil-D-aspartato (NMDA) MK-801y de prostaglandina E2 (PGE2) aumentala expresion génica
de CRF en el NPV (Lee y cols., 1994; Lacroix y cols., 1996). También la administracion de -
endorfina aumenta los niveles de ARNm de CRF en el NPV, efecto que es revertido por la
administracion de naloxona (Wang y cols., 1996). Asimismo, distintos estudios publicados
recientemente demuestran la implicaciéon de los cannabinoides en la regulacion de la
expresion génica de CRF en el NPV (Corchero y cols., 1999a y b}, ya que tanto la
administracién crénica de A’-tetrahidrocannabinol (A°>-THC) como del potente agonista del
receptor de cannabinoides CP-55,940 aumentan la expresion génica de CRF en el NPV, hecho
que podria formar parte del mecanismo molecular por el cual los cannabinceides activan el eje
HHA (Weidenfeld y cols., 1994; Rodriguez de Fonseca y cols., 1996).

4.2. Regulacion de la expresiéon génica de POMC

La expresion génica de POMC in vivo tanto en adenchipéfisis como en hipotalamo, es
inhibida de forma ténica por los glucocorticoides (Birnberg v cols., 1983; Eberwine y Roberts,
1984; Jingami y cols., 1985; Fremeau y cols., 1986), siendo el l6bulo intermedio menos
sensible a la accion de los glucocorticoides circulantes (Schachter y cols., 1982; Gagner y
Drouin, 1987). A nivel hipotalamico los estrégenos también regulan negativamente la
expresion de este gen (Wilcox v Roberts, 1985), mientras que en hipofisis CRF aumenta la
expresion génica de POMC en ambos lobulos, aungque de forma mas marcada en el 1obulo
anterior (Hollt y Haarman, 1984). Esto parece ser debide a que CRF regula directamente la
expresion génica de POMC en el 16bulo anterior, pero nio en el lobulo intermedio, donde estan
implicados otros factores, como revelan estudios en los gue se han destruido neuronas
CRFérgicas del NPV (Bruhn y cols., 1984). Por otra parte, en disociados de hipofisis tanto de
lébule anterior como de lébulo intermedio, la transcripcion del gen de POMC se estimula
mediante la adicién al medio de AMPc v de CRF (Loeffler v cols., 1985, Autelitano y cols.,
1990}, aunque algunos estudios solo han observado aumente de la transcripceion en el lobulo
anterior (Gagner y Drouin, 1987). Por ultimo, y contrariamente a lo esperado, se ha observado
en cultivos de adenohipéfisis ovinos, de ratén y de rata que la liberacion de ACTH producida
por AVP y CRF no se correlaciona con un aumento en los niveles de ARNm de POMC en estas
células {Castro, 1993; Levin y cols., 1993), y que AVP no potencia el aumento de la
transcripcion de POMC inducido por CRF, a diferencia de lo que ocurre a nivel hormenal,
donde si potencia la liberacion de ACTH {Levin y cols., 1989).

La DA parece estar implicada en la regulacion de la expresion génica de POMC, ya que
agonistas dopaminérgicos reducen la transcripcidn de este gen en el ARC y en el 16bulo
intermedio de la hipoéfisis (Chen y cols., 1983; Chronwall y cols., 1987, Pelletier, 1993). Este
efecta, que también se ha descrita en cultivos hipotalamicos, parece estar mediado por
receptores [,, ya que se previene por la administracion de haloperidol y del antagonista
selectivo D, (+) butaclameol, mientras que tanto NA, Ach y el agonista selectivo D, SKF 38393
no modifican los niveles de ARNm de POMC {L'Hereault y Barden, 1991a). A su vez, la
regulacion de los niveles de ARNm de POMC se encuentran bajo centrol inhibitorio de

-03.



ntroduccién

distintos péptidos opioides, siendo mediado principalmente por receptores § y x, pero no por
receptores ;2 (L'Hereault y Barden, 1991h).

El estrés activa la transcripcién génica de POMC en el hipotalamo mediobasal y en el
ARC (Bauvet y cols., 1994; Larsen y Mau, 1994), asi como en ¢l 16bulo anterior e intermedio
de la hipoéfisis (Hollt y cols., 1986; Harbuz y Lightman, 1989a; Garcia-Garcia y cols., 1997),
hecho que parece estar mediado, al menos en parte, por una potenciacion de la liberacion de
CRF hipotalamico {Hollt y cols., 1986; Ligthman y Young, 1988). Este efecto inductor se
produce cierto tiempo después de la finalizacién del estrés, en caso de emplearse un modelo
experimental de estrés agudo. En cuanto a paradigmas de estrés cronico, como inmovilizacién
repetida y exposicion a frio, distintos estudios indican que se produce una desensibilizacién
de las respuestas de la hipéfisis al estimulo primario, pero se produce un hiperrespuesta a un
estimulo estresante nuevo, tanto si el estrés crénico es aplicado de forma continua o
intermitente (Aguilera y cols., 1993; Hauger y cols., 1988, Vernikos y cols., 1982), elevandose
el contenido tante de ARNm de POMC hipofisario como de ARNm de CRF hipotalamico (Kiss
vy Aguilera, 1993). Por otra parte, la aplicacién de terapia electroconvulsiva eleva la expresion
génica de POMC en el ARC, pero no en el lobulo anterior de la hipéfisis (Garcia-Garcia y cols.,
1998a).

La administracidn de 5-HT produce un incremento en los niveles de ARNm de POMC
tanto in vivo, en el I6bulo anterior de la hipofisis (Kageyama v cols., 1998) como en disociados
celulares de hipotalamo de rata, efecto que fue bloqueado por el antagonista 5-HT,
ketanserina (L'Hereault y cols., 1991a). La 5-HT modula también el aumento en los niveles
plasmaticos de a-MSH inducide por estrés, ya que la administracion de un antagonista 5-HT,
6 la inhibicién de la actividad serotoninérgica mediante la administracién central de la
neurotoxina 5,7-dihidroxitriptamina (5,7-DHT), bloquea el incremento en los niveles
plasmaticos de esta hormona producido por estrés (Goudreau y cols., 1993). Ademas, la 5-HT
parece regular de forma diferencial la expresion génica de POMC en ambos lobulos de la
hipéfisis en situacién de estrés, ya que la administracién central de 5,7-DHT en ratas
estresadas produjo una elevacion aun mayor en la expresién génica de POMC en el 1dbulo
anterior, mientras que bloqueé el aumento en la expresién génica de POMC producido por
estrés en el l16bulo intermedio (Garcia-Garcia y cols., 1997).

Por ultimo, la expresion génica de POMC en hipdfisis parece estar regulada también
por genes de expresion temprana como c-fos (Boutiller y cols., 1991) ¥ por hormonas
gonadales en el hipotalamo, ya que mientras en la castracion produce una elevacion en los
niveles de ARNm de POMC en hembras, en machos se observa el efecto contrario (Wilcox y
Roberts, 1985; Chowen y cols., 1990). Ademas, estudios recientes apuntan a la implicacion
de los cannabinoides en la regulacion de la expresion génica de POMC tanto en hipotalamo
como en hipéfisis, ya que la administraciéon crénica del potente agonista sintético del receptor
de cannabinoides CP-55,940 incrementa los niveles de ARNm de POMC en el ARC y lobulo
anterior de la hipdfisis, mientras que preduce una disminucion en el 1ébulo intermedio
(Corchero y cols,, 1999a). Por otra parte, la administracion créonica de A>-THC aumenta la
expresion del gen de POMC tanto en €@ ARC como en el lIobule anterior de la hipéfisis 1 dia
después de finalizado el tratamiente, disminuyendo les niveles de ARNm progresivamente,
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mientras que en lébulo intermedio, la administracién crénica de A’-THC disminuye los niveles
de ARNm de POMC en el l6bulo intermedio tras 14 dias de tratamiento diario, hecho que, al
igual que en el estudio anterior, sugiere que los cannabinoides regulan de forma diferencial
la expresién génica de POMC en cerebro e hipéfisis, por un mecanismo mediado al menos en
parte, por la activacién del sistema hipotalamico CRFérgico (Corchero y cols., 1999%).

4.3. Regulacién de la expresiéon génica de PENK

Se conoce la existencia de distintos elementos reguladores en la region 5’ del gen de
PENK (Comb y cols., 1986 y 1988; Hyman y cols., 1988 y 1989; Goodman, 1990}, estando su
expresidn génica afectada por glucocorticoides, AMPc y ésteres de forbol. A diferencia de la
regulacion de la expresion génica de POMC, en la que los esteroides ejercian una regulacion
negativa, los glucocorticoides parecen regular de forma positiva la expresion génica de PENK
{Naranjo y cols., 1986; Yoshikawa y Sabol, 1986; Inturrisi y cols., 1988), e intervienen en la
regulacion de la expresion génica de PENK en situaciones de estrés. Asi, la administracion del
antagonista del receptor de glucocorticoides tipo 11 RU-486 bloquea el aumento de la expresion
génica de PENK en el NPV inducido por estrés (Garcia-Garcia y cols., 1998b). Asimismo, y al
igual que ocurre con otros neuropéptidos, la expresidn del gen de PENK esta regulada por ¢
fos, como demuestra el hecho de que en ataques de epilepsia se ha observado una elevacién
de los niveles de ARNm de PENK justo después de un aumento de la expresion génica de c-fos
(Sonnenberg y cols., 1989).

La administracion de agonistas B-adrenérgicos inducen la transcripcién del gen de
PENK mediante un mecanismo que implica a AMPc como segundo mensajero (Folkesson y
cols., 1989). De forma similar a lo gue ocurre con ¢l gen de POMC, el sistema dopaminérgico
parece inhibir la expresion de PENK (Mocchetti y cols., 1985; Young y cols., 1986b; Romano
v cols., 1987). Asimismo, la expresiéon del gen de PENK se incrementa en diversos nucleos en
respuesta a diversos estinulos, como el estrés (Lightman y Young, 1987a; Harbuz y Lightman,
19895}, la terapia electroconvulsiva (Xie y cols., 1989}, los estimulos dolorosos (ladarola y
cols., 1988), y la estimulacion eléctrica de vias nerviosas (Xie y cols., 1990). Concretamente,
la aplicacion de estimulos estresantes agudos aumentan la expresion génica de PENK en el
NPV (Lightman y Young, 1987a; Harbuz y Lightman, 1989b}, vy NVM (Larsen y Mau, 1994,
Garcia-Garcia y cols., 1998a y b). Es por ello que las acciones que produce el estrés sobre la
transcripcion del gen de PENK en el NPV son importantes desde el punto de vista de la
actividad del eje HHA, ya que aunque el contenido basal del ARNm de PENK que se expresa
en las neuronas parvocelulares del NPV es generalmente indetectable o minimo (Lightman y
Young, 1987a; Harbuz y Lightman, 1989b), en situaciones de estrés fisico se incrementa de
forma muy acusada [Harbuz y Lightman, 1989b). Ademas, la expresion del gen de PENK se
modifica de forma diferente segin el modelo de estrés utilizado: paradigmas en donde el
componente principal es de tipo psicologico (como restriccion de movimientos y estrés por
nataciéon forzada) no medifican los niveles de ARNm de PENK en el NPV, mientras que los de
tipo fisico si son capaces de incrementarlos (administracion ip de una solucién salina
hiperténica; exposicion a drogas de abuso como nicotina, heroina, cocaina y etanol; Rivier y
cols., 1984a; Lightman y Young, 1987a; Harbuz y Lightman, 1989b; Rivier y cols., 1990, Rivier
v Lee, 1994). Estos datos sugieren que la expresién de PENK en el hipotadlamo es un indice de
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la respuesta del animal a distintos estimuloes estresantes.

Distintos estudios publicados recientemente han demostrado la implicacién de los
cannabinoides en la regulacion de la expresion génica de PENK en distintas regiones
cerebrales (Manzanares y cols., 1998; Corchero y cols., 1999a y b). La administracién crénica
de A*-THC aumenta los niveles de ARNm de PENK en la SGP, ntcleo medial mamilar
(Manzanares y cols., 1998), y en el NVM y NPV {Corchero y cols., 1999b}, regiones en las
cuales también se observa este efecto tras la administracién créonica del potente analogo de
cannabincides CP-55,940 (Manzanares y cols., 1998). El incremente en la expresion génica
de PENK en la SGP podria formar parte de los mecanismos moleculares supraespinales por
los que los cannabinoides ejercen su efecto antinociceptivo, mientras que el aumento de
ARNm en el nticleo medial mamilar estd relacionado con la modulaciéon de la atencion y del
comportamiento emocional ejercida por los cannabinoides (Manzanaresy cols., 1998). Por otra
parte, la expresion génica de PENK en respuesta a un tratamiento prolongado de A*-THC es
diferente en ambos nicleos, ya que mientras en el NVM el aumento maximo en la expresién
de PENK se observa tras 7 dias de tratamiento, en el NPV, este mismo aumento se observa 14
dias después de la administracion diaria repetida de A’-THC. Estos resultados indican que
existe una regulacion diferente de la expresién de este gen en ambos niacleos hipotalamicos
{Corchero y cols., 1999}, La activacion de la expresion génica de PENK tanto en el NVM comeo
en el PVN, tras un tratamiento prolongado con cannabinoides puede explicarse como parte del
mecanismo por el cual los cannabinoides regulan, en el NVM, el balance energético, el
comportamiento sexual y la secrecion hormonal, ¥y en el NPV, la respuesta a distintos
estimulos estresantes (Manzanares y cols., 1998).

Ademas, la administracién crénica de A>-THC, 0 de CP-55,940, incrementa la expresién
génica de PENK en otras regiones cerebrales como son el ACC o el estriade, hecho que parece
estar relacionado con las disfunciones motoras producidas por los cannabinoides a largo plazo
vy con el aumento de la transmision dopaminérgica en el sistema mesolimbico ejercido por los
cannabinoides, a través de un aumento del sistema opioide enddgeno (Manzanares y cols.,
1998).

Por ultimo, cabe destacar que la presencia de hormonas gonadales circulantes influye
de manera decisiva en la expresion génica de PENK en el hipotalamo. Asi, en machos y
hembras castradas se ha observado un descenso en los niveles de ARNm en el NVM (Romano
¥y cols., 1989; Hammer y cols., 1993; Priest y cols., 1995 y 1997).
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Es bien sabido que una respuesta inadecuada al estrés o el padecimiento de una
situacion de estrés cronico son hechos capaces de producir diferentes patologias en los seres
humanos, como son la ansiedad o la depresion (Raadsheer y cols., 1994). En dicha situacién
de estrés existe una activacion mantenida del eje HHA, que se manifiesta por una elevada
concentracién de glucocorticoides plasmaticos (Kant y cols., 1987).

Se ha demostrade que GRP participa en la regulacion de la secrecion de hormonas
hipofisarias como PRL y GH (Kentroti y cols., 1988a y b; Manzanares y cols., 1991). Este
hecho, unido a su abundancia tanto en el hipotalamo como en ia hipéfisis sugiere su
participacion en la regulacion funcional del eje HHA, y su posible implicacion en procesos de
estrés.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en este estudio se ha pretendido conseguir
unl mejor conocimiento del papel de GRP en la regulacion del eje HHA asi como de los
mecanismos endocrinos y neuroquimicos implicados en dicha regulacién.

Para ello nos hemos planteado los siguientes objetivos:

Objetivo 1: Estudio del efecto de GRP sobre la actividad del eje hipotdlamo-
hipofisis-adrenal in vitro

En este primer apartado se han evaluado los efectos de GRP sobre la secrecion de
ACTH y corticosterona y se ha explorade a que nivel del eje HHA se ejerce esta accidn.
Asimismo se ha investigado si dicho efecto estd mediado a través del receptor de GRP y sila
liberacion de ACTH que produce GRP es un proceso calcio-dependiente.

Objetivo 2: Estudio del efecto de GRP sobre la actividad del eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal in vive

En este segundo apartade se ha caracterizado tanto la via de administracidn como las
dosis, los tiempos y el mecanismo de accion por el cual GRP activa el eje HHA en condiciones
basales in vivo.

Objetivo 3: Estudio del efecto de GRP sobre la actividad del eje hipotilamo-
hipofisis-adrenal en situacién de estrés

Una vez estudiada la posible participacion de GRP en la regulaciéon endégena de la
secrecién de ACTH y corticosterona, decidimos explorar, de forma comparativa con CRF, si
GRP interviene en la regulacion de la secrecion de ambas hormonas en situacion de estrés,

Objetivo 4: Estudio del efecto de GRP sobre la actividad serotoninérgica en el
nicleo paraventricular del hipotalamo

Dada la importancia de la serotonina en la regulacién del eje HHA, el objetivo de este
cuarto apartado ha sido caracterizar el eventual efecto de GRP sobre la actividad
serotoninérgica en el NPV, tanto en situacién basal como de estrés, asi como los mecanismos
implicados en el efecto observado.
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5. Estudio del efecto de GRP sobre la expresién génica de CRF, proencefalina y
proopiomelanocortina

En esta Gltima seccidn, y de forma preliminar, se ha investigado el potencial efecto de

GRP sobre la expresion génica de los péptidos CRF, PENK y POMC. También se ha estudiado
la evolucion temporal del efecto observado.
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1. Animales, péptidos y reactivos quimicos
1.1, Animales

En todos los experimentos, tanto in ¢fvo como in vitro, se utilizaron ratas mache raza
Sprague Dawley de pesc 225-250 g, suministradas por Harlan Interfauna (San Feliu de
Ceadines, Barcelona). A su llegada al laboratorio, las ratas se estabularon en un animalario con
un ciclo de luz/oscuridad (8:00-20:00 h) y permanecieron estabuladas al menos tres dias
antes de ser utilizadas, siendo este tiempo mas ¢ menos largo en funcion del tipo de
experimento.

1.2. Péptidos

El Péptido Liberador de Gastrina o GRP fue suministrado por Peninsula Laboratories
(Belmont, California, Estados Unidos). El fragmento utilizado corresponde a la secuencia
terminal del péptido (amincacidos i4-27), similar en cerdo y en hambre.

Elantagonista del receptor de GRP (Leu'*-wy-CH,NH-Leu"!j bombesina fue suministrado
por RB! (Research Biochemicals International, Natick, Estados Unidos}]. Actualmente los

productos de esta compadiia se distribuyen en Espafia a través de Sigma (Madrid).

El antagonista del receptor de CRF ¢-helical (9-41) CRF fue suministrado por Sigma
(Madrid).

1.3. Reactivos quimicos
La procedencia de los reactives quimicos utilizados en la preparacion de las distintas
soluciones se detalla en los apartados en los que se menciona su utilizacion.
2. Métodos experimentales in vitro
2.1. Explantes de hipotilamo e hipéfisis, hipofisis y adrenal

Los experimentos en explantes se realizaron siguiendo el método descrito por
Scaccianocce y cols. (1989, 1990, 1993) con algunas modificaciones.

2.1.1. Explantes de hipotdlamo e hipdfisis

El fundamento de este método in vitro consiste en estimular los hipotalamos con los
péptidos a estudiar y medir la liberacién de CRF que se produce a nivel hipotalamico de forma
indirecta, gracias a la capacidad del medio de incubacidn de los hipotalamos de producir
liberacion de ACTH a partir de cuartos de hipoéfisis (Buckingham y Hodges, 1977; Scaccianoce
y cols. 1990, 1993).

Las ratas se sacrificaron por decapitacion. Se extirparon tanto los hipotalamos como
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las hipofisis. En el caso de las hipofisis se separ6 la neurohipéfisis y cada mitad de la
adenohipofisis se dividio en dos partes iguales con una hoeja de bisturi estéril.

El medio utilizado en experimentos de explantes de hipotalamo e hipdfisis (medio
Bradbury) tiene la siguiente composicion:

NaCl (Sigma, Madrid): 3,683 g/500 ml (126 mM)

KCl {Sigma, Madrid): 0,223 g/500 ml (6 ;M)

Na,HPO, (Sigma, Madrid): 0,071 g/500 m! {1 mM}
MgS0, 7 H.O (Sigma, Madrid): 0,108 g/500 ml (0,88 mM)
CaCl, 2 H,0 (Sigma, Madrid}: 0,106 g/500 ml (1,45 mM)
Acido ascorbico (Sigma, Madrid): 4,4 mg (0,05 mM)
D-glucosar 1H,0 (Sigma, Madrid): 1,08 g/500 ml (11 mM)
Hepes (Sigma, Madrid): 3 g/500 ml

Tras disolver todos estos compuestos en 500 ml de agua destilada, se ajustael pH a
7,4 con NaOH y se afiade albumina bovina (Sigma, Madrid; 2,5 g/500 ml).

Los hipotalamos y cada cuarto de hipdfisis se preincubaron individualmente en 1 mi
de medio Bradbury durante 1 h a 37°C en bafno, cambiando el medio cada 30 min.
Transcurrido este tiempo (60 min), el grupo de hipotalamos designade como control se incubd
durante 20 min a 37° C con 1 ml de medio nuevo para establecer laliberacidn basal, mientras
dque el resto de los hipotalamos y los cuartos de hipéfisis se preincubaron durante otros 30
min. A los 90 min, el resto de los hipotalamos se estimularon con 1 ml de medio con GRP y /o
su antagonista (Leu'*-y-CH,NH-Leu'*) bombesina, dependiendo del experimento, durante 20
min, mientras que los cuartos de hipéfisis se preincubaron durante otros 30 min. A los 120
min, las hipéfisis se incubaron con 1 ml del medio en el que habian sido incubados los
hipotidlamos durante 20 min. A cada cuarto de hipofisis le corresponde un hipotalamo, de
modo que cada cuarto de hipéfisis es incubado con 1 ml del medio de incubacion de un
hipotalamo. Posteriormente, el medio se centrifugé a 3.000 rpm, 10 min, 4°C para precipitar
cualquier resto celular o de tejido y se almacend a -80°C en alicuotas de 100 yul hasta medir
la cantidad de ACTH liberado por RIA.

Alfinal de cada experimento se pest cada cuarto de hipofisis para expresar el resultadoe
final en ng/ml de ACTH por mg de tejido hamedo.

2.1.2. Explantes de hipdfisis

Se extirparon las hipéfisis, y tras separar la neurohipéfisis, cada mitad de la
adenochipdfisis se dividié en dos partes iguales con una hoja de bisturi estéril.

Cada cuarto de hipéfisis se preincubd individualmente en 1 ml de medio Bradbury
{descrito en el apartado 2.1.1.) durante 2 h a 37°C en bafo, cambiando el medio cada 30 min.
Transcurrido este tiempo, los cuartos se incubaren durante 20 min a 37°C con 1 ml de medio
nueve (grupo control) o 1 ml de medio con GRP y/o su antagonista (Leu'*y-CH,NH-Leu'?)
bombesina, dependiendo del experimento. Pasados los 20 min el medio se centrifugé a 3.000
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rpm, 10 min, 4°C para precipitar cualquier resto celular o de tejido y se almacend a «80°C en
alicuotas de 100 yul hasta medir la cantidad de ACTH liberado por RIA.

Al final de cada experimento se peso cada cuarto de hipofisis para expresar el resultado
final en ng/ml de ACTH por mg de tejido hamedo.

2.1.3. Explantes de adrenal

Se extirparon las glandulas adrenales, se limpiaron de tejido adiposo y con la ayuda
de una hoja de bisturi cada glandula adrenal se dividié en cuatro cuartos.

El medio utilizado en experimentos de explantes de adrenal (medio KRBAG) tiene la
siguiente composicion:

NaCl (Sigma, Madrid): 3,488 g/500 ml (118 mM)

KCI (Sigma, Madrid): 0,176 g/500 ml (4,74 mM)

KH, PO, {Sigma, Madrid}: 0,068 g/500 ml (1 mM)

MgSO, - 7 H,O (Sigma, Madrid): 0,123 g/500 ml (1 mM)
CaCl, - 2 H,O (Sigma, Madrid): 0,187 g/500 mi (2,55 mM)
Glucesa * 1 H,O {Sigma, Madrid): 1,89 g/500 ml (11 mM)
Hepes (Sigma, Madrid): 3 g/500 ml

Tras disolver todas estas sales en 500 ml de agua destilada, se ajusta el pH a 7,4 con
NaOH y se anade albumina bovina (Sigma, Madrid; 1,250 g/500 ml}.

Cada cuarto de adrenal se preincubé individualmente en 1 ml de medioc KRBAG
durante 2 h a 37°C en bhafio, cambiando el medio cada 30 min. Transcurrido este tiempo, los
cuartos se incubaron durante 1 h a 37°C con 1 ml de medio nuevo (grupo control) o 1 ml de
medio con GRP y/o su antagonista (Leu'*-y-CH,NH-Leu'*) bombesina, dependiendo del
experimento. Pasado el tiempo de incubacién, el medio se centrifugd a 3.000 rpm, 10 min, 4°C
para precipitar cualguier resto celular o de tejido y se almacend a -80°C en alicuotas de 50 pl
hasta medir la cantidad de corticosterona liberada al medio por RIA.

Al final de cada experirnento se peso cada cuarto de adrenal para expresar el resultado
en ng/ml de corticosterona por mg de tejido htiimedo.

2.2. Disociados de adenohipofisis
2.2.1.Cultivo primario de ceélulas adenohipofisarias de rata

Antes de extraer las hipéfisis es necesario la preparacion del medio de cultivo y de los
reactivos que se utilizaran en la disociacion.

El medio utilizado en la disociacidon se prepara a partir de medio DMEM en polvo
{Dulbecco’s Modified Eagle Medium; 4.500 mg/] glucosa, sin piruvate sadico, sin NatlCO3;
Gibeca BRL, Life Technologies, Barcelona). Para ello se disuelven 1,34 g de medio DMEM en
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polvo y 0,3 g de Hepes (Sigima, Madrid) en 100 ml de agua miliQ estéril. Este ultimo se anade
para mantener el pH del medio mientras las células permanecen fuera del incubador. Tras
ajustar el pH a 7,4 con NaOH se anadieron 0,25 g de albimina bovina (Sigma, Madrid).

Ademas es necesario preparar tres soluciones:

Descxirribonucleasa [DNAsa):
Se preparan alicuotas de DNAsa (Sigma, Madrid) de concentracion 10 pg/ml en agua

miliQ. En el momento del cultive se diluye cada alicuota 100 veces en medio DMEM.

Tripsina:

A partir de tripsina (Sigma, Madrid) se prepara una solucién de 10 ml de concentracion
0,4% (p/v) en medio DMEM. A esta solucién se le ahadieron 20 pl de la solucion de DNAsa
anteriormente preparada. Posteriormente se esterilizo esta solucion através de un filtro estéril
(Miliex GS 0,22 ym, Millipore, Madrid).

Inhibidor de tripsina
Se preparan alicuotas de 1 ml de inhibidor de tripsina (Sigma, Madrid) de

concentracion 3 mg/ml. En el momento del cultive se diluye cada alicuota 10 veces en medio
DMEM. A esta solucion se le anadieron 10 ul de la solucién de DNAsa anteriormente
preparada. Al igual que la tripsina, la solucién de inhibidor de tripsina se esterilizo a través
de un filtro estéril.

En cada cultive se utilizaron 8-10 hipéfisis. Primero se decapitaron los animales para
extraer la adenohipdfisis de la base del craneo en condiciones estériles. Tras separar la
neurohipéfisis, se troceé la adenochipéfisis con una hoja de bisturi estéril y los fragmentos se
incubaron en la solucién de tripsina anteriormente preparada durante 20 min en bafno con
agitacién, para facilitar la accion de los enzimas. Tras centrifugar a 3.000 rpm, 10 min, 15°C,
se retiro el sobrenadante y se afadieron 10 ml de la solucion de inhibidor de tripsina
anteriormente preparada. Los fragmentos de hipofisis se pasaron entonces con la selucién de
inhibidor de tripsina a través de una pipeta de 5 ml con una punta de pipeta de 1 ml en su
extremo durante 10 min. Transcurrido este tiempo las células va dispersadas se filtraron a
través de un filtro de 100 pm {Falcon, Beckton Dickinson Labware, MA, Estados Unidos}, y la
suspension celular se centrifugé a 3.000 rpm, 10 min, 15°C. Posteriormente se decanté el
sobrenadante y se suspendieron las células en un volumen pequefic de medio de cultivo
liquido (DMEM sin piruvato sadico, con 4.500 mg/1 glucosa, con piridexina; Gibco BRL, Life
Technologies, Barcelona) suplementado con 10% de suero bovino fetal activade (Reactiva,
Barcelona) y 1% de una solucién de antibiéticos {Penicilina 1.000 Ul/ml y Estreptomicina
10.000 pg/ml; Bio-Whittaker, Bélgica). Se contd el numero de células en camara de Newbauer
y se sembraren las células en placas de 24 pocillos especiates para cultivos primarios (Falcon,
Beckton Dickinson Labware, MA, Estados Unidos), a una densidad de 200.000-250.000
células/pocillo en 0,5 ml de medio por pocillo. El volumen final de medio en el que hay que
resuspenden las células se calcula de la siguiente forma:

n? células contadas en la camara de Newbauer - 10"= n® de células totales
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n® células totales/n® células por pocillo=n® pocilles que pueden llenarse

n° pocillos que puedan llenarse-0,5 ml= volumen de medio en el que se
resuspenden las células

Los cultivos se mantuvieron en un incubador durante 4 dias con una concerntracion
de CO, de 5%. Al cuarto dia, las células ya se habian adheridoe al fondo de Ia placa, estando
preparadas para realizar los experimentos (figura 14).

FIGURA 14
Cultivo primario de células adenohipcofisarias de rata

{a} (b)

(a} Aspecto que presentan los corticotrofos después del proceso de disociacién. (b} Morfologia de los
corticotrofos después de cuatro dias en cultivo.

2.2.2. Experimento de secrecién de ACTH

El dia del experimento se sacaron las células del incubador, se aspird el medio de
cultive y se afiadieron 0,5 ml de medio DMEM preparado este mismo dia a partir de DMEM
en poivo de la misma forma indicada en el apartado 2.2.1. Las células se incubaron en este
medio durante 1 h en bafo a 37°C. Posteriormente se aspird el medio y se anadié aunade las
placas 0,5 ml de medio Bradbury con una concentracién de Ca®* 1,5 mM (preparado de la
forma indicada en el apartado 2.1.1) y a la otra placa 0,5 ml de medio Bradbury con baja
concentracion de Ca* (preparado de la forma indicada en el apartado 2.1.1. pero afiadiendo
5,6 mg/1 de ClCa, (38 pM) y 18,42 mg/1 de Na,EDTA (50 pM), de modo que la concentracién
final de Ca* es 200 nM). Tras un periodo de preincubacién de 30 min a 37°C, se aspiré el
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medio, se afladieron 0,5 ml de medio nuevo y las células se preincubaron durante 30 min mas
a esta misma temperatura. Tras estos dos periodos de preincubacion, se aspiré el medio y se
afiadié a una de las placas medio nuevo (Ca** 1,5 mM) sin GRP (grupo control) v con distintas
concentraciones de GRP. A la otra placa se anadio medio nuevo {Ca*" 200 nM) sin GRP {grupo
control) ¥y con distintas concenfraciones de GRP. Las células se incubaron en estas
condiciones durante 30 min. Tras este tiempo, se centrifugé el medio de cada pocillo a 3.000
rpm, 10 min, 4°C, para precipitar cualquier resto celular y se guardé a -80°C en alicuotas de
100 pl hasta su analisis por RIA.

Cada tratamiento se realizé por cuadruplicado y cada experimento se repitié dos veces,
obteniendose en ambos casos el mismo resultado.

3. Procedimientos quiriirgicos
3.1. Administracién intracerebroventricular

La administracion icv se efectud después de proceder a la canulacion crénica del
ventriculo lateral derecho del cerebro. Para ello, se anestesiaron las ratas con Equitesin {3
ml/kg; intraperitoneal). Este tipo de anestesia presenta varias ventajas, como son su rapida
induccion y eliminacién, ademas de ja baja mortalidad que produce en las ratas.

Su composicidn es la siguiente:

- 21,25 ml de hidrato de cloral {Sigma, Madrid) disuelio en 49,4 ml de etanol absoluto.
Afadir a esta solucién secuencialmente:

- 4,86 g de pentobarbital sédico disueltos en 21 ml de agua destilada (0 24,3 ml de
pentobarbital sédico comercial al 20% (Euta-Lender, Laboratorios Normon, Madrid)
- 198 ml de 1-2 propilenglicol (Panreac, Madrid)

- 10,63 g de SO, Mg (Sigma, Madrid) disueltos en 50 ml de agua destilada

- Completar hasta 500 m! con agua destilada.

Una vez anestesiadas, las ratas se colocaron en un aparato de cirugia estereotaxica
{David Kopf Instruments, Tujunga, California, Estados Unidos) con la barra de incisivos
colocada 2,4 mm por debajo del plano horizontal. Posteriormente se implantd una canula de
acero inoxidable de tamano 23 G en la siguiente posicion: 1,4 mm lateral (hacia la derecha)
con respecto al bregma (cuya posicidn es 0,0 mm anterior/posterior) y 3,2 mm ventral (hacia
abajo), de acuerdo con el atlas de Konig y Klippel {figura 15). La canula queds fijada al craneo
con cemento dental (RR Self-cure acrylic repair material, Dentsply Limited De Trey Division,
Surrey, Inglaterra). Para facilitar esta fijacion, se hicieron tres pequenos orificios, situados por
encima y por debajo de la posicién de la canula, sobre los cuales se colocaron tres pedquencs
tornillos de acero inoxidable. Durante los cinco dias signientes a la operacién, los animales
se manejaron cada dia para reducir los efectos del estrés debidos a la manipulacian.
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La administracién icv el dia del experimento se llevé a cabo utilizando una jeringa
Hamilton conectada a un inyector de acero inoxidable de tamafio 30 G mediante una canula
de polietileno de unos 25 cm de longitud (PE-10 tubing; Clay Adams, Parsippany, New Jersey,
Estados Unidos). El inyector tiene la longitud necesaria para penetrar 1 mm por debajo del
tope de la canula y llegar asi al ventriculo lateral del cerebro (figura 16).

FIGURA 15
Implantacién de una canula guia en el ventriculo lateral cerebral

(b)

(a) Aparato de cirugia estereotdxica utilizado para implantar una canula guia en el ventriculo lateral
cerebral. (b) Seccién cerebral donde se muestrala posicién de la cdnula en el ventriculo lateral.
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Tanto los péptidos como el vehiculo utilizado en cada experimento se inyectaron en un
volumen de 5 pl durante 1-2 min para facilitar la difusion de los compuestos en las
estructuras cerebrales y evitar el reflujo de la soluciéon por la canula implantada.

FIGURA 16
Procedimiento de administracion intracerebroventricular

3.2. Administracion intravenosa

Una vez anestesiadas las ratas con Equitesin, se les implant6 un catéter en la vena
yugular (PE-50 tubing; Clay Adams, Parsippany, New Jersey, Estados Unidos) cinco dias antes
del experimento y se colocaron en cajas individuales. El dia del experimento se conectaron los
catéteres a un tubo de poliestireno de unos 25 cm de longitud (PE-50 tubing, Clay Adams,
Parsippany, New Jersey, Estados Unidos) 60 min antes del comienzo del experimento para
reducir los efectos del estrés. Por este catéter se realiz6 la administracion iv y se recogieron
muestras de sangre (0,7 ml) a distintos tiempos. El volumen de sangre recogido a cada tiempo
se reemplazoé con un volumen equivalente de globulos rojos en suero salino heparinizado (100
UI/ml).

Para evitar que las variaciones de los niveles plasmaticos de ACTH y corticosterona
producidas por el ritmo circadiano pudiesen enmascarar los resultados, todos los
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experimentos en los que se midieron ambas hormonas se realizaron entre las 9:00-13:00 h.

4. Modelo experimental de estrés: estrés por restriccion de movimientos

Las ratas, sin anestesiar, se metieron en cilindros de metacrilato (tamano interno 16
x 5 x 5,3 cm} con agujeros para que pudiesen respirar y se cerraron por su parte posterior para
impedir que se moviesen o saliesen. Tras permanecer en esta posicion durante 15 min, los
animales se sacaron de los cilindros y fueron sacrificados.

S. Medida de ACTH y corticosterona por radioinmunoensayo

El RIA es un método muy empleado en la medida de hormonas. Consiste en la adicion
a una muestra (plasma ¢ medio de cultivo) que contiene una cantidad desconocida de
hormona, de una cantidad conocida de anticuerpo frente a dicha hormona y una cantidad
conocida de hormona marcada radiactivamente. La hormona de la muestra compite con la
hormona marcada radiactivamente para unirse al anticuerpo (figura I7]. Posteriormente la
hormona no unida se elimina y se mide Ia cantidad de hormona marcada radiactivamente
unida al anticuerpo. A mayor cantidad de hormona en lamuestra, menor cantidad de hormona
marcada se habra unido al anticuerpo y menor radiactividad tendra la muestra, y al contrario.
La cantidad de hormona en la muestra se calcula extrapolando los resultados del ensayo
(cuentas por minuto de radiactividad o cpm) a partir de una curva patrén (logaritmo de la
concentraciéon de hormona estandar en abscisas frente a c¢pm obtenidas para cada
concentraciéon de hormona estandar en ordenadas).

FIGURA 17
Fundamento del radioinmuncensayo

£ )—

anticuerpa  hormona comple jo hormana-anticuerpo
presente
en la muestra

+®©_+

anticuerpo hormona  complejo anticuerpo- la cantidad de harmona presente
radiactiva hormona radiactiva en la muestra se mide en funcidn de
la eantidad de hormena radiactiva

hormona presente

desplazada
en la muestra
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La principal ventaja del radioinmunoenayo es su sensibilidad, ya que permite medir
niveles de hormonas muy bajos (del orden de picogramos). Su principal inconveniente es la
falta de especificidad del anticuerpo, que en ocasiones puede presentar reacciones cruzadas
con otros metabolitos u hormonas de estructura quimica parecida. En nuestro caso, este
problema se evito mediante el uso de anticuerpos comerciales de gran especificidad.

5.1. Radioinmunoensayo de ACTH
5.1.1. Obtencion de la muestra

Parala obtencion de plasma, las ratas se decapitaron y la sangre troncal se recogio en
tubos de Na,EDTA (Sarstedt, Barcelona) calocados en hielo. En aquellos animales en los que
se implantd un catéter en la vena yugular, la sangre se recogié en tubos heparinizados
(Sarstedt, Barcelona) que se colocaron inmediatamente en hielo. Se centrifugaron los tubos
a 3.000 rpm, 20 min, 4°C para separar el plasma de la fraccion celular de la sangre y el plasma
se almacend en alicuotas de 300 ul a -80°C hasta su analisis.

En el caso de los explantes de hipotalamo e hipéfisis, explantes de hipéfisis v
disociados de adenchipdfisis, el medio de cultivo se almacend en alicuotas de 100 pl a -80°C
hasta su medida por RIA.

5.1.2. Ensayo

La medida de ACTH se realizd siguiendo el método de Arts y cols, (1983) con ligeras
modificaciones.

Les tampones utilizades fueron los siguientes:

Tampon fosfato 0,01 M, pH=7 4 con Polietilenglicol {PEG)
Se utilizé para diluir los anticuerpos. Contiene:

- 0,1% (p/v) de albumina sérica bovina (Sigma, Madrid)

- 0,1% {p/v) de Na,EDTA (Sigma, Madrid}

- 0,1% (v/v} de Tritén X-100 {Sigma, Madrid)

- 6% (p/v]) de Polietilenglical 6.000 (Fluka, Sigma, Madrid}

Tampén fosfato 0,01 M, pH=7 4 sin PEG
Se utilizé para diluir la curva estandar, la hormona marcada radiactivamente y la
muestra, en el caso de los explantes de hipéfisis y de hipotdlamo e hipdfisis, ya que tanto las

muestras de plasma como el medio de cultivo de los disociados de adenohipofisis noe se diluye.
Contiene:

- 0,1% (p/v) de albaimina sérica bovina (Sigma, Madrid)

- 0,1% {p/v) de Na,EDTA (Sigma, Madrid)

- 0,1% (p/v) de Triton X-100 (Sigma, Madrid)

Para preparar tampdn fosfato 0,01 M, pH 7,4 se preparan dos soluciones de fosfato
disédico 0,01 M y fosfato monosodico 0,01 M a partir de fosfato disédico y monosodico
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comercial (Na ,HPO, 2H,0 vy NaH ,PO,-H,0, Merck, Darmstadt, Alemania). Sobre la soluciéon de
fosfato disddico se anade el monosodico hasta que el pH sea 7,4. Se toma una cantidad de la
mezcla tamponada, a la que se anade con agitacion suave los correspondientes reactivos.

Ambos tampones se conservan a 4°C.

Es importante destacar que todo el RIA se realiza en hielo, para evitar la posible
degradacion de ACTH.

Para preparar la curva estandar se utilizé ACTH (1-39) de rata (Sigma, Madrid) diluido
en agua destilada a una concentraciéon de 256 pmol/ml. Esta solucién debe guardarse a -
80°C.

En el momento de realizar la curva de calibrado, se diluye la solucién inicial 1:10, para
lo cual se toman 100 ul y se anaden 900 ul de tampén sin PEG, con 1o que se obtiene una
dilucion final de 1.280 fmoles/50 pl. Se lleva a cabo otra dilucion 1:10, para lo cual se toman
100 pl de la solucion de 1.280 fmol/50 ul y se afaden 900 pl de tampon sin PEG,
obtenié¢ndose una dilucién final de 128 fmol/50ul. A partir de aqui se hacen diluciones
seriadas para obtlener las siguientes diluciones (expresadas en frol/ 50 pl) : 64, 32, 16, 8, 4,
2, 1y 0,5.

A cada tubo (Tubos RIA, Sarstedt, Barcelona) se afiadié el volumen necesario de
muestra problema o 50 pl de estandar. El volumen de rnuestra problema quie se anade en cada
tubo depende del tipo de experimento a analizar y es el siguiente:

- 50 0 75 pl de plasma (75 pl en el caso de esperar encontrar bajos niveles de ACTH en
la muestra)

-50 ul de medio de cultivo de explantes de hipdfisis (diluido 6 veces] y explantes de
hipotalamo e hipofisis {diluido entre 12 y 3 veces, dependiendo de los niveles de ACTH
que se cspere encontrar en la muestra)

- 75 ul de medio de cultivo de disociados de adenohipofisis

Posteriormente se anaden 50 pl de una soluciéon que contiene primer anticuerpo frente
a ACTH (I[gG-ACTH 1, 1gG Corporation, Nashville, Estados Unidos) previamente titulado para
obtener una unién maxima del 20% aproximadamente, y 10 pl de '"**[I-ACTH (Amersham,
Madrid; 2.000 Ci/mmol, 6.000-8.000 cpm/tuba). La solucién de primer anticuerpe y de
hormona marcada se prepard de la siguiente forma:

Primer anticuerpo:

Se prepara justo antes de anadirlo. Para 50 tubos, las proporciones necesarias son:
- 50 yul de una soluciéon de primer anticuerpo. Esta soluciéon se prepara a partir de
anticucrpo liofilizado comercial disuelto en 1 ml de tampon fosfate 0,01 M, pH=7 4 ¥
se guarda en alicuotas de 50 pl a -20°C.

- 10 ul de aprotinina (Boehringer-Mannheim, Barcelona) de concentracion 0,5% (p/v)
- 2.440 yl de tampon con PEG
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Hormona marcada (' [-ACTH)

Se prepara también en el momento. La hormona marcada comercial se diluye en 1 ml
de agua destilada y se guarda en alicuotas de 50 yl. En el momento del experimento cada
alicuota se diluye en la cantidad de tampén sin PEG necesaria obtener entre 6.000 y 8.000
cpm/ 10 pl.

Los tubos se incubaron entre 48 y 72 h a 4°C. Posteriormente, para precipitar el
complejo antigeno anticuerpo se anadié a cada tube 10 pl de una solucién de segundo
anticuerpo (IgG-GARGG, 1gG Corporation, Nashville, Estados Unidos).

La solucién del segundo anticuerpo se prepara justo antes de afiadirlo. Para 50 tubos,
las proporciones necesarias son:

- 200 pl de una solucidon de segundo anticuerpo. Esta solucion se prepara a partir de

anticuerpo liofilizado comercial disuelto en 2,5 ml de tampén fosfato 0,01 M, pH=7,4

¥ se guarda en alicuatas de 200 pl a -20°C

- 30 pl de suero normal de conejo {NRS; Sigma, Madrid)

- 270 pl de tampon con PEG

Tras una incubacion de 3 horas a 4°C para ayudar a la precipitacion del complejo
antigeno-anticuerpo, se anadié a cada tubo 400 pl de una seolucion de PEG 6.000 6% en
tampdn fosfato 0,01 M, pH=7,4 y se centrifugaron a 3.000 rpm durante 25 min a 4°C.
Posteriormente se decantaron los tubos y se contd el precipitado (que contiene el complejo
antigeno-anticuerpo) en un contador gamma (Packard, Pacisa, Madrid). Elresultadoe se obtiene
en fmol/ 50 pl. Mediante un programa de ordenador (Graph Pad Prism para Windows, version
1.03, 1994) se calculd la cantidad de ACTH por tubo en funcion de las cpm obtenidas y
extrapolando los resultados a partir de la curva estandar. Los valores de ACTH de cada
muestra se expresan en distintas unidades en funcién del tipo de experimento:

-Medida de ACTH en plasma: pmol/l

-Medida de ACTH en explantes: ng/ml ACTH/mg tejido hiimedo

-Medida de ACTH en disociados de adenohipofisis: % respecto al valor basal de cada
experimento
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TABLA 15
Tabla-resumen de los reactives a afiadir en el radioinmunoensayo de ACTH

At -
50 ul ACTH estandar | 50 pl tampén S0 ul de SO0 75 ul
de concentracion sin PEG cada {por
1.280 fmol/50 pl {por estindar duplicado)
(por triplicado) triplicado) {por
triplicado)
50 pi 50 pl 50 ul 50 ul
10 ul 10 pl 10 pl 10 pl 10 ul
10 ul 10 ul 10 10 ul
i - R
PEG 6000 6% 400 ul 400l | 400 400 pl

At: Cuentas totales {deben estar entre 6.000-8.000 cpm)
NSB: Uruén no especifica {debe ser menor del 10% de las cuentas fotales)
Bo: Unidn maxima {debe ser igual o mayor del 20% de las cuentas totales)

5.2. Radioinmunoenayo de corticosterona
5.2.1. Obtencion de la muestra

El plasma se obtiene como se describe en el apartado 5.1.1,
En el caso de los explantes de adrenal, el medio de cultive se almacend en alicuotas
de 50 ul a -80°C hasta su analisis.

5.2.2. Ensayo

La corticosterona se midié siguiendo el método de Armario y Castellanos (1984) con
algunas modificaciones.

El tampon utilizado para el radicinmunoensayo es tampén fosfato 0,01 M, pH=7,4,
conteniendo 0,1% de gelatina y 0,9% de NaCl. Para ello se prepara tampén fosfate 0,01 M
pH=7.,4, como se describe en el apartado 5.1.2. Se toma una cantidad de la mezcla
tamponada, a lo que se afiade con agitacién suave y calentando, gelatina (0,1%) y NaCl (0,9%).
Se conserva a 4°C.

Para preparar la curva estandar se utilizé corticosterona de rata (Sigma, Madrid),
diiuida en etanol absoluto a una concentracién de 0,5 mg/mi y almacenada a -80°C. Se
toman 20 pl de esta solucion y se afiaden 980 pl de etanol. De esta salucién se toman 16 pl,
se evaporan en corriente de N,, y se resuspende en 2 ml de tampén. Este punto representa
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una concentracién de 8.000 pg/ 100 ul y a partir de él se hacen diluciones en tampén RIA de
4.000, 2.000, 1.000, 500, 250, 125, 62, 31 y 15 pg/100 pl.

A cada tubo se afiadieron 100 pl de plasma diluido 20 veces en tampoén RIA o 100 pl
de medio de cultivo de explantes de adrenal (diluido 25 veces) 100 ul de estandar.
Posteriormente se afade, tanto a las muestras como a la curva estandar, 100 pl de una
solucidén de tripsina (1 mg/ml en tampdn RIA; Boehringer Mannheim, Barcelona), incubando
la mezcla durante I h a temperatura ambiente. Este paso tiene como finalidad liberar la
corticosterona de las proteinas plasmaticas alas que se encuentraunida. Tras inactivarse esta
reaccion enzimatica con 100 pl de una solucién de inhibidor de tripsina (1,25 mg/ml en
tampon RIA; Boehringer Mannheim, Barcelona), se afiade a la mezcla, en hielo, 100 pl de
anticuerpo frente a corticosterona {Bioclin, Cardiff, Reino Unido) y 100 ul de *H-corticosterona
{Amersham, Madrid; 88 Ci/mmol, 5.000-7.000 cpm/tubo}.

La solucidon de anticuerpo se prepara a partir de anticuerpo licfilizado comercial
disuelto en 1 ml de agua destilada y 9 ml de tampon RIA. Se hacen alicuotas de 500 pl, que
se diluyen 10 veces (titulacion 1:1000) en el momento del ensayo. Esta titulacién es la
adecuada para conseguir una union maxima del 20%.

La solucién de hormona marcada (*H-corticosterona) se prepara en el momento del
experimento, diluyendo 2 pl de hormona marcada comercial en 25 ml de tampdn RIA,
proporcion necesaria para obtener entre 5.000 y 7.000 cpm /100 pl.

Tras 16-24 h de incubacién a 4°C, se separa el complejo antigeno-anticuerpo
aniadiendo a cada tubo 500 ul de una solucion de carbén activo al 1% en tampén RIA frio. Esta
solucidn debe agitarse previamente durante 30 min hasta su perfecta disolucion. Los tubos
se incuban en frio con esta solucién durante 10 min y se centrifugan a 3.000 rpm, 10 min,
4°C, A continuacion se recoge el sobrenadante {que contiene el complejo antigeno-anticuerpo),
se le afiade 3 ml de liquido de centelleo (Cocktail Biogreen 1, Reactives Scharlau, Madrid} y
se cuentan los tubos en un contador beta de centelleo liquido (Packard, Pacisa, Madrid). El
resultado se obtiene en pg/ 100 pl. Mediante un programa de ordenador (Graph Pad Prism para
Windows, version 1.03, 1994) se calculd la cantidad de corticosterona por tubo en funcién de
las cpm obtenidas y extrapolando los resultados a partir de la curva estandar. Los valores de
corticosterona de cada muestra se expresan en ng/ml, tanto en el caso del plasma como en
los explantes.
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TABLA 16
Tahla-resumen de los reactivos a afiadir en el radioinmuncensayo de corticosterona

T A | WsB | Bo | Esténdares
T
100 pl 100 pl 100 pl 100 ul de 100 ud
tampoén tampén (por tampon cada (dilucion
_____ {por triplicado) (por estandar 1:20, por
#:1 triplicado) triplicado) (por triplicado)
triplicado)
100 yl 100 pl 100 ul 100 ut 100 ul
100 pul _J 100 pl 100 nl 100 pl | 100 ul
) 100 ul 100 pl 100 pl 100 pul
SH.corticasterona. | 100 pl 100 ul 100 gl 100 ul 100 ul
Carhbnactivo 1% | .- 500 ut 500 yl 500 gl | 500 ul

{*t en su lugar se anaden 100 ul de tampon

At: Cuentas totales {deben estar entre 5.000-7.000 cpm)

NSB: Unidn no especifica {debe ser menor del 10% de las cuentas totales)
Bo: Unién maxima [debe ser igual & mayor del 20% de las cuentas totales)

6. Hibridacidn in situ
6.1, Preparacién del tejido

El dia del experimento los animales se sacrificaron sacrificados por decapitaciéon y los
cerebros e hipéfisis fueron rapidamente extraides y congelades sobre hielo seco.
Posteriormente se guardaron a - 80°C hasta ser cortados.

Para realizar los cortes en criostato, tanto los cerebros como las hipdfisis fueron
embebidos en gel criogénico (Tissue Teck, Sakura Finetek Europe, Zoeterwoude, Holanda)
sobre placas de criostato (Bright Instruments, Londres, Inglaterra}. Se cortaron secciones
coronales de 20 pm de grosor montandose sobre portaobjetos gelatinizados libres de ARNasas.
Estos portachjetos fueron tratados con una solucidn de gelatina 3 % y sulfate cromico de
potasio 0,025% en agua libre de ARNasas tratada con dietilpirocarbonato (DEPC).

Los cortes obtenidos se secaron sobre placa caliente (37°C) y se guardaron a -80°C
hasta el dia del ensayo.

Los cortes cerebrales (ocho portaobjetos por niicleo cerebral; dos secciones por cada
portacbjetas) y las secciones de hipéfisis (cuatre portaohjetos por hipéfisis; seis secciones por
portaobjetos) se abtuvieron de forma seriada siguiendo el atlas de Paxinos y Watson, con el
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fin de estudiar secciones rostrales y caudales en un mismo portachjetos.

En este trabajo se estudi6 a nivel cerebral el NPV y NVM del hipotalamo {figura 18}y
los lébulos anterior e intermedio de la hip6fisis.

FIGURA 18
Regiones cerebrales estudiadas en los experimentos de neuroquimica e hibridacion in situ

Y,

Los wolores representan los distintos nticleos cerebrales analizados. {a) Nucleo accumkbens fcolor verde;
estudios de neuroquimica). (b) Nicleo supragquiasmdatico {color amarillo; estudios de neuroquimica). fc)
Nuicleo paraventricular cofor azul; estudios de neurcquimica e hibridacidn in situ). (@) Micleo arqueado
fcolor mjo oscuro; estudios de neuroquimical y niicles ventromedial fcolor rojo daro; estudios de
hibridacion in sttu).

{Tomado del atlas de Paxines y Watson, 1986/

Debido al pequefio tamatio del NPV, para su localizacidn exacta fue necesario utilizar
métodos de tincién y observacion microscopica. El colorante utilizado fue azul de toluidina
(Fluka, Sigma, Madrid) a una concentracién de 0,1% (p/v) en acetato sédico 0,1M pH=6,5.

6.2. Hibridacién in situ
6.2.1. Marcgje de sondas de oligonucledtidos

Los oligonucledtidos utilizados en los experimentos de hibridacion in sifu contenian 48
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bases complementarias a la secuencia de los genes de PENK (NEN-Dupont, NEP-502, Madrid),
CRF (NEN-Dupont, NEP-554, Madrid) y POMC (Advanced Biotechnology Center, Charing Cross
vy Westminster Medical School, Londres, Inglaterra).

Las secuencias 5 3' de los respectivos oligonucledtidos (nimero de bases en
paréntesis) complementaria al ARNm de los genes anteriormente mencionados de rata fueron:

© PENK (388-345):
ATC-TGC-ATC-CTT-CTT-CAT-GAA-ACC-GCC-ATA-CCT-CTT-GCG-AAG-GAT-CTC

& CRF (496-543;
CAG-TTT-CCT-GTT-GCT-GTG-AGC-TTG-CTG-AGC-TAA-CTG-CTC-TGC-CCT-GGC

& POMC (96-134);
CTT-CTT-GCC-CAC-CGG-CTT-GCC-CCA-GCG-GAA-GTG-CTC-CAT-GGA-GTA-GGA.

Los oligonucledtidos se marcaren usando terminal transferasa de timo de cordero
{Boehringer Mannheim, Barcelona), para afadir una cola a®S desoxiATP (actividad especifica
>1.000Ci/mmol; Amersham, Madrid) al extremo 3' en presencia de CoCl, y tampoén Tris Cl
H/cacodilato potasico (Boehringer Mannheim, Barcelona).

La mezcla de la reaccién se llevé a cabo tal y como se indica en la tabla 17.

TABLA 17
Esquemua de los reactivos a afiadir en 1la reaccion de marcaje de distintas sondas de
oligonucledtidos
__ PENK__ | cm

10 ul 10 ul 10 pl
Sul Sul Sul
Sl Sl 1 ul
5pl Spl Sul
1pul 1l 1l

24 nl 24 nl 24 ul

S0 ul S0 ul 50 uf

(* La composicion del tampén 5X es la siguiente: cacodilato potdasico 1M, tampédn Tris CLH 125mM pH=6,6,
albumina de suero bovine 1,25 mg/ml.

La reaccidon se llevd a cabo a 37°C durante 60 min. Se afiadieron 12,5 unidades

adicionales (0,5 ul) de de terminal transferasa trancurridos los primeros 30 min con el fin de
incrementar la incorporacién de nucleétido radioactive. Lareaccién se paralizé anadiendo 400
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ul de tampén Tris C1 H/EDTA pH=7,4 (1 ml Tris C1 1 M, pH=7,6; 0,5 ml Na, EDTA 0,2 M,
pH=7.8; 98,5 ml agua DEPC) y 5 ul de ARNt de levadura (10 mg/ml; Boehringer-Mannheim,
Barcelona).

Los oligonucledtidos fueron entonces extraidos con 450 pl de una solucién de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (Sigma, Madrid}. Tras anadir esta solucién, se
centrifugaron los tubes a 3.000 rpm, 10 min, 4°C, se extrajo la fase acuosa y se afiadio a unos
tubos previamente preparados con 1 ml de etanol 100% y 20 pl de NaCl 4M. Posteriormente
se mezcld por inversion y se incubéd a -20°C durante un minimo de 30 min. Pasado el tiempo
de incubacion se centrifugé la mezcla a 3.000 rpm durante 30 min, 4°C, se retird el
sobrenadante y se lavo el precipitado con 200 pl de etanol al 70%. Una vez que se ha secado
el precipitado a temperatura ambiente se resuspende en 100 pl de tampdn Tris Cl H/EDTA
pH=7.,4 con 5 pl de ditiotreitol 1M (Boehringer-Mannheim, Barcelona). La actividad especifica
de las sondas se determiné afiadiendo 1 ul de sonda a 10 ml de liquide de centelleo {Cocktail
Biogreen 1, Reactivos Scharlau, Madrid) y posterior medida en un contador beta de centelleo
liquido {Packard, Pacisa, Madrid). La actividad especifica promedio en los distintos marcajes
fue aproximadamente de 2-7,5-10% Ci/mmol. Las sondas se guardaron a -20 °C hasta el dia
del ensayo.

6.2.2. Tramientos de prehibridacién

Los tratamientos de prehibridacién contribuyen a incrementar la sensibilidad del
ensayo. Ademas, mantienen la morfologia celular, reducen la unién electrostatica de la sonda
al tejido bloqueando los grupos amine de las proteinas y disminuyen la unién no especifica
de la sonda al tejido.

El dia del ensayo, las secciones fueron transferidas de -80°C a -20°C durante 30 min
v colocadas sobre papel de filtro. Los portas se dejaron secar en su totalidad a temperatura
ambiente, y se montaron en cubetas de lavado estériles donde se llevaron a cabo los
tratamientos de hibridacion.

Las secciones fueron fijadas por inmersion en paraformaldehido (Sigma, Madrid) al 4%
{v/v) en salino tamponado con fosfato (PBS) durante S min, se lavaron dos veces en PBS, y
fueron tratadas con 0,25% {v/v} de anhidrido acético (Sigma, Madrid) disuelto en 0,1 M de
trietanolamina (Sigma, Madrid; 1, 25 ml de anhidrido acético + 7 ml de trietanclamina en 500
ml de solucién salina) durante 10 min. Tras la acetilacidn, las secciones fueron deshidratadas
a través de una dilucién seriada de lavados en etanol (70%, 1 min; 80%, 1 min; 95%, 2 min
-preparados con H,0-DEPC- y 100%, 1 min), delipidadas en cloroformo durante 5 min,
rehidratadas en etanol 100%, 1 min y 95%, 1 min y secadas a temperatura ambiente.

6.2.3. Hibridacion in situ

La concentracién de la sonda marcada usada en nuestros experimentos fue
aproximadamente de 2-3-10% cpm/seccion. Dicha concentracién esta en concaordancia con la
utilizada por otro autores que han estudiado la expresién de genes opiaceos en el cerebro
(Rosen y cols., 1992; Hurd y Herkenham 1992; Hammer y cols., 1993).
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El dia de 1a hibridacién, la sonda radioactiva fue descongelada vy afiadida al tampdn de
hibridacién que para 20 ml contiene:

- Formamida desionizada 50 % (v/v)

- 4 ml citrato sédico salino (SSC) 4X: Preparado diluyendo S8C 20X cinco veces. 85C

20 X se prepara diluyendoe 175,3 g NaCly 88,2 g de citrato trisédico (Fluka, Sigma,

Madrid) enr 800 ml de agua DEPC. Se ajusta a pH=7 y se completa con agua DEPC

hastall

- 4 mi Denhardt’s 50 X (siendo la concentracidn final 1 X; Sigma, Madrid):

Contiene 0,2 g ficoll, 0,2 g albiimina bovina y 0,2 g polivinilpirrolidona.

- 1 ml de una solucién de ADN de esperma de salmén 10 mg/ml, siendo la

concentracion final 500 pg/ml (Boehringer Mannheim, Barcelona).

- 100 pl de ARNt de levadura, siendo la concentracién final de 250 ug/ml.

- Dextran sulfate 10 % (v/v) (Sigma, Madrid).

Esta mezcla fue aplicada sobre el tejido en un volumen de 50 yl, cubriéndase con una
seccidon equivalente de parafilm manipulado en condiciones estériles. Las secciones se
colocaron en una carcasa humidificada y se incubaron a 37°C durante 16-20 horas.

El proceso de hibridacién tiene lugar a una temperatura aproximadamente 20°C
inferior a la temperatura de fusion. Nuestra experiencia es gue la incubacion a 37°C produce
unos excelenfes resultados con todas las sondas utilizadas.

6.2.4. Posthibridacion

Tras la incubacion, el parafilm se retiréd lavando individualmente los portas en 88C 1X
a temperatura ambiente. Las secciones se colocaron en una cubeta de tincion con SSC 1X
(precalentado a 55°C) y fueron lavadas durante 15 min. La cubeta se intredujo en un bario de
agua con ascilacidn a 55°C. Este procedimiento se repitid 4 veces, cambiando las solucién de
SS8C 1X cada vez. Tras los lavados a alta temperatura, las secciones se lavaron dos veces en
S8C 1X durante 30 min, una vez en agua destilada y se secaron al aire.

6.2.5. Autorradiografia

Todos los procedimientos autorradiograficos fueron levados a cabo en un cuarto
oscuro con filtros de seguridad de luz roja para obtener claridad de fondo éptima en los
autorradiogramas.

Los portacbjetos completamente secos se colocaron en casetes de autorradiografia y
se expusieron a una pelicula autorradiografica (Kodak BioMax MR- 1, Amersham, Madrid).

Los tiempos de exposicion fueron determinados experimentalmente para cada gen y
cada regién del estudio resultando ser diferentes para cada caso {tabla 18).

Elrevelado de las peliculas autorradiograficas fue llevado a cabo de forma manual. Los
autorradiogramas se incubaron | min en revelador Kedak GBX a 20°C, lavados en agua
destilada durante 30 seg y tratados con fijador Kodak GBX a 20°C durante 5 tin.
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Posteriormente se lavaron de fortma continua en agua de grifo y se secaron al aire.

TABLA 18
Tiempos de exposicién de las peliculas dependiendo del gen y la region de estudio

NPV 7 dias

NVM 3 dias

Lébulo anterior 6 horas
[Hipofisis)

1 hora

Labulo intermedio
_(Hipofisisj

7. Determinacion de serotonina en distintas regiones cerebrales
7.1. Preparacién del tejido

Eltejido se prepard de la misma forma descrita en el apartado 6.1: Se realizaron cortes
cerebrales de 600 pm de espesor de las siguientes regiones cerebrales: ACC, ARC, NSQ y NPV

en un criostato, siguiendo el atlas de Paxinos y Watson, a una temperatura de -10°C {figura
18).

Los nicleos mencionados anteriormente se diseccionaron siguiendo una modificacién
del método de Palkovits {Palkovits, 1973) descrito por Lookingland y Moore (1984). Para ello
se hizo incidir perpendicularmente sobre los cortes congelados sobre hielo seco una aguja de
0,5 mm de didmetro gue habia sido enfriada previamente en hielo seco, de manera que se
obtuvo una pequena muestra de tejido que quedé en el interior del tubo (figura 19). Mediante
la insercién de un alambre en su interior, se extrajeron las muestras de tejido, que se
colocaron en 100 pl (ACC} y 50 pl (ARC, NSQ y NPV) de una solucion tampdén HPLC (fosfato
sodico dibasico (Sigma, Madrid) 7,1 g (0,05 M), acido citrico (Sigma, Madrid} 6,5 g (0,03M) en
11 de agua HPLC pH =2,75 conteniendo 15% de metanal), y se guardaron a -20°C hasta su
analisis.

7.2, Medida de serotonina por cromatografia liquida de alta resolucién {HPLC)

El dia de! ensayo se centrifugaron ias muestras a 10.000 rpm, 30 seg y posteriormente
se sonicaron en tres sesiones consecutivas de 5 seg cada una, a una potencia de 30 W {Sonics,
Vibracell, Estados Unidos). Se extrajo el sobrenadante tras 2 min de centrifugacién y se
completo ¢l volumen a 100 pl en el caso del ACC y a 70 pl en el caso del ARC, NSQ y NPV, A
continuacién se inyecté un volumen de cada muestra en un cromatografo {modelo Shimazdu
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SIL-10 A, refrigerado a 3°C) cont detector columétrico electroquimice ESA Colouchem Hl. La
fase movil utilizada consistié en una solucién tampén (fosfato sédice dibasico {Sigma, Madrid)
7,1 g (0,05 M), acido citrico (Sigma, Madrid) 6,5 g {0,03M), Na,EDTA 0,1 mM (Sigma), octil
sulfato sédico (Sigma) 0,040% en 1 1de agua HPLC pH =2,75 conteniendo 25% de metanol).
Para la separacién de las catecolaminas e indolaminas se utilizo una precolumna y una
columna C18 nucleosil (Scharlau, Madrid).

FIGURA 19
Técnica de microdiseccion de nucleos cerebrales

{a) Bajo una lupa, y manteniendo el tejido congelado sobre hielo seco, se swetala aguja en angule oblicuo
y secoloca su punta sobre el niicleo cerebral que se va a diseccionar. (b) Cuando la punta de la aguja
estd sobre laregidn adecuada, se prestona sobre el tejido verticalmente para obtener el nticleo. {c) Aspecto
que presentan las secciones cerebrales después de la diseccion.

Para la medida del contenido 5-HT de las muestras se compar6 la altura de los picos
obtenidos tras inyectar la muestra con la altura de los picos correspondientes a las muestras
estandar segiin lo descrito por Chapin y cols. (1986) y Lindley y cols. (1990). Para ello se
prepararon estandares de concentracion conocida (500 pg/50 ulj de 5-HIAA, 5-HT, DOPAC,
DAy NA (Sigma, Madrid): Se preparauna solucién de cada estandar de 1 mg/ml que se diluye
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500 veces (100 ng/50 pl). Para llegar a la concentracion final de 500 pg/50 ul, se diluyen 50
pl de la Gltima dilucion de cada estandar en 9,75 ml de tampén HPLC.

7.3. Medida del contenido de proteina en los nacleos cerebrales diseccionados

La proteina se midi¢ siguiendo el metodo descrito por Lowry y cols. (1951). Se
anadieron 100 pl de NaOH 1N a las muestras y se sonicaron a la maxima potencia hasta que
el tejido quedd totalmente homogenizado. A continuacion se afadié a cada tuboe 1 ml de una
solucién de Na,CO, (20 g/1; Sigma, Madrid) /CuS0, (10 g/}; Sigma, Madrid) /Tartrato NaK (20
g/1; Sigma, Madrid) en una proporcion 100:1:1. Al cabo de 10 min se anadié 100 pl del reactivo
de Folin (Sigma, Madrid) diluido a la mitad, mezclandolo todo por agitacién. Transcurridos al
menos 30 min se procedio a la medida de la absorbancia en un espectrofotéometro a 700 nM.
Los resultados obtenidos por HPLC en cada muestra se compararon con la absorbancia
obtenida, que se determind extrapolando los valores de absorbarncia obtenidos en una curva
estandar de diferentes concentraciones de albumina sérica bovina (50 pg/ 10 ul, 25 pg/ 10 pl
v 12,5 pg/ 10 pl; Sigma, Madrid). Los datos finales se expresaren en ng/mg proteina.

8. Analisis estadistico de los resultados

Las posibles diferencias entre los distintos grupos experimentales se analizaron
estadisticamente mediante un programa de ordenador (Sigma Stat para Windows, versién 1.0,
1992-1994) .

Las diferencias entre dos grupos se analizaron mediante el test de t-Student.
Las diferencias entre mas de dos grupos se estudiaron empleando el analisis de
varianza (ANOVA} de una via (cuando existia un sélo tratamiento) o de dos vias {cuando

existian dos tratamientos), seguido por el test de Newman-Keuls en el caso de observar
diferencias significativas entre los grupos.
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I. Accion reguladora de GRP sobre el eje hipotalamo-
hipéfisis-adrenal

ESTUDIOS IN VITRO

Como se describe en laintroduccion del presente trabajo, existen estudios preliminares
sobre el efecto de GRP en laliberacion de ACTH y corticosterona/cortisol en distintos animales
de experimentaciéon y en humanos (Knigge y cols., 1987; Sander y Thomas, 1991; Olsen y
cols., 1992). Sin embargo, estos autores no profundizan en algunos aspectos, como son las
dosis y los tiempos a los que GRP ejerce su efecto, asi como el mecanismo de accién y el lugar
exacto del eje HHA sobre el que GRP puede gjercer su accidén, y su funcién en la regulacién
de estas hormonas en situacion basal y de estrés. Por ello, y como primer paso para llegar a
un mejor conocimiento del papel de GRP en la regulacion del eje HHA, se estudié el efecto de
distintas dosis de este neuropéptido sobre la liberacion de ACTH y corticosterona a los fres
niveles del eje, en distintas preparaciones de hipotalamo, hipéfisis y adrenal. Posteriormente
se han realizado dos tipos de estudios en estas mismas preparaciones, encaminados a
investigar la posible funcion fisiolégica de GRP y la mediacién de su receptor sobre la
liberacién de ACTH y corticosterona. Por 0iltimo, y con el fin de determinar si la liberacion de
ACTH inducida por GRP a nivel hipofisario es dependiente de calcio, se ha estudiado el efecto
de distintas concentraciones de GRP sobre la liberacién de esta hormona tanto en condiciones
fisiolégicas {concentracion de calcio extracelular 1,5 mM) como en concentraciones bajas de
calcio extracelular (200 nM).

1. Efecto de GRP sohre la liberacion de ACTH y corticosterona, en explantes de
hipotilamo e hipofisis, hipofisis y adrenal

Como se muestra enla figura la, GRP provoca de forma dosis dependiente la secrecién
de CRF bioactivo en hipotadlamos aislados, es decir, la liberacion de CRF se estima midiendo
el ACTH liberado a partir de explantes de hipéfisis incubados en el medio en que habian sido
incubados los hipotalamos. Asimismo, este péptido es capaz de aumentar la liberacién de
ACTH y corticosterona en explantes de hipofisis y adrenal {figura 1 by . Mientras que a nivel
hipotalamico fueron necesarias concentraciones relativamente bajas de GRP para producir
este efecto (1 y 10 nM), a nivel hipofisario y adrenal se requirieron concentraciones mas altas
(100 y 1000 nM], encontrandose que el efecto maximo de GRP sobre 1a liberacion de ACTH vy
corticosterona a estos niveles se produce con la concentracion de 100 nM.
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Fig.1: Estudio dosisrespuesta del efecto de GRP sobre la secrecion de ACTH y
corticosterona en explantes de hipotdlamo e hipéfisis, hipéfisis y adrenal. a) Los
hipotdlamos se incubaron con distintas concentraciones de GRP; la liberacion de CRF se estimd
midiendo las concentraciones de ACTH en explantes de hipd fists incubados con el medio en el que
habian sido previamente inadbados los hipotdlamos. Los cuartes de hipéfisis (b} y los cuartos de
adrenal (c) se incubaron con distintas concentraciones de GRP. Las columnas representun las
medias y las Wneas verticales 1 E.E M. de las concentraciones de CRF bioactive, ACTH y
corticosterona obtenidas a partir de 5-7 determinaciones por grupao.

*valores del grupo tratado con GRP que son significativamente diferentes (»<0,05) con respecto df
grupo control (ANOVA de una via seguido del test de Student Newwman Keuls).

Liberacion basal hipotalamica: 6,5+ 0, Sng/ml CRF bioactivo/ mg tefido haimedo; liberacion basal
hpofisariac 5,0 t 0,4 ng/ml ACTH/mg tefido hiimedo, liberacion basal adrenal: 3,7 £ 0, 3ng/ml
corticostercna/ ma tefido himedo.
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Fig.2: Estudia dosisrespuesta del efecto del antagonista del receptor de GRP (Leu™ -
CHa-NH-Lew'*) bombesina sobre la secrecién de ACTH y corticosterona en explantes de
hipotalamo e hipofisis, hipéfisis y adrenal. a} Los hipotdlamos se incubaron con distintas
concentraciones de (Leu"’ - CH,NH-Leu'"} bombesina; laliberacién de CRF se estiné midiendo las
concentraciones de ACTH en explantes de hipdfisis incubados con el medio en el que habian sido
ncubados los Hpotdlamos. Los cuartos de hipdfisis {b) y los cuartos de adrendal fc) se incubaron
condistintas concentraciones de {Leu' *-y~CH, NH-Lew!? } bombesina. Las columnas representan las
medias y las lineas verticales 1 E.EM de las concentraciones de CRF Hioactivo, ACTH y
corticosterona obtenidas a partir de 58 determinaciones por grupo fANOVA de una via).
Liberacion basdal hipotaldmica: 7, 6 & 1, 1 ng/ml CRF bioactivo/myg lefide himedo, liberacién basal
hpafisariar 2,8 + 0,2 ng/ml ACTH/ mg tefpdo hiimedo; iberacién basal adrend: 3,3 £ 0, I ng/m!
corticosterona/ mg tefido huimedo.
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Fig. 3: Estudio del efecto del antagonista del receptor de GRP (Leu'* -y-CH:NH-Leu™ ) bornbesina
sobre la secrecién de ACTH y corticosterona inducida por GRP en explantes de hipotdalamo e
hipéofisis, hipéfisis y adrenal. {a) Los hipotdlamos se incubaron con GRFP (100 nM) o GRP (100 nM) y
{Leu"’ - CHLNH-Leu'®) bombesina (100 nM); la hiberacion de CRF se estimé midiendo las concentradones
de ACTHen explantes de hipofisis ncubados con & medio en elque habian sido incubades los hipotélamos.
Los cuartos de hipdfisis (b) y los auartos de adrenal () se incubaron con GRP (100 nMjo GRP {100 nM} y
{Leu" -y~ CH,NH-Lew'") bombesina (100 nM). Las columnas representan las medias ylas lineas verticales 1
EEM de las concentradones de CRF bioactive, ACTH y corticosterona obtenidas a partir de 58
determinadones por grupo. * valores del grupo tratado con GRP que son significativamente diferentes
{P<0,05} con respecto al grupo control y al grupo trutado con GRP y  (Leu' w-CH.NH-Leu') bom besina
{ANOVA de una via sequide del test de Student Newman Keuls).

Liberacion basal hipotaldmica: 55 t 0,8 ng/ml CRF bioactivo/mg tefido humedo; liberacion basal
hipofisaria: 3,6 £ 0,5 ng/ml ACTH/mg tejido humedo; Uberacion basdal adrendl: 3,1t 0,6 ng/ml
cortioosterona/ mg lefido humedo.

2. Efecto del antagonista del receptor de GRP (Leu'’-y-CH,NH-Leu'*) bombesina sobre la
liberacion basal e inducida por GRP de ACTH y corticosterona en explantes de hipotilamo
e hipofisis, hipofisis y adrenal

La adicién al medio de cultive del potente y selectivo antagonista del receptor de GRP
(Leu'-yp-CH,NH-Leu’?) bombesina (Severi y cols., 1989) no tuvo efecto sobre la liberacion
basal de CRF bioactivo, ACTH y corticosterona en hipotdlamo, hipéfisis y adrenal
respectivamente (figura 2 a-¢}. Sin embargo, cuando este antagonista, a una concentracion de
100 nM, se afiadié al medio de cultivo conjuntamente con GRP (100 nM), si bloqueé
completamente el efecto estimulador de GRP sobre la liberacion de CRF bioactivo, ACTH v
corticosterona, en hipotalamo, hipéfisis y adrenal respectivamente {figura 3 a-c).
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3. Estudio de la implicacién de calcio extracelular en el efecto estimulador de GRP
sobre la liheracion de ACTH en disociados de adenchipofisis

En Ia figura 4 se muestra el efecto que produce la reduccion de calcio extracelular
en el medio de cultivo sobre la liberacion de ACTH inducida por GRP. En un medio con alta
concentracion de calcio (1,5 nM), GRP eleva de forma dosis-dependiente la secrecion de
ACTH, siendo esta liberacién maxima con una concentracion de 100 nM. Sin embargo,
cuando la concentracion de calcio en el medio se reduce a 200 nM, GRP no produce ningan
efecto sobre la secrecion de ACTH.
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Fig. 4: Estudio de la dependencia del calcio solire la liberacion de ACTH inducida por GRP en
disociaddos celulares de adenohipofisis. Tras cuatro dias en cultive, lus células seincubaron con GRP
{1, 10, 100y 1000 nM)enun medio conalta (I, 5mMj o con baja concentracion de calcio (200 nM) durante
30 min. Los resultados mostrados representan las medias y las lineas verticddes 1 E.E.M. de dos
experimentos hechos por cuadriplicado. * valores del grupo tratado con GRP en un medic con alta
concentracion de calcio que son significati vamente diferentes (P<0,05respecto a sugrupo control (ANOVA
de una via seguido del test de Student Newman Keuls); # valores del grupo tratado con GRP en un medio
conalta concentracion de calcio que son significati vamente diferentes (P<0,001) respecto dl grupotrataco
con GRP en un medio con baja concentracion de caldo ftest t-Studentj. La metodologia de lapreparacion
de los disodados se expone en el capitulo de materiales y métodos.

Liberacton basal: 21,2 + 1, 8 pmol/l ACTH en medio con alta concentracién de calcio; 19,5 £3,5 pmol/|
ACTH en medio con haja concentracion de calcio.

ESTUDIOS IN VIVO

En esta segunda parte de estudios se hallevado a cabo la caracterizacion de las dosis
v los tiempos a los que GRP estimula la secrecion plasmatica de ACTH y corticesterona in
vivo. Asimismo, se ha determinado si GRP ejerce este efecto a nivel central o periférico.
Ademas, v de forma complementaria a los estudios in uvitro, se ha evaluado la posible funcion
fisiologica de GRP sobre la liberacién de ambas hormonas. Por tiltimo, y para llegar a un
mejor conocimiento del mecanismo por el cual este neuropéptido activa el eje HHA, se ha
estudiado la implicacién del receptor de GRP y de CRF sobre la secrecion plasmatica de
ACTH y corticosterona inducida por GRP, utilizandose para ello dos antagonistas de ambos
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receptores, (Leu'*-y-CH,NH-Leu'*) bombesina (Severi y cols., 1989) y o-helical {9-41) CRF
(Rivier y cols., 1984b).

1. Efecto de GRP sobre la secrecion plasmaitica de ACTH y corticosterona

1.1. Dosis-respuesta

Como se muestra en la figura 5 ay b, la administracién icv de GRP (1-100 ng/rata)
30 min antes de la toma de sangre produjo un aumento dosis-dependiente en las

concentraciones plasmaticas de ambas hormonas. El mayor efecto se produce con la dosis
de 100 ng, que eleva las concentraciones plasmaticas de ACTH y corticosterona 4 y 14 veces

respectivamente.
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Fig.5: Estudio dosisrespuesta del efecto de la administracién intracerebroventricular e
intravenosa de GRP sobre la secrecion plasmatica de ACTH ycorticosterong en ratas macho.
{a b) Las ratas fueron inyectadas con GRP (1, 10 y 100 ng/rata; 5 pl/rata; vu) o su vehicido salino (5
41/ mata; icu). {c, d) Las ratas se inyectaron con lus mismas dosis de GRP o su vehiculo salino (200 41/ rata;
iv). Los anmimales se decapitaron 30 min después de la administradén. Las columnas representan las medias
y las ineas verticales 1 E EM. de las concentraciones de ACTH y corticosterona oltenidas a partirde 5-7

ratas. * valores del grupo tratado con GRP que son significativarnente diferentes (p<0,05) con respecto al
grupo contrel (ANOVA de una via sequido del test de Student Newman Keuls).
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Experimentos hechos en nuestro laboratorio revelan que dosis mayores (1 ug) no
producen aumentos mayores que la dosis de 100 ng. Por el contrario, la administraciéon de
las mismas dosis de GRP por via iv no posee ningiin efecto sobre la secreciéon de ACTH y

corticosterona (figura 5 cy d).

1.2, Curso temporal

El potente efecto estimulatorio de GRP sobre la secrecion de ACTH y corticosterona
se confirma en este estudio de curso temporal {figura 6 ay b). La administracion icv de GRP
(100 ng/rataj produjo un aumento de la secrecion de ACTH y corticosterona a los 30 min.
Este efecto se mantuve durante 30 min mas, disminuyendo a los 120 min y retornando a sus

respectivos niveles basales 240 min después de la inyeccion.
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Fig. 6: Curso temporal del efecto de GRP sobre la secrecién plasmdtica de ACTH y
corticesterona en ratas macho. Latoma de sangre se realizé a través de un cateter implantado en la
vena yugular antes (tiempa cero), 30, 60, 120 y 240 min después de la inyecdén de GRP (100 ng/ rata;
Sul/ rata; icv) o de su vehiado saline (5 ul/ rata, icv). Los resultados representan las medias y las lineas
verticales 1 E.EM. de las concentraciones de ACTH {a) y corticosterona (b) ebtenidas o partir de 5-7 ratas.
* valores del grupo tratado con GRP que son signtficativamente diferentes {p<Q 05) en relacidon a su respectito
cortrol ftest t-Student); # valores del grupo tratado con GRP, 30 min después de su administracion, que son
sgrnicativamente diferentes con respecto al grupo tratado con GRP, 120 y 240 min después de su
administrucion (ANOVA de una via seguido del test de Student-Newwmnan Keuls).

2. Efecto del antagonista del receptor de GRP (Leu'*-yp-CH,NH-Leu'*) bombesina sobre
la secrecion plasmaitica de ACTH y corticosterona tanto basal como inducida por GRP

2.1. Dosis respuesta

La administracion icv del antagonista del receptor de GRP (Leu'*-y-CH,NH-Leu"")
bombesina (10-1000 ng/rata) 30 min antes de la toma de sangre no produjo ningin efecto
sobre la secrecion de ACTH y corticosterona en plasma {figura 7 ay bj.
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Fig.7: Estudio dosisrespuesta del efecto del antagonista del receptor de GRP (Leu'”.y-CHe NH-
Leu'j bombesina sobre la secrectén plasmdtica de ACTH y corticosterona en ratas mache. Las
ratas se inyectaron con (Leut-y-CH, NH-Leu' ) bombesina (10, 100 ng y I ug/rata; 5 ul/ rata; icv) ¢ su
vehiculo salino {5 pl/ ratacicy) iy se decapitaron 30 min después. Las columnas representan las medias
y las tineas verticales 1 E.E.M. de las concentraciones de ACTH fa} y corticosterona (b) obtenidas a partir
de 5-6 ratus (ANOVA de una via).
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Fig 8: Estudio del efecto del antagonista del recepior de GRP (Leu'’-w-CHeNH-Leu" | bombesina
sobre la secrecion plasmatica de ACTH  corticosterona inducida por GRP en ratas macho. Las
ratas se inyectaron con GRP (10 ng/ rata; Sul/rata; ©v) y/ o (Lew " p-CH,NH-Lev' | bombesina (1 ug/ mata; 5
uly rata; icvf por separado o mezelados, en su caso, en la misma solucidn, y se decapitarn 30 mn después.
El grupo control reabio una inyedén de vehiculo safine (5 pl/ mta; icvj 30 min antes de la decaptaadn. Las
columnas representan las medias y las lineas verticales 1 EE.M. de Ins concentraciones de ACTH fa) y
corticosterona (b) obtenidas a partir de 5-9 ratas. * palores del grupo tratado con GRP que son

sgrificatiramente diferentes {p<0,05) con respecto dl grupo control (ANOVA de dos vias seguido del test de
Student Nerwman Keuls).
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2.2, Blogueo del efecto producido por GRP

Como se muestra en la figura 8 a v b, la administracidn icv del antagonista del
recepter de GRP (Leu’-y-CH,NH-Leu'")bombesina (1 ug/rata) de forma conjunta con GRP,
30 min antes de la toma de sangre, bloqueé el aumento de la secrecién de ACTH y
corticosterona producidoe por GRP.

3. Efecto del antagonista del receptor de CRF q-helical {9-41) CRF sobre la secrecioén
plasmatica de ACTH y corticosterona tanto basal como inducida por GRP

3.1. Dosis-respuesta

El péptido u-helical (9-4 1) CRF ha sido descrite come un antagoenista competitiva del
receptor de CRF (Rivier y cols., 1984b) que también muestra actividad agonista parcial a
dosis altas. Para establecer si, enlas condiciones experimentales empleadas, este compuesto
poseia actividad agdnica parcial sobre la secrecion de ACTH y corticosterona, se administré
via icv a dosis de 1, 3 y 10 pg/rata, 20 min antes de la toma de sangre, no encontrandose
ningun efecto sobre la secrecion de ambas hormonas {figura 9 ay b).
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Fig.9: Estudio dosisrespuesta del efecto del antagonista del receptor de CRF a-helical (9-41)
CRF sobre la secrecion plasmatica de ACTH y corticosterona en ratas mache. Las ratas se
inyectaron con a-helical (941} CRF (1, 3y 10 ug/ rate; 5 ul/rata; icvj o su vehiculo sdlino {5 pl/ mtea; icv) y se
decapitaron 20 min después. Las columnas representan las medias y las lineas verticales 1 EE.M de las
concentraciones de ACTH {a) y corticosterona (b) otenidas a partir de 6-10 matas (ANOVA de una va)

3.2. Bloquec del efecto producido por GRP

Como muestra la figura 10 ay b, la administracion icv de g-helical (9-41) CRF (10
pg/rata) 20 min antes de la administracion de GRP bloqued el efecto estimulador de este

neuropéptido sobre la secrecion de ACTH y corticosterona.
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Fig.10; Estudio del efecto del antagonista del receptor de CRF a-helical {9-41) CRF sobre la
secrecion plasmdtica de ACTH y corticosterona inducida por GRP en ratas mache. Las ratas se
inyectarcn con a-kelical (9-41) CRF (10 pg/ rata, 5 pl/rata; icv) o su vehiculo salino (5 yl/ rata, icv) 20 min
antes de la administracion de GRP (10 ng/ rata; Sul/ rata; ) o su vehiculo salimno (5 pl/rata; icy) La sangre
troneal se recogid 30 min después de la segunda inyeccién. El grupo control recitidé  dos inyecciones de
vehiculo salino {5 ul/rata; icv}, 50 y 30 min antes de la decapitacidn. Las columnas representan las medias
y las tineas verticales 1 E.E.M. de las concentraciones de ACTH (a) y corticosterona (b} abtenidus a portir de
5-6 matas. * valores del grupo tmatado con GRP que son sighificativamente diferentes (p<0,05) con respecto
al grupo control {ANOVA de dos vias seguido del test de Student Newman Keuls).

II. Accion reguladora de GRP sobre el eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal en situacion de estrés

Una vez determinadas tanto la via de administraciéon, come las dosis, los tiempos y
el mecanismo de accion por el cual GRP activa el eje HHA, y tras no haberse encontrado
evidencias de su participacion en la regulacion ténica de la secrecion de ACTH y
corticosterena en condicienes basales, se decididé estudiar la posible funcién fisiolégica de
este neuropéptido y de su receptor durante la activacion del eje HHA en procesos de estrés,
El estudio se ha llevado a cabo de forma comparativa con CRF, el activador mas potente del
eje HHA conocido la fecha. Para ello se han utilizado los antagonistas de los receptores de
ambos neuropéptidos mencionados anteriormente.

1. Efecto del antagonista del receptor de CRF u-helical (9-41) CRF sobre la secrecion de
ACTH y corticosterona producida tras estrés por restriccion de movimientos

El estrés por restriccion de movimientos produce un gran aumento de la secrecidn
plasmatica de ACTH y corticosterona (16 veces en ambos cases). La administracion icv del
antagonista de CRF o-helical {9-41) CRF (10 pg/rata), 35 min antes de la decapitacion, no
tuvo efecto sobre la secrecion de ACTH y corticosterona plasmatica en condiciones hasales,
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de acuerdo con lo ohservado anteriormente. Sin emhbargo, cuande las ratas estresadas se
inyectaron icv con o-helical (9-41) CRF, 20 min antes de ser sometidas a estrés, este
antagonista atenug el efecto estimulador del estrés por restriccion de movimientos sohre la
secrecion de ACTH (34%} y corticosterona (42%:; figura 11 ay b).
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Fig.11: Estudio del efecto del antagonista del receptor de CRF a-helical {9-41) CRF sobre la
secrecién plasmatica de ACTH y corticosterona producida tras estrés por restriccion de
movimientos en ratas mache. Las ratas seinyectaron con a-helical (9-41)CRF {10 ug/ rata; 5 ul/rata; icy)
o su wehiculo salino (5 pl/ it icv) 20 min antes de ser sometidas a 15 min de estrés por restriccion de
movimientos. La sangre troncal se recogié al final de la sesion de estrés. Las columnas representan las
medws y las fneas verticales 1 E.E.M. de las concentraciones de ACTH (a} y corticosterona (b} obtenidas a
partirde 5-7 ratas. * valores del grupo sametido a estrés y del grupo sometido a estrés ytrutado con a-helical
{9-41) CRF que son signifcativamerte diferentes (p<0,05) con respecto al grupo control y al grypo tratado con
a-hefical (9-41) CRF. # vdlores del grupo sometido a estrés y tratade con a-helical {9-41) CRF que son
sgrificativamente diferentes con respecto al grupo sometide a estrés (ANOVA de dos vias seguido del test
de Student Neruman Keuls).

2. Efecto del antagonista del receptor de GRP, (Leu'*-yp-CH,NH-Leu'*) hombesina, sobre
la secrecidon de ACTH y corticosterona producida tras estrés por restriccion de
movimientos

Aligual que en la figura 11, el estrés por restriccion de movimientos produce un gran
aumento de la secrecién plasmatica de ACTH y corticosterona (25 y 17 veces
respectivamente; figura 12 ay b). La administracion icv del antagonista del receptor de GRP
(Leu'*-p-CH,NH-Leu") bombesina (1 pg/rata) no modificé la secrecién plasmatica de ACTH
y corticosterona en condiciones basales, de acuerdo con lo observado anteriormente. Sin
embargo, la administracién de este antagonista 30 min antes de someter a los animales a
15 min de estrés por restriccién de movimientos, atenué de forma muy marcada el efecto
estimulatorio del estrés sobre la liberacion de ACTH (52%) y corticosterona (43%;).
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Fig.12: Estudio del efecto del antagonista del receptor de GRP (Lew”® -(p-CH: NH-Leu"* ) hombesina
sobre la secrecién plasmiitioa de ACTH y corti costerona producida tras estrés por restriccion de
movimientos en ratas macho. Las ratas se inyectaron con (Lew y-CH.NH-Leu'? ) bombesina (1 ug/ mata;
5 plfrata; icv) 0 su vehiculo sakine (5 ul/ rata; icvp 30 min antes de ser sometddas a 15 min de estrés por
restriocion. de movimientos. La sangre troncal se recogit al fnal de la sesién de estrés. Las ocolumnas
representarn lasmedias y las ineas verticales 1 E.E.M. de las concentraciones de ACTH (a) y corticasterona
(b} obtenidas a partir de 58 ratas. * valores del grnipo sometido a estrés Y del grupo sometido a estrés y
tratado con (Leu’ *w-CH,NH-Leu" | bombesina que son significativamente diferertes (p<0,05) con respecto
al grupo control y al grupo tratado con (Leu" -y CH, NH-Leu'?) bombesina. # valores del grupo sometido a
estrés ytratado con (Leu'y-CHNH-Leu™ } bombesina que son syrificativamente diferentes con respecto al
grupo sometido a estrés (ANOVA de dos vias seguids del test de Student Newman Keuls).

III. Regulacion de la actividad serotoninérgica del
nucleo paraventricular del hipotalamo por GRP

Como se describe en la introduccién de la presente tesis, los cuerpos celulares
serotoninérgicos de las neuronas del micleo caudal del rafe (B4-B9) se proyectan, entre otras
estructuras cerebrales, hacia el NPV. Dada la importancia de la 5-HT en la regulacién del eje
HHA, el objetivo de la tercera parte de este trabajo ha sido caracterizar el papel de GRP sobre
la actividad serotoninérgica del NPV, tanto en situacién basal como de estrés, asi como los
mecanismos implicados en dicho efecto, y evaluar ademas si los cambios hormonales
descritos en la primera parte de este capitule de resultados se relacionan con modificaciones
en la actividad serotoninérgica en este nicleo hipotalamico. Como indice de la actividad

serotoninérgica se han medido las concentraciones de acido 5-HIAA, principal metabolito
de la 5-HT.
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1. Efecto de GRP scbre la actividad serotoninérgica en distintos nmicleos cerebrales

Con el fin de explorar la posible implicacidn de GRP en la regulacion de la actividad
neuronal serotoninérgica, el primer estudio dentro de este grupo de experimentss consistié
en determinar el efecto gque produce la administracion icv de GRP sobre los niveles de 5-
HIAA en diferentes nucleos cerebrales, algunos sin relacion con la funcionalidad del eje
HHA, como el ACC, y ouyos relacionados con la activacion de dicho eje y la presencia de
inmunorreactividad y/o receptores de GRP, como el NSQ, el ARC y el NPV del hipatalamo.
Come se muestra en la figura 13, GRP (1 -100 ng/rata), administrado 30 min antes de
decapitar a las ratas, aumenta de forma desis-dependiente las concentraciones de 3-HIAA
en el NPV a las dosis de 10 y 100 ng (35 y 32% respectivamente), mientras que las
concentraciones de 5-HT permanecen constantes. Aunque no se muestra en la tabla, dosis
mayores (1 pg) no producen ningln efecto sobre la actividad serotoninergica. Al contrario
de lo que ocurre en el NPV, la administracion icv de GRP no modifica las concentraciones
de 5-HIAA en el ACC ni en otros nucleos hipotalamicos, como el ARC y el NSQ.

REGION CEREBRAL Control Ing 10 ng 100ng
n. accumbens . 5-HIAA 6,8+0.6 7,1+0,6 7,610,7 7,210,6
5-HT 12,912 12,522 10,6£1,2 9,210,7
n. arqueado. S-HIAA &,6x0,8 6,510,5 55,6804 5,110,6
5-HT 9,9+1,1 9,7+0,7 7,940,7 6,0:1,3
n. supragquiasmatico 5-HIAA 7,1£0,5 8,1+0,8 8,710,7 8,510,5
5-HT 9,2+£0,6 8,2+0,6 8,2+1,0 11,0409

n. paraventricular S5-HIAA 8,910,7 10,3+£0.4 12,1+1,1° 11,8407 °

[ 5-HT 15,119 12,1£1,0 14,942,1 13,415 J

Fig.13: Estudio del efecto de la adndnistracion icv de GRP sobre lasconcentraciones de 5-HIAA
Y 5-HT en el niicleo accumbensyenlos nizcleos arqueade, supraquinsmatics y paraventricular
del hipotdalamo en ratas machae. Las ratas fueron inyectadas con GRP (1, 10y 100ng/ rate; 5 ul/ rate;
tcy} o su vehiculo salino (5 ul/rata; wv) Los arimales se decapitaron 30 min después de la
administracion. Los resultados representan las medias £ 1 E.E.M. de las concentraciones de 5-AIAA y
5-HT obtenidas a partir de tefidos procedentes de 5-8 ratas. * valores del grupo tratado con GRP que son
syrificativamente diferentes {p<0,05) con respecto al grupo control (ANOVA de una via sequido del test de
Student Neuwman Kauls).
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2. Efecto del antagonista det receptor de GRP {Leu'*-y-CH,NH-Leu'?) bombesina sobre
la activacién serotoninérgica producida por GRP o por estrés emn el nifcleo
paraventricular

2. 1. Dosis respuesta

Con el objetive de evaluar si GRP regula de forma ténica la actividad neuronal
serotoninérgica en el NPV, se estudio el efecto que produce la administracion del antagonista
del receptor de GRP [Leu ""-yp-CH,NH-Leu '*) bombesina sobre las concentraciones de 5-
HIAA en el NPV. La administracion icv de este compuesto (10, 100 y 1000 ng/rata), 30 min
antes de decapitar las ratas, no medificé la actividad neuronal serotoninérgica del NPV
{figura 14).

2.2. Blogueo del efecto producido por GRP

Para determinar si el aumento que GRP produce sobre la actividad serotoninérgica
en el NPV esta mediado selectivamerite a traves de su receptor, se evalud el efecto que
produce la administracion icv conjunta de GRP y del antagonista de su receptor (Leu' -
CH,NH-Leu') bombesina (1 pg/rata), sobre las concentraciones de 5-HIAA en el NPV. Como
se muestra en la figura 15, la administracion del antagonista del receptor de GRP de formna
conjunta con GRP, 30 min antes de decapitar a las ratas, bloquea el aumento de la actividad
serotoninérgica producido por GRP en el NPV.

Fig.14: Estudio del efecto del
15 antagonista del receptor de GRP

{Leu" -y CH2NH-Leu'")  bombesina
:g 12 sobre la actividad serotoninérgica
% en el niicleo paraventricular del
= ‘——, hipotilamo en ratas mache. Las
g ° | ratas seinyectaron con (Lew - yw-CH,NH-
E’ 6l [ Leu'?) bombesing {10, 100 ng y 1
:{ ug/rata, 5 ul/rate; iy} o su vehiculo
% 3 s sdino {5ul/ rataicviy se decapitaron 30
9.9 | mindespués. Las columnas representan

o los medias y las lineas verticales 1
¢ 10 100 1000 E.E.M delas concentraciones de 5-HIAA
obtenidas a partir detepdes procedentes

13 14 .
(Leu"-y-CH,NH-Leu™) bombesina de 68 ratas (ANOVA de una via)
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Fig.15: Estudio del efecto del antagoni sta del receptor de GRP (Leu'>-y-CH: NH.Leuw!* ) hombesina
sobre la actividad serotorinérgica inducida por GRP en el nitcleo paraventriculor del hipotalamo
en ratas macho. Las ratas se fwyectaron can GRP (10 ng/rata; Sulf rata; v} yf ¢ (Leu" ™ y-CH, NFH-Leu')
bombesing (1 ug/rata; 5 plf mata, tev) por separado o mezdados en la misma solucion y se decapitaron 30
min después. E grupo control recthid una inyecdién de vehiculo salino (5 ulf rata; icy) 30 min antes de
decapitar. Las columnas representan las medias y las lineas verticales 1 E.E M de las concentraciones de
5-HIAA obtenidas a partir de tejidos procedentes de 5-8 ratas. * valores del grupo trataco con GRP que son
sygnificatitamente diferentes (p<0,05) con respecto al grupo control ANOVA dos vias seguida del test de
Student Newman Keuls).

3. Efecto del antagonista del receptor de CRF ¢-helical (9-41) CRF sobre la activacion
serotoninérgica producida por GRP o por estrés en el nicleo paraventricular

En 1987, Liposits y cols. encontraron que en el NPV, los terminales serotoninérgicos
forman sinapsis con neuronas CRFérgicas, lo que sugiere que el sistema central
serononinérgice puede contribuir a regular la funcionalidad del eje HHA actuande
directamente sobre neuronas del NPV en las que se sintetiza CRF. Por todo elle, y dado que
CRF juega un papel fundamental en la activacion del eje HHA y en procesos de estrés, el
objetivo de 1os estudios que a continuacién se describen ha sido explorar el efecto de CRF
sobre la actividad serctoninérgica en el NPV, tanto en situacion basal como de estiés, asi
como evaluar la posible mediaciéon del receptor de CRF en el aumento de la actividad
serotoninérgica inducida par GRP.

3.1. Dosis-respuesta
La administracion icv del antagonista del receptor de CRF u-helical (9-41) CRF (1, 3

y 10 pg/rata), 30 min antes de decapitar a las ratas, no modifico la actividad serotoninérgica
del NPV (figura 16).
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Fig.16: Estudio del efecto del

1 antagonista del receptor de CRF a-

T helioal (9-41] CRF sobre la actividad
3 12 serotoninérgion en el nicleo
% paraventricular del hipotalamo en
g 9 ’ ratas macho. Las mtas se inyectaron
‘o con a-helical (941) CRF (1, 3 y 10
i 5 ug/rata; 5 pl/rata; icy) o su vehiculo
< saline (5 ul/rate; icv) y se decapitaron 20
uI': 3 min después. Las colunnas representan
las medias ylas lineas verticales 1 EEM.

0= 0 1 3 10 de las concentraciones de S-HIAA

obteridas a partir de tefdos procedentes

“heli C frata .
a-helical (9-41) CRF (g ) de 5-6 ratas {ANOVA de una viaj.

1.2 Vehiculo
- Cstrés

5-HIAA (ng/mg proteina)

Control a-helical {9-41)
CRF (10 pg/rata)

Fig.17; Estudio del efecto del antagonista del receptor de CRF a-helical {9-41) CRF sobre la
actividad serotoninérgica inducida tras estrés por restriccion de movimientos en el nicleo
paraventricular del hipotalamo ert ratas macho. Las ratas se inyectaron cona-helticd {9-41} CRF {16
ug/ rata; 5ulf rata; icv) o su vehiculo salino (5 ul/ mta, icv) 20 min antes de ser sometidas a una seston de
15 min de estrés por restricdion de mowvmientos , Yy se decaptaron al finalizar la sesion de estrés. El grupo
control reab una nyecciin de g-helical (9-41) CRF {10 ug/ mta; 5 g/ mata; icv) o de su vehiculo salino (5
ulf rataico), 35 min antes de decapitar, Las columnas representan las medias y las ineas verticales 1 EE M.
de las concentraciones de 5-HIAA obtenidas a partir detefidos procedentes de 6-8ratas. * valores del grupo
sametido a estrés que son significativamente diferentes (p<0,05}con respecto al grupo control fANOVA de dos
vias seguido del test de Studert Newwman Keuls).
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3.2. Blogueo del efecto producido por estrés

Como se observa en la figura 17, el estrés por restriccion de movimientos eleva de
forma marcada la actividad serotoninérgica en el NPV (35%), Al igual que se observa en la
figura 16, la administracion icv del antagonista del receptor de CRF a-helical (9-41) CRF (10
pg/rata), 35 min antes de decapitar a las ratas, no modifica las concentraciones de 5-HIAA
en el NPV en situacion basal; sin embargo, la administracion de este antagonista, 20 min
antes de someter alos animales a 15 min de estrés por restriccion de movimientos, bloquea
el aumento de la actividad serotoninérgica en el NPV inducido por estrés.

3.3. Blogueo del efecto producideo por GRP

Al contrario de lo observado tras la estimulacion de la activacion serotoninérgica
debida a un estimulo estresante, la administracion icv del antagonista del receptor de CRF
u-helical {3-41) CRF (10 pg/rata) 20 minutos antes de la administracion de GRP, no bloquea
el efecto estimulador de este neuropéptido sobre la actividad serotoninérgica del NPV (figura
18).

20 ' £ 1 Vehiculo
m GRP {10 ng/rata}

15

10
( l
J I
5
| |
J‘ !

Control  a-helical (9-41)
CRF (10 pgfrata)

5-HIAA (ng/mg proteina)

Fig.18: Estudio del efecto del antagonista del receptor de CRF a-helicul (9-41) CRF sobre la
actividad serotoni nérgica inducida por GRP en el niicleo paraventricular del hipotdlamo en ratas
macho. Las ratas se myectaron con a-helical (9-41) CRF (10 ug/ rata; 5 ulf matg; wv) o su pehiculo safine (5
#l/ rata; tev) 20 min antes de la administracion de GRP {10 ng/rata; Sul/rate; icyt o su vehiculo salino (5
Y/ rata; icv). Las ratas se decapitaron 30 min después de la segqunda inyeocion. El grupo control recibis dos
inyecciones de vehiculo saline {5 pl/ rata, cv), 50 y 30minantes de decapitar. Lascolumnas representan los
medias ylas lineas werticales 1 E.EM. de las concentraciones de SHIAA obtenidas a partir detejidos de 5-8
ratas. * wvalores dd grupo tratado con GRP y a-helical (9-41] CRF y def grupo tratade con GRP que son
sgrificatizamente diferentes (p<0,05} corl respecto al grupo control y al grupo tratado con a-helical (% 41] CRE
{ANOVA de dos vias sequido deltest de Student Nevman Keuls).
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4. Efecto del antagonista del receptor de GRP (Leu'*-yp-CH,NH-Leu'!) bombesina sobre
1a metivacion serotoninérgica en el nicleo paraventricular producida por estrés

De acuerdo con lo observado en la figura 17, el estrés por restriccion de movimientos
aumenta de forma considerable las concentraciones de 5-HIAA en el NPV (34%; figura 19).
Dado que la administracion icv de GRP también incrementa la actividad serotoninérgica del
NPV, el objetivo del presente experimento consistié en evaluar si GRP regula la actividad de
estas neuronas en situacion de estrés. Como se observa en la figura 19, la administracién
del antagonista del receptor de GRP (Leu"-yp-CH,NH-Leu™) bombesina (1 pg/rata), 45 min
antes de decapitar a las ratas, no modifica la actividad serotoninérgica en el NPV en
situaciéon basal. Sin embargo, la administracion de este antagonista 30 min antes de someter
a los animales a un periodo de 15 min de estrés bloquea el aumento de la actividad
serotoninérgica en el NPV producide por estrés,

207 1 Vehiculo
- m— Estres
=
£ 16}
B *
g 12 y
E
o N
£ 8 [ Lt r‘j
< B
T o4t L
w |
L

Control  (Leu?3 y-CHoNH-Ley14)
bembesina (1 pgfrata)

Fig.19: Estudio del efecto del antagonista del receptor de GRP {Leu'?-yCHy NH-Leu” }bombesina
sobre la actividad serotoninérgica inducida tras esirés por restriccién de movimientos en el
nitcleo parave ntricular del kipotilamoe en ratas macho. Las matas seinyedaron con (Lew"-y~CH, NH-
Leu'") bombesina (1 pg/rata; 5 i/ rata; ©vjo su veltado safino (Sl rata; icv) 30min antes de ser sometidas
a estrés por restriccién de movimaentos durante 15 min, y se decapitaron al finalizur la sesion de estrés. El
grups cortrol recib’ una myeccion de (Leu-y~CH, NH-Leu'') bombesina (1 ug/ rata;5 pl/rataicy) o de su
vehiculo salino (5 ulf rata; wov), 45minarntes de decapiar. Las columnas representan lasmedas ylas ineas
verticales 1 E.E M. de las concentradones de 5-HIAA obtenidas a partir de tejidos procedentes de 5-7 matas.
* valores del grupo sometido a estrés que son significativamente diferentes (p<0,05} con respecto dl grupo
control (ANOVA de dos tias seguido dei test de Student Netvman Keuls).
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IV. Regulacion de la expresion génica de neuropéptidos
por GRP

Como se ha descrito en la introduccion de la presente tesis, la activacion del eje HHA
que producen tanto distintos compuestos (5-HT, DA, cannabinoides), como la aplicacion de
un estimulo estresante, modifica la expresiéon génica de neuropéptidos implicados en la
sintesis y liberacién de ACTH, como CRF o POMC. Asimismao, la expresion génica de PENK,
precursor de los peéptidos apioides leu-encefalina y met-encefalina, implicades en la
regulacidn de respuestas de tipa emocional a través de distintas estructuras limbicas v en
la regulacion de factores hipotalamicos de liberacién hormonal, aumenta tras la aplicacién
de un estimulo esiresante.

Por todo ello, el objetive de esta tiltima seccion de experimentos ha consistido en
estudiar la regulacion de la expresién génica de CRF, POMC y PENK tras la activacién del
eje HHA que produce la administracion icv de GRP, asi como la evolucién de dicha expresion
a lo largo del tiempo. La medida de los precursores de estos péptidos se ha realizado
mediante la técnica de histoquimica de hibridacion in sifu, en distintas regiones
hipotalamicas e hipofisarias, lugares donde dichos neuropéptidos se expresan en alta
proporcion. Los resultados obtenidos sobre la expresion génica de CRF, PENK y POMC
quedan claramente reflejados por las diferencias existentes en su caso entre los grupos
tratados con vehiculo y con GRP.

1. Efecto de GRP sobre la expresion génica de CRF en el nicleo paraventricular
Como se muestra en la figura 20, la administraciéon icv de GRP (100 ng/rata) aumenta
la expresion génica de CRF en el NPV. Los niveles de ARNm de CRF permanecieron estables

15, 30 y 60 min tras la administracién de GRP y se incrementaron en un 25% alos 120 min,
retornando a los niveles basales al cabo de 4 h.
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Fig. 20: Curso temporal del efecto de GRP sobre la expresién génica de CRF en el niicleo
paraventricular del hipotalamo en ratas macho. Las ratas fueron inyectadas con GEP (100
ng/rata; 5 pl/rate icv) y se decapitaron 15, 30, 60, 120 y 240 min después de la administracion. El
grupo control recibié una inyeccion de vehiculo sdlino (Sul/rata icv) y se decapité 2 h después. Los
resultados representan las medias y las lineas verticales 1 E.EM. de los niveles de ARNm de CRF
obtenidos a partir de 5-8 ratas. * walores del grupo tratado con GRF que son significativamente diferentes

{p<0,05) con respecto al grupo control (ANOVA de una via seguido del test de Student Newwman Keuls). La
barra represernta 1 mm.

2. Efecto de GRP sobre la expresion génica de PENK en el niicleo paraventricular y
nhcleo ventromedial

La admimistracién icv de GRP (100 ng/rata) no modifico los niveles de ARNm ni en
el NPV (figura 21) y ni en el NVM (figura 22) a ninguno de los tiempos estudiados.
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Fig. 21: Curso temporal del efecto de GRP sobre la expresidn génica de PENK en el nicleo
paraventricular del hipotdlamo en ratas macho. Las ralas fueron inyectadas con GRP (100
ng/rata; 5 pl/rata; icv) y se decapitaron 15, 30, 60, 120 y 240 min después de la administracion. El
grupo control recibit una inyeccién de vehiculo saline (Sul/rata; icy) y se decapité 2 h después. Los
resultados representan las medias y las lineas verticales 1 EEM. de los niveles de ARNm de PENK
obtenidos a partir de 5-8 ratas {ANOVA de una vin ). La barra representa 1 mm.
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Fig. 22: Curso temporal del efecto de GRF sobre la expresion génica de PENK en el nicleo
ventromedial del hipotialame en ratas macho. Las ratas fieron inyectados con GRP {100 ng/ rate;
S ul/ rata; icv) y se decapitaron 15, 30, 60, 120 y 240 min después dela administracion. El grupo control
recibié una inyeccion de vehiculo salino (Sul/rata; icul y se decapito 2 h después. Los resultados
representan las medias y las lineas verficales 1 E.E.M. de los niveles de ARNm de PENK obtenidos a
partir de 6-8 ratas (ANOVA de una via). La barra representa 1 mm.
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3. Efecto de GRP sobre la expresion génica de POMC en el 16bulo anterior e intermedio
de la hipofisis

3.1. Lébulo anterior

Como se muestraen la figura 23, la administracion icv de GRP (100 ng/rata) aumenta
la expresidon génica de POMC en el 16bulo anterior de la hipéfisis. Los niveles de ARNm
aumentan progresivamente hasta alcanzar su punto maximo a los 60 min {82%),
manteniéndose elevados durante 60 min mas (60%). Cuatro horas después de la inyeccion
de GRP, los niveles de ARNm de POMC se aproximan ya a los valores basales.

260

220[ *

180 *
140
100 - §

60 |
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ARNm POMC (% respecto al control)

V1530 60 120 240

min después de 1a inyeccion de GRP (100 ng/rata}

Basal 15 min 30 min

g

120 min 240-min

Fig. 23: Curso temporal del efecto de GRP sobre la expresién génica de POMC en el lébulo
anterior de la hipdfisis en ratas macho. Las ratas fueron inyectadas con GRP {100 ng/reta; 5
ul/rarg; icu) y se decapitaron 15, 30, 60, 120 y 240 min despugs de la ad ministracion. El grupo control
recibio una inyeccion de vehiculo saline (Sul/reta; icv) y se decapito 2 h despuégs. Los resuitados
representan las medias y las lineas verticales 1 E.E.M. de los niveles de ARNm de POMC obtenidos a
partirde 5-8 ratas. * valores del grupo tratado con GRP que son significativamente diferentes {p<0,05] con
respecto al grupo control (ANOVA de una via seguido del test de Student Nervman Keuls ), La barra representa
1 mm,
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3.2. Lobulo tntermedio

Al igual que en lébulo anterior, GRP eleva la expresién génica de POMC en el lébuloe
intermedio de la hipéfisis. La administracion icv de GRP (100 ng/rata} incrementalos niveles
de ARNm de POMC a los 30 min (63%), alcanzandose el maximo 60 min después de la
inyeccion de GRP [86%). Sesenta min después, los niveles de ARNm comienzan a disminuir
hasta alcanzar practicamente el nivel basal 4 h después de la administracion de este

neuropéptido.
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Fig. 24: Curso temporal del efecto de GRP sobre la expresién génica de POMC en e Iobulo
intermedio de la hipéfisis en ratas macho, Las ratas fiteron inyectadas con GRP (100 ng/rata; 5
ul/rate; icv) y se decapiiaron 15, 30, 60, 120 y 240 min después de la ad ministracion. El grupo control
recibio una inyeccion de vehiculo salino (Sul/rate; icw) y se decapité 2 h después. Los resultados
representan las medias y las lineas verficdles 1 E.E. M. de los niveles de ARNm de POMC obtenidos a
partirde 5-8 ratas. * valores del grupo tratado con GRP que son significativamente diferentes (p<0,05) con
respecto al grupo control (ANOVA de una via seguido del test de Student Newsman Keuls). La barra representa
I mm.
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I. Accion reguladora de GRP sobre el eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal

ESTUDIOS IN VITRO

Como se detalla en la introduccién del presente trabajo, tanto GRFP como sus
receptores de encuentran ampliamente distribuidos a lo large del SNC, pero su mayor
densidad se localiza ent el hipotdlamo (Moody y cols., 1981; Ladenheim y cols., 1992). Ademas,
existe inmunorreactividad y receptores de GRP en la hipofisis (Houben y Denef, 1991a;
Houben y cols., 1994) asi comoe en la linea celular secretora de GH y PRL GH,C, (Westendorf
¥ Schonbrunn, 1983). Por cotra parte, en la médula adrenal bovina se ha encontrado
inmunorreactividad a GRP (Lemaire y cols., 1986), aunque hasta la fecha no existen estudios
sobre la presencia de receptores. La distribucion anatémica tanto de IR-GRP como de sus
receptores, asi como su funcion en la regulacién de la secrecion de GH y PRL (Kentroti y Mc
Cann, 1985; Kentroti vy cols., 1988a v b; Manzanares y cols., 1991; Kentroti y cols., 1996}
sugiere que este péptido puede intervenir en la regulacion de la secrecion hormonal del eje
HHA.

Por ello, la primera parte de este trabajo ha estade encaminada a investigar el efecto
de GRP sobre la secrecion de ACTH y corticosterona y a determinar a qué nivel del eje se
ejerce este efecto, utilizando para ello un tipo de bioensayo descrito en la literatura y
experimentado ya para el caso de ctros agentes activos sobre el eje HHA (Scacianocce y cols.,
1989, 1990, 1993).

Los resultados de los estudios in witro aqui presentados sugieren que GRP, al menos
farmacolégicamente hablande, activa el eje HHA actuando sobre los tres niveles del eje: enel
hipotilamo, estimulande la liberacién de CRF bioactive; en la hipofisis, auwrnentando la
secrecion de ACTH, y en la glandula adrenal, estimulando la liberacion de corticosterona.

Como se detalla en el capitule de resultades de la presente tesis, GRP aumenta la
secrecion de CRF bioactivo a concentraciones muy bajas (1 y 10 nM). El hecho de que GRP sea
capaz de estimular esta liberacién a concentraciones tan bajas, mientras que a nivel
hipéfisario y adrenal sean necesarias concentraciones mayores (100-1000 nM) para producir
liberacién de ACTH y corticosterona sugiere que el hipotalamo puede presentar una mayor
sensibilidad a la estimulacion por GRP que la hipéfisis o la glandula adrenal. Por otra parte,
GRP podria liberar CRF y/o AVP, a partir del hipotalamo, ya que: 1) Se ha observado que la
administracion icv de anticuerpos anti-CRF y anti-AVP atenida el aumento de ACTH plasmatico
inducide por GRP (Olsen y cols., 1992). 2} Comao ya se ha descrito en el capitulo de resultados,
la administracion icv del antagonista del receptor de CRF o-helical (3-41) CRF es capaz de
bloguear completamente el aumento de ACTH y corticosterona plasmatica inducido tras la
administracion icv de GRP; y 3) En otros estudios se ha comprobado gue este mismo
antagonista atenaa distintos efectos endocrinos (aumento de ACTH, adrenalina, NA v gluceosa
en plasma) y comportamentales inducidos por el péptido analogo a GRP bombesina {supresion
de la ingesta de alimentos y aumento del comportamiento de acicalamiento; Merali y cols.,
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1994).

Los aumentos que produce GRP sobre la secrecién de CRF bioactivo, ACTH y
corticosterona parecen estar mediado a través de su receptor en hipotalamo, hipéfisis y
adrenal, ya que la adicién del potente y selectivo antagonista del receptor de GRP (Leu'*-y-
CH,NH-Leu'"} bombesina [Severi y cols., 1989) al medio de cultive es capaz de bloquear el
efecto de este neuropéptido sobre la secrecion de estas hormonas. Sin embargo, este
antagonista, por si mismo, no modifica la secrecion de CRF bioactive, ACTH y corticosterona,
hecho que sugiere que el GRP enddgeno presente en hipetalamo, hipdfisis y adrenal no estaria
regulando de forma tonica la liberacién de estas hormonas.

Asimismo, el bloqueo que produce el antagonista del receptor de GRP sobre la
secrecion de CRF bioactive, ACTH y corticosterona sugiere una accién directa de este
neuropéptido sobre receptores de GRP presentes en hipotalamo, hipéfisis y adrenal. De
acuerdo con esta hipétesis, se han encontrado sitios de unién para CRF y ARNm que codifica
para el receptor de GRP tanto en hipotalamo (Moody y cols., 1988; Battey y cols., 1991;
Ladenheim y cols., 1992} como en hipdéfisis (Houben y cols., 1993 y 1994). Aunque no existen
estudios donde se describa la presencia de receptores para GRP en la glandula adrenal, el
hecho de que GRP estimule laliberacion de corticosterona actuando directamente a este nivel,
¥ que un antagonista del receptor de GRP sea capaz de bloquear este efecto son resultados
que sugieren la presencia de receptores de GRP en esta glandula.

Estos estudios demuestran por tanto como GRP es capaz de estimular la liberacion de
ACTH actuando tanto sobre el hipotilamo, como sobre la hipéfisis, lo que sugiere que GRP
podria comportarse como un secretagogo de ACTH, al igual que el propioc CRF. Algunos
secretagogos de ACTH, como CRF, CCK, AVP, oxitocinay angiotensina [I, liberan ACTH a nivel
de la adenohipdéfisis de forma calcio dependiente {Reisine y cols., 1986; Abou-Samra y cols.,
1987; Won y cols., 1990ay b). Ei hecho de que ia liberacidon de ACTH inducida por GRP tenga
lugar segiin un proceso calcio-dependiente, como se ha demostrado en disociados de
adenochipofisis, confirma esta hipdtesis y apunta a la existencia de un proceso de exocitosis
por el cual GRP es capaz de liberar ACTH.

En resumen, los resultados obtenidos a través de los experimentos in vitro demuestran
la participacidn de GRP en la regulacion de la secrecién de ACTH y corticosterona y apuntan
al posible papel secretagogo de GRP sobre la secrecion de ambas hormonas.

ESTUDIOS IN VIVO

La marcada estimulacién de las concentraciones plasmaticas de ACTH gue se produce
tras la administracion icv de GRP esta de acuerdo con estudios anteriores {Olsen y cols.,
1992). Sin embargo, ain se desconocian tanto el efecto de GRP sobre la secrecion de
corticesterona como la duracion del efecto de GRP sobre la secrecién plasmatica de ambas
hormonas, asi como cuales eran los receptores a través de los cuales se producia dicho efecto.
En el presente trabajo hemos ohservado cémo GRP produce una elevacién de ACTH y
corticosterona plasmatica tras administracién icv, pero no tras administracion iv. El hecho de
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que GRP no modifique la secrecién plasmatica de ambas hormonas tras administracién
periférica sugiere que la accién estimuladoera de este neuropéptido sobre la secrecion
hormonal del eje HHA ocurre principalmente a nivel del SNC. Este resultade confirma la
hipétesis sugerida en la primera parte de este capitulo, es decir, que la secrecién de ACTH
producida por GRP in vitro estd mediada principalmente a nivel hipotalamico. No obstante,
diferencias en factores farmacocinéticos y metabédlicos (dosis, degradacion de GRP por
peptidasas en sangre y liquido cerebroespinal, paso de GRP desde la sangre hacia la hipéfisis)
pueden explicar las discrepancias entre los distintos efectos encontrados tras la
administracion de GRP por via icv e iv.

El potente efecto observado de GRP sobre la secrecion plasmatica de ACTH y
corticosterona se confimma en el estudio tiempo-respuesta, hecho que sugiere que este péptido
podria ser funcionalmente relevante en la regulacion de la secrecion hormonal del eje HHA.
Sin embargo, la administracién icv del antagonista del receptor de GRP (Leu'*-yp-CH,NH-Leu'")
bombesina no modifica la secrecién de ACTH y corticosterona, hecho que esta de acuerdo con
lo observado in vitro e indica que el GRP endogenoc presente a nivel cerebral no estd regulando
de forma tonica la secrecion de ambas hormonas. Por el contrario, la administracion icv de
este antagonista bloquea por completo el aumento de la secrecion de ACTH y corticosterona
inducido por GRP, lo que indica que esta accion se produce a través del receptor de GRP.

El presente trabajo sugiere ademas la posible contribucion de CRF en el efecto
estimulador de GRP sobre la secrecion de ACTH y certicosterona. Asi, el antagonista de CRF
o-helical (9-41) CRF (Rivier y cols., 1984b) bloquea la secreciéon de ambas hormonas producida
por GRP, hecho que esta de acuerdo con otros estudios (Merali y cols., 1994). Dado que los
cuerpos celulares de las neuronas CRFérgicas que regulan la secrecion de ACTH se
encuentran localizados principalmernte en la regién parvocelular del NPV (Moody y cols., 1981,
Piekut y cols., 1986) y que los dos neuropéptidos colocalizan en esta region hipotalamica, es
probable que GRP estimule la secrecion de ACTH y corticosterona elevando la actividad
CRFérgica en este nucleo. Ademas, se ha demostrado también que en la EM ovina, los
péptidos analogos a BBS colocalizan con neuronas CRFérgicas (Giraud y cols., 1987a) y que
también potencian la liberacién de ACTH producida por CRF en células de hipéfisis anterior
ovina y de rata (Au y cols., 1997; Hale y cols., 1984). Por otra parte, Kent y cols. {1997) han
demostrado recientemente que la administracion icv de BBS produce una rapida liberacion
de CRF en la EM. Todas estas observaciones plantean la hipotesis de que el aumento de ACTH
y corticosterona producido por GRP pudiera deberse a un aumento en la liberacion de CRF
en la EM, o a la activacion de CRF en el NPV,

En resumen, los resultados discutidos en este apartado sugieren que GRP eleva la
secrecion de ACTH y corticosterona en plasma actuando sobre sus receptores a nivel central,
¥ que no obstante, los ligandos endoégenos del receptor de GRP no parecen regular de forma
tonica la secrecion de ambas hormonas, Este efecte de GRP esta mediado también a través de
la activacion central del sistema de CRF endégeno. Tedo ello sugiere la posible funcion de GRP
como un secretagogo de ACTH, actuando a través de la liberacion de CRF. Ademas, y, en
concordancia con estudios publicadoes recientemente (Kent y cols., 1998; Meraliy cols., 1998),

estos datos apuntan hacia la posible implicacion de GRP en procesos de estrés.
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II. Regulacion del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal por
GRP en situacion de estrés

Las neuronas de la de la division medial parvocelular del NPV sintetizan CRF, AVP y
otros neuropéptidos, entre los que se encuentra GRP, y se proyectan hacia la zona externa de
la EM, donde los péptidos, almacenados en vesiculas, se liberan por exocitosis a la sangre
portal hipofisaria, en respuesta a una situacion de estrés.

Son muchos los trabajos presentes en la literatura en los que se emplean distintos
procedimientos para provocar una situacion de estrés. Entre ellos destaca el estrés por
restricciéon de movimientoes, el estrés por inhalacion de éter, el estrés por administracion de
hiperténico salino o el estrés por frio (Harbuz y Lightman, 1989a; Harbuz y cels., 1994). La
eleccion del modelo de estrés utilizado en la presente tesis se hizo por causa de la simplicidad
del procedimiento y por ser uno de los mas efectivos entre los utilizados en la literatura, ya
que este modelo de estrés eleva de forma muy marcada las concentraciones plasmaticas de
ACTH y corticosterona incluso a tiempos cortos (15 y 30 min) tras la aplicacién del estimulo
estresante (Akana y Dallman, 1992).

CRF parece ser el mayor activador del eje HHA conocido hasta el momento {Rivier y
Plotsky, 1986). Su administracién por via icv reproduce efectos fisiologicos v
comportamentales similares alo que como ocurre en los procesos de estrés (Dunn y Berridge,
1990). Los resultados presentados en esta tesis corroboran la implicacién de CRF en la
secrecion de ACTH y corticosterona inducida por este tipo de estrés, ya que la administracién
previa del antagonista del receptor de CRF g-helical (9-41) CRF es capaz de atenuar de forma
significativa el aumento de ACTH y corticosterona inducido tras someter a los animales a 15
min de estrés por restriccion de movimientos. Este resultado esta de acuerdo con estudios
realizados por otros autores, en los que la administracion de un anticuerpo anti-CRF es capaz
de atenuar o bloquear, segin los estudios, el aumento de ACTH inducide por diferentes
estimulos estresantes (Rivier y cels., 1982b; Linton y cols., 1985; Nakane y cols., 1985; Ono
y cols., 1985b). Ademas, Arnold y cols. describieron en 1992 cémo la administracion de a-
helical (9-41) CRF previamente a la aplicacion de un estimulo estresante es capaz de atenuar
el aumentoe de corticosterona producido tras someter a los animales a 60 min de estrés por

restriccion de movimientos.

Estudios recientes relacionades con el efecto de GRP sobre la funcionalidad del eje
HHA ya sugieren la posible implicacion de este neuropéptido en procesos de estrés. Es bien
sabido que estimulos de tipo aversivo modifican los niveles y el recambio de CRF en el nucleo
central de la amigdala (Pich y cols., 1995; Rodriguez de Fonseca y cols., 1997), region cerebral
implicada en distintas respuestas de tipo emocional. Asimismo, y recientemente, Meraliy cols.
(1998) han demostrade que el estrés por restriccion de movimientos en rata produce un
aumento muy rapido de los niveles de péptidos analogos a BBS y de CRF en el niicleo central
de la amigdala. El estrés por restriccién de movimientos también produce variaciones en el
contenido de péptidos analogos a BBS y de la densidad del receptor BB2 en diferentes nticleos
hipotalamicos {Kent y cols., 1998). Ademas, las variaciones en el contenido de CRF y peptidos
analogos a BBS producidas por estrés en distintas regiones cerebrales es diferente segun se
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utilicen razas de ratones sensibles o refractarias al estrés (Anisman y cols., 1998). Todos estos
datos sugieren que GRP puede tener una funcién primordial en la mediacion de la respuesta
al estrés,

Como se menciona en el capitulo de resultades, la administracion del antagonista del
receptor de GRP (Leu'’-yp-CH,NH-Leu'’) bombesina no madifica ia secrecion plasmatica de
ACTH y corticostérona en situacion basal. Sin embargo, este antagonista es capaz de reducir,
de forma marcada, el aumento de ACTH y corticosterona producido tras someter a los
animales a estrés por restriccién de movimientos. Este resultado esta de acuerdo con los
estudios mencionados anteriormente y sugiere la participacién de GRP en la respuesta
neurcendocrina del estrés. Teniendo en cuenta que los cuerpos celulares que regulan la
secrecion de ACTH estan localizados principalmente en las neuronas parvocelulares del NPV,
v que GRP esta también presente en este nicleo hipotalamico (Moody ¥ cols., 1981; Piekut y
cols., 1986), es probable gque GRP estimule la secrecion de ACTH y corticosterona en respuesta
a un estimulo estresante incrementando la actividad CRFérgica en este niicleo. De forma
alternativa, GRP podria liberar CRF a partir de [a EM, de acuerdo cen los datos de Kent y cols.,
(1997), que observaron como la administracién icv de BBS es capaz de producir de forma
rapida liberacion de CRF a partir de la EM. Como se ha descrito en la presente tesis, el hecho
de que un antagonista de CRF sea capaz de bloquear et aumento de ACTH y corticosterona
producido tras la administracion icv de GRP, confirma esta hipdtesis.

III. Regulacion de la actividad serotoninérgica del nacleo
paraventricular del hipotalamo por GRP

Las técnicas de microdiseccion de nucleos cerebrales y posterior analisis por HPLC
constituyen hoy en dia un método de rutina fiable utilizado en muchos laboratorios. Esta
técnica fue utilizada por primera vez por Palkovits en 1973 y desde entonces sont muchos los
autores que la han empleado introduciendo con posterioridad distintas modificaciones
{Lookingland y Moore, 1984; Manzanares y cols., 1991; Hentschel y cols,, 1998).

Mediante el uso de este procedimiente, en este trabajo se han estudiado los efectos
centrales de GRP sobre la actividad neuronal serotoninérgica en el NPV, tanto en situaciéon
basal como tras la aplicacion de estrés, y su posible interaccidn con neuronas CRFérgicas.
Para ello, y como indice de actividad neuronal, se ha determinade €] metabolismo de 5-HT
midiendo 5-HIAA, el principal catabolito de 5-HT. Las modificaciones en dicho catabolismo se
reflejan en variaciones de 5-HIAA, mientras que los niveles de 5-HT permanecen constantes,
como ha side descrito por otres autores (Dunn y Kramarcy, 1984).

Distintes estudios han demostrado la implicacion de BBS y GRP en la funcion
dopaminérgica en distintas areas cerebrales (Widerlév y cols., 1984) y en la activacion de
neuronas dopaminérgicas tuberoinfundibulares y tuberohipofisarias {(Manzanares y cols.,
1991; Toney y Cols., 1992; Manzanares y cols., 1994). Sin embargo, se conocia poco sobre la
funcidn que tienien los péptidos analogos a BBS en la regulacién de la actividad
serotoninérgica. Liposits y cols. (1987) demostraron que existe una conexion directa entre
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terminales serotoninérgicos procedentes del nacleo dorsal y medial del rafe y neuronas
CRFérgicas en el NPV. Este hecho sugiere la implicaciéon del sistema serotoninérgico en la
regulacion de la funcionalidad del eje HHA. De hecho, existen numeresos estudios
bioquimicos y fisiologicos que apuntan hacia la participacion del sistema central
serotoninérgico en la secrecion hormonal del eje HHA (Tuomisto y Mannist6, 1985; Nakagami
v cols., 1986; Calogero y cols., 1990). También hay dates que son indicativos de la posible
asociacion entre el estrés y el incremento del metabolismo de 5-HT en diferentes regiones
cerebrales {(Mitchell y Thomas, 1988, De Souza y Van Loon 1986; Shimizu y cols., 1989 y
1992; Inoue, 1993; Inoue y cols., 1924; Saphier y Weich, 1995).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran cémo la administracion
icv de GRP preduce un incremento dosis-dependiente de las concentraciones de 5-HIAA en
el NPV, pero no en otras regiones cerebrales como son el ACC o los niicleos hipotalamicos ARC
y NSQ. Por otra parte, las concentraciones de 5-HT permanecieron constantes en todas las
regiones estudiadas. Teniendo en cuenta que la administracion de BBS induce la activacion
de neuronas serotoninérgicas en el nucleo dorsal del rafe de la rata (Pinnock y Woodruff,
1991}, y que la activacion de estas neuronas por estimulacién eléctrica aumenta el
metabolismo de 5-HT en el NPV (Petersen y cols., 1989; Saphier y Feldman, 1989), el aumento
de la actividad serotoninérgica en el NPV observado tras administracion de GRP podria ser
consecuencia de la estimulacién previa de neuronas serotoninérgicas del nucleo dorsal del
rafe inducida por este neuropéptido. Por otra parte, se ha descrito que las neuronas
serotoninérgicas del NPV intervienen en la respuesta adrenocortical que producen diferentes
estimulos neurales {Feldman y cols., 1987; Fuller, 1992), y que farmacos que aumentan la
funcién serotoninérgica incrementan la liberacion de CRF, ACTH y corticosterona {Fuller,
1992}, heche que esta de acuerdo con los resultados presentados, ya que, como se menciona
en el capitulo de resultados, GRP aumenta de forma marcada la liberacion de ACTH y
corticosterona.

Se ha observado que la administracion del antagonista de GRP (Leu'*-y-CH,NH-Leu")
bombesina no modifica las concentraciones de 5-HIAA en el NPV, hecho que sugiere que en
condiciones basales, el GRP endogeno presente en el NPV no esta regulandoe de forma ténica
la actividad serotoninérgica en este nucleo hipotalamico. Por el contrario, este antagonista
bloguea el aumento de las concentraciones de 5-HIAA inducido por GRP, lo que sugiere que
este efecto esta mediado a través del receptor de GRP.

En experimentos llevados a cabo subsiguientemente se caracterizo la funcién de CRF
sobre la transmisién serotoninérgica en situacion basal y de estrés, asi como la implicacion
de CRF en la accién estimuladora de GRP sobre las neuronas serotoninérgicas del NPV.
Distintos estudios neuroquimicos han demostrado que la administracion tanto icv como ip de
CRF incrementa las concentracioties de 5-HIAA en la corteza prefrontal y en el hipotalamo
basal de la rata (Lavicky y Dunn, 1993) y sugieren que en una situacién de estrés, la
liberacion de CRF puede activar el sistema serotoninérgico. Asimismo, en respuesta al estrés,
se ha descrito el aumente del metabolismo de 5-HT en diferentes regiones cerebrales,
incluyendo el hipotalamo (Mitchell y Thomas, 1988; De Souza y Van Loon 1986; Shimizu y
cols., 1989; Shimizu y cels., 1992; [noue, 1993; [noue y cols., 1994; Saphier y Welch, 1995).
Los resultados presentados en esta tesis demuestran que la administracion del antagonista
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del receptor de CRF g-helical (9-41) CRF no modifica el metabolismo de 5-HT en el NPV en
condiciones basales. Asimismo, y de acuerdo con estudios anteriores, se ha observado que el
estrés por restriccion de movimientos incrementa de forma marcada la actividad
seratoninérgica en el NPV, aumento que se bloquea por el antagonista del receptor de CRF ¢-
helical (9-41) CRF. Este hecho demuestra que aunque CRF no regula de forma ténica la
actividad de estas neuronas en esta region hipotalamica en condiciones basales, silo hace en
procesos de estrés, Por el contrarie, Ia misma dosis de g-helical (9-41) CRF que es capaz de
bloquear el efecto estimulador del estrés sobre la actividad serotoninérgica en el NPV (y de
atenuar el efecto del estrés sobre la secrecion de ACTH y corticosterona, comeo se ha descrito
en el apartado Il de esta discusion) no es capaz de bloquear el aumento del metabolismo de
5-HT inducide por GRP en ei NPV. Este hecho que sugiere que GRP aumenta la actividad
serotoninérgica en el NPV actuando a través de su receptor, pero no a través del receptor de
CRF.

Por 1itime, y para concluir el comentario correspondiente a este bloque de
experimentos, decidimos evaluar, al igual que con CRF, la posible implicacién de GRP en el
aumento de la actividad serotoninérgica en el NPV tras someter a los animales a estrés por
restriccién de movimientos. La administracién del antagonista de GRP (Leu'*-y-CH,NH-Leu'?)
bombesina no modificé las concentraciones de 5-HIAA en el PVN. Sin embargo, cuando este
antagonista se administré antes de someter a los animales al estrés, bloqueé completamente
el aumento de la actividad serotoninérgica en el NPV. Estos datos indican que aunque el GRP
enddgeno cerebral no interviene en la regulacion de las neurconas serotoninérgicas en
condiciones basales, si lo hace en situacion de estrés.

IV. Regulacion de la expresion génica de neuropéptidos
por GRP en situacion basal

Los resultados correspondientes a este bloque de experimentos muestran, en primer
lugar, como la administracion central de GRP aumenta la expresion génica de CRF en el NPV,
region hipotalamica caracterizada por presentar altos niveles de ARNm de CRF. Este hecho,
unido a resultados encontrados en nuestro laboratorio y no incluidos en esta memoria segin
los cuales GRP aumenta los niveles de ARNm de c-fos en este mismo nucleo, sugieren que
GRP, ademas de producir una activacion neuronal en esta region hipotalamica, interviene en
laregulacién de la sintesis de CRF. Por otra parte, existen distintos trabajos publicades en los
que se describen aumentos en la expresion genica de CRF entre 1 y 2 h después de la
administracién de distintos agentes que producen activacion del eje HHA, como son CRF o 5-
HT (Parkes y cols., 1993; Kageyama y cols., 1998). Concretamente, la administracién de CRF
eleva la expresion del gen de su precursor polipeptidico, gue aumenta 1 h después de su
administracion y retorna a los niveles basales pasados 30 y 60 min (Parkes y cols., 1993).
Ademas, distintos tipos de estrés (restriccion de movimientos, administracion de hipertonico
saling, estrés por frio ¢ natacién; Harbuz y Lightman, 1989a; Imaki y cols., 1992; Harbuz y
cols., 1994) aumentan la expresion génica de CRF en el NPV, 2 y 4 h después de someter alos
animales a los distintos estimulos estresantes. Por lo tanto, los tiempos a los que se
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normalmente se activa la expresion génica de CRF estan de acuerdo con los resultados aqui
obtenidos para GRP, ya que este neuropéptido eleva los niveles de ARNm de CRF 2 h después
de su administracion, retornando los niveles del mensajero a los valores basales 2 h despueés.
Por otra parte, el hecho de que GRP eleve los niveles de ARNm de CRF 2 h después de su
administracién demuestra que existe una correlacion considerable entre la secrecién
hormonal y el aumento de la expresion génica de CRF inducida por GRP, ya que este
neuropéptide produce la liberacion de ACTH y corticosterona a los 30 min de su
administracién, v cuando este incremento de la secrecion hormonal comienza a disminuir, 120
min despues de su admimistracion, es cuando comienza la sintesis de CRF, el principal
disparador de la secrecion hormonal del eje HHA.

El gen de PENK codifica para la proteina precursora de los péptidos opiocides met-enk
y leu-enk, moléculas implicadas en la regulacién de respuestas de tipo emocional y de factores
hipotalamicos de liberacion hormonal. Ademas, es sabido que la aplicacion de estimulos
estresantes agudos aumenta la expresion génica de PENK en el NPV (Lightman y Young, 1987a
y 1988}, y NVM (Larsen y Mau, 1994; Garcia-Garcia y cols., 1998 ay b). Es por ello que los
efectos que produce el estrés sobre la transcripcion del gen de PENK en el NPV son
importantes desde el punto de vista de la actividad del eje HHA, ya que aunque el contenido
basal del ARNm de PENK que se expresa en las neuronas parvocelulares del NPV es
generalmente indetectable o minimo (Lightman y Young, 1987b), en situaciones de estrés
fisico se incrementan de forma muy acusada (Harbuz y Lightman, 1989a). Estos datos
sugieren que la expresion de PENK en el hipotadlamo puede representar un indice de la
respuesta del animal a distintos estimulos estresantes. Por ello, en su momento,
consideramos interesante el estudio del efecto de GRP sobre la expresion génica de PENK en
dos nucleos hipotalamicos (NPV v NVM) caracterizados por presentar gran abundancia en este
gen. El hecho de que GRP no modifique los niveles de ARNm de este gen en ninguno de estos
dos nitcleos, sugiere que los péptides opicides no intervienen en la activaciéon del eje HHA
producida por GRP.

Por tiltimo, hemos examinado los efectos de GRP sobre la expresion génica de ARNm
de POMC en el lobule anterior e intermedio de la hipofisis. GRP elevd de forma muy marcada
la expresion génica de POMC en el lobulo anterior de la hipdéfisis, 60 min después de su
administracién. 120 min después, los niveles de ARNm de POMC se mantienen elevados,
retomando a los niveles basales alas 2 h. Este resultado concuerda con los tiempos que otros
autores han encontrado aumentos en la expresion génica de POMC. Asi, Garcia-Garciay cols.
(1997) han demostrado aumentos de los niveles de ARNm de POMC tras 2 min de esirés por
éter seguidos de 60 min de estrés por restriccion de movimientos, y Autelitano y cols. (1990)
encontraron que la administracion de CRF induce un rapido aumento en la expresion génica
del transcrito primaric de POMC, que permanece elevado incluso 4 h después de su
administracién en el lobulo anterior. El hecho de que GRP eleve los niveles de ARNm de
POMC en el ldbulo anterior entre 1 ¥ 2 h después de su administracion demuestra, al igual
que ocurre con la expresion génica de CRF, que existe una gran correlacion entre la secrecion
hormonal y el aumento de la expresion génica de POMC inducida por GRP. De este modo, GRP
produce la liberacién de ACTH y corticosterona de sus vesiculas de almacenamiento a los 30
min, y cuando esta secrecion hormonal comienza a disminuir, entre 60 y 120 min después de
su administracion, es cuando comienza la sintesis de POMC, precursor de ACTH. Por otra
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parte, el aumento en la expresidn génica de POMC en el 1obulo intermedio s un hecho mas
rapido que el producido en el 16bulo anterior, aunque de la misma magnitud. Esto puede

deberse a que existan otros estimnulos que regulen conjuntamente con GRP la expresion
génica de POMC en este lobulo hipofisario.
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Conclusiones

La administracion intracerebroventricular de GRP produce un marcado aumento en

las concentraciones plasmaticas de ACTH y corticosterona. La administracion previa
de un antagonista selectivo del receptor de GRP o del receptor de CRF bloquea dichos
aumentos hormonales. Estos hechos sugieren que GRP activando directamente
receptores de GRP o indirectamente receptores de CRF estimula de manera
significativa la actividad del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal.

El factor liberador de gastrina aumenta las concentraciones de ACTH y corticosterona
en explantes de hipotalamo y adenohipéfisis, adenohipéfisis y glandula adrenal, efecto
que es blogqueadoe per un antagonista del receptor de GRP. Estos resultades
demuestran que GRP aumenta la liberacién de ACTH y corticosterona actuando a
todos los niveles del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal por un mecanismo mediado a
traves de su receptor.

Los estudios llevados a cabo en cultives primario de adenohipéfisis sugieren que el

aumente de ACTH inducide por GRP es un proceso calcio-dependiente.

Los estudios in vivo e in vitro demuestran que GRP no parece regular de forma ténica

la liberacion de ACTH y corticosterena en condiciones basales. Sin embargo, el hecho
de que la administracion de un antagonista de GRP atentie el aumento de ACTH y
corticosterona producido tras someter a los amimales a estrés por restriccion de
movimientos, y que esta atenuacion sea comparable a la que produce un antagonista
de CRF, sugiere la posible funcién de GRP en la regulacion del eje HHA en procesos
de estrés.

Los resultados obtenidos en las microdisecciones del nicleo paraventricular del
hipotalamo sugieren que GRP, actuando sobre receptores de GRP centrales estimula
la actividad serotoninérgica y esta activacion es independiente de los receptores de
CRF. Ademas, GRP o CRF endégenos parecen estar implicados de forma independiente
en la regulacion del aumento de la actividad serotoninérgica en animales sometidos
a estrés por restriccion de movimientos .

La administracion central de GRP aumenta la expresion génica de CRF en el niicleo

paraventricular del hipotalame y de POMC en el 16bulo anterior e intermedio de la
hipéfisis. El aumento en la expresion de estos genes directamente relacionados conla
sintesis y/o liberacion de ACTH confirma una vez mas la importancia de este
neuropéptido en la regulacion del eje hipotalamo hipofisis-adrenal.

Todos estos resultados en su conjunto apuntan que GRP podria ser un nuevo

secretagogo de ACTH y corticesterona, y sugiere la eventual aplicacion de antagonistas
de GRP en el tratamiento de patologias relacionadas con determinados tipos de estrés
que cursan con alteraciones del eje HHA como son la ansiedad y/o la depresion.
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Abstract

Gastrin-rcleasing peptide (GRP) exerts several functions within the hypothal-
amus and may be involved in the regulstion of pituitary hormone secretion.
The purpose of this study was (o investigate the central effect of GRP on hypo-
thalamic-pituitary-adrenal axis activity in the male ral. Intracerehroventricu-
lar {i.c.v.} but not intravenous adminstration of GRP (1, 10, 100 ng/rat)
increased plasma ACTH and corticosterone concentrations in a dose-depen-
dent manner. The laghest dose (100 ng/rat) of GRP increased plasma ACTH
and corticosterone 4- and 14-fold, respectively. This increase peaked at 30-
60 min after 1.c.v. injection, decreased gradually and returned (0 baseline lev-
cls 240 min after GRP admanistration. The i.c.v. administration of {Leu'?-
y-CH NH-Leu'*) bombesin, a competitive and specific GRP receplor antago-
nist, had no effect on ACTH and corticosterone secretion; however, a dose of
1 pg/ral completely blocked the increase of both hormones induced by GRP
(10 ng). By using a-helical (9-41) corticotropin-releasing factor (CRF), a com-
petitive antagonist of CRF, the role of CRT on GRP-induced ACTH and cor-
ticosterone secretion was ailso explored. a-Helical (9-4i) CREF (10 pg/rat)
blocked the mncrease in ACTH and corticosterone secretion induced by GRP
(10 ng). The results obtained m this study suggest that GRP increases the
secrction of ACTH and corticosterone in the plasma by acting centrally on
GRY receptors, and that endogenous GRI receptor ligands do not tonically
regulate ACTH and corticosterone secretion. Furthermore, the hypothalamus-
pituitary-adrenal-activating effects induced by GRT appear to be mediated, at
least in part, by CRE.

mals {2-4]. Administration of GRP produces a wide vari-
ety of ellects including stimulation of gastric and pan-

Gastrin-releasing peptide (GRP?), a 27-amina acid pep-
tide, was isolated from porcine nonantral gastric and
intestinal tissue [ 1] and subscquently identified in the gas-
trointestinal tract and central nervous system of mam-
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creatic secretions in experiniental animals and humans[5,
6). hvpothermia {7]. saticty {8] and regulation of hypotha-
Lamiic and hypophysial dopaminergic neurons [9, 10}
Despite the function of GRP as a gastric iransmitier
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located in the gastric vapus terminals that regulates gas-
e velease being well known, its role in the central nes-
vous systent remains (o be ascertained.

Both GRP and bombesin (a [4-amime acid peptide iso-
lated fram frog skin) [11] comtain the COOH-terminal

heptapeptide which is (he biologically active portion of

the peptide. The destribution of GRP/bombesin-like pep-
tides and their reeeptors has been identified in mammali-
an tissucs such as the gastrointestinal tract {12, 13) and
the central nervous system [14-16].

Afthough GRP receptors (GRP-preferring receptors)
are widely distributed throughout the central nervous sys-
tem, the highest density of receptors has been identified in
the hypothalsimus {17, 18] and anterior pituttary [19],
suggesting @ role of this peptide i the regulation of hiypo-
thalamic and pituitary hormone secrction. Indeed. ad-
ministration of GRP inlubits growth hormone f20, 21)
and prolactin secretion [22, 23] in the rat, and stimulfaics
ACTH sceretion in rat [24] and men {25]. The anatomical
disteibution of GRI? receptors and the effeets of GREP on
pituitary hormone seeretion suggest that this peptide may
be relevant in the control of hypothalamic-priuitary-adre-
nal {HPPA) axis.

On this basis, the present investigation was destgned to
examine the eftects of central and peripheral administra-
tion of GRP on ACTH and corticosterone scerction in the
rat. By using (Leu' y-Cls-Leu'™) bombesin, a competi-
tive and specific GRP antagomst [26], we have also deter-
mined whether or not these effecls are medaated via GRP
receptors, and if endogenous GRP Ligands tonically regu-
late ACTH or conicosierone secretion. in addition, 1o
provide some insight into the undertving mechanisms by
which GRP stimulates the HPA axis, the effect of central
admimistration of a-helical (9-41) corticotropin-releasing
factor (CRI), o competitive CRE antagonist [30], on
GRP-induced ACTH and corticosterone seeretion have
been studied.

Materials and Methods

Aitiinals

Male Spraguc-Dawley rats weighing 200-250 g were oblained
from Parlun baterfauna thérica (Sam Fehid de Codines, Batectona,
Spain}, maintained tn a temperature- {23 1°C) and light-contralled
(Gights on between 08,00 and 2000 by covironment and provided
tood (Panlab) and tap water ad libitum, All the experintents included

W his study were poiformed Solloseng the highest standards of

humane angmal care, moaioring health care and mintizing pidn
and suflering, in avcordance with nationad and imtemational Luws for
the care and use of lahoratory amimats,

GRE-Mediated Repulation of HPA Asis

Irues

Crastrin-releasing peplide (Peninsula Laboratories, Belmaont, Cal-
i, USA), (Leu' y-CHaNH-Leu™) bombesin (Rescarch Biochemi-
cals Enternational, Natick, Mass., USA) and a-helicsd (9-41) ¢RI
{Sigma Chemicals Co, Madrid, Spaind were dissolved in 9% NaCl
Drugs were admmistered as mdicated i the fegends of the appro-
priage fpures.

Nervica! Procedures

Incanimds recerving itracerebroventricular {i.c,v.) mjechions a
stainless-steel purde cannula was implanted e the right lateral cere-
bral ventricle 5 days prior 1o the experiment. Rats were anesthetized
with Equithesio {3 miZkg, intraperitoneal) and positioned in a sterco-
faxic {rame (David Kopf Instruments, Vajunga, Calif,, USAY wilh Lhe
tneisor bar set 2.4 mm below the horizontat planc. A 23 paupe stain-
fess-stee] guide cannuda was implanted 1.4 mm Saeeal 1o nadline @
bregana (10 mm anterioc/posteriar) and 3.2 mm belew dura accord-
g e the athas by Konig and Kbppel {27), and anchored 1o the skutl
willy stnless-steel serews, One day afier surgery, animals were hand-
led every day 1o mminmize the eifects of siress duc 1o mampulatien,
On the day of the experiment, GRP | {Leu" oy -CHLNIH-Leu'™) bom-
besin, a-hiehical (9-4 1 CRY o vehicle were mjected i a volime of
Sul with @ 10-pl Hamifton microsyringe connected o 3 W-gauge
stadnless-steel mjector which protruded | mm bovond the vy of the
ruide cannula and inwe the lateral ventricle. The placement of the
cunnulas was venlied histalogically and only those animaly with
proper ey, placerments were included in the study.

Serig] Blecding end Blood Sampling

Loedwetlg ciplt atnad catheters (P15 tabving, Clay Adams, Cas-
sippaany, NI USAY were implanted vio the external jugular vein
under Equithesin anesthesia § davs priod w (he experiment. On the
day of the experiment. extenonzed catheters mindividually caged
animals were connected 1o extension whing (PE-50 1ubing, Clay
Adamsyand el undisturbed for 60 min, Bood samples (0.7 mbywere
caliccted 0, 30,60, 120 and 240 min relative to drag or vehicle injec-
o, The volume of blood withdrawn at cach time point was immie-
diately rephaced with an equivalent velume of resuspended red blood
vells i heparimized sabine (V00 Ufmiy Iy order to avoid ACTH or
corticosterone changes mduced by circadian rhythims that could
avask o vesubes, all experiments swere pertormed bepween 09 .00 and

[ REEARI]

ACTH cned Connicosterone Redioftimanoassany

Trunk bload was catlected following, decapiation o from the
Juputar vemsand centrituped (1000 rpm. 4°C 18 min): plasma was
stored lrozen (- 8070y until harmone assavs were peclormed.

Corticosterone was extracted ollowing the method of Armario
and Castellanos [28] By, corticanterane bunding, pootein (rans-
cortin was hydrolyzed by incubation with trypsin (Bochringer Mann-
heim, Madod, Spain} Tor 66 min af room temperature. Trvpsin was
machivated by irypsin mbibiton imsatment {Bochininner Mannheiny
for 30 mm al roum temperature. Corticosterone {Sizima O hemicals
Co., Madind, Spam) was used as the wssay sundand. Radiommmau-
noassitys were performed by adding corticosterone antiserinu (Bio-
chin Clindval Services Limited, Cardatt, URY and 1Hcorseosterone
{Amersham, Madnd, Spaind ar specilic activity ol 88 Cifninal
(RO cpmdaubnd to this minture, Afler wenbation s 4°C {or 16
24 h, the antigen-anubody comples was separated Trom unbownd
wnltpen with L% charcoal and centnilueed ar 4°C, TO00 rp, o
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Fig. 1. Elfect of 1.¢.v. and iv. administration of GRP on plasma
ACTIH and corticosterone cancentrations in male rats. a, b Rats were
mjected with GRI* (1, 10 and 100 ng/rat) or its saline vehicle (5 pl/
rat, i.cv.), e d Rats were injected with the same doses of GRP or its
corresponding saline vehicle (200 plfrat, iv.). All animals were killed
by decapitation 30 min afier the administration. Columns represent
means and vertical lines 1 3EM of plasma ACTH or corticosterone
concenirations (rom 5-7 nutle rats, An asterisk indicates vatues from
GRP-treated cats that are significantly different (p < 0.05) {from vehi-
cle-teeated controls,

10 man. FFinally, the supernatant was decanted and mixed with a lig-
uid scintillation cocktad betore counting. The lower fimit of sensitivi-
ty of the assay was 2 ag/sul. The intra- and interassay vanability was
5.5and 7.5%, respechively.

ACTH radiommunoassay was performed following the method
of Arts et al. {29]. Radiommmuncassays were performed by adding
ACTH antiserum (ACTH-{, IgG Corp., Nashville, USA} and %51-
ACTH (Amersham, Madrid, Spain} at specilic activity of 2,000 Cy/
nmmaol (8,000 cpm/tube) 1o the sample. Human ACTH (Sigma Chem-
icals Co.) was used as the assay standard. ARer incubation a1 4°C for
72 h, the antigen-amtibody complex was scparated {rom unbound
antigen with a second antibody (IgG-GARGG, 1gG Corp.} and after
3 hool incubation, contriluged at 4°C. 3,000 rpm, for 25 min. Finally,
the supernatant was decanted and pellcts were counted in a gamma
counter. The lower Tinat ol sensitivity of the assay was 1O pmol/ The
intra- and interassay viridality was 8.7 and 15%, respectively.
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Stertistical Anelyses

Statistical analyses were perlormed  using one- or two-way
ANOVA followed by the Stadent Newman Keuls west. Differences
were considered significant if the probability of error wis less than
5%

Results

As shown in figure 1a, b, i.c.v. administration of GRP
(1100 ng/rat) 30 min before decapitation produced a
dosc-dependenlt increase in plasma ACTH and corticoste-
rone concentralions in the ral. The maximal clfcet was
found with the 100-ng dose, which significantly increased
plasma ACTH (4-fold) and corticostcrone (14-ipld) con-
centrations. A higher (1 pg) dose did not induce any fur-
ther mercase (data not shown). By contrast, intravenous
(v )y administranon of GRP at the same doses was with-
out effect on ACTH and corticosterone concentrations in
the plasma (lig. 1¢, d). The poteat stimulatory action of
GRP on the seeretion of ACTH and corticosterone was
revealed again when the time course of the peptide was
determined (fpg. 2} A single Lev. injection of GRP
{100 np/raty ncreased ACTH and corticosterone seere-
tron by 30 min, an effect that was maintained for an addi-
tional 30 min for both hormones. ACTH and corticoste-
rone plasma levels returned 1o control values by 240 min
after drug injection.

Intracerchroventricular admimistration ol the competi-
tive and specific GRP antagonist (Leu'*-y-CH-NH-
Leu'*y bombesin, at doses of 10, 100 ng/rat or 1 ug/rat.
30 min prior decapitation was without effect on the secre-
tion of ACTH and corticosterone in the plasma (fig. 3}
However, when rats weee tajected to.v, with GRP (10 ng/
rat) and (LeuVly-CH>NH-Leu'4) bombesin (1 pg/rat)
mixed together, 30 min before decapitation, this antago-
nist was able to completely block the stimulatory effects of
GRU an ACTH and corticosterone concentrations in the
plasma (fig. 4).

u-Helical (9-41) CRT has been described as a competi-
tive CRE antagonist {30) that also shows a partial agonist
cflect at high doses. [n order to establish whether or not
this compound exhibited agonist activity on ACTH and
cordicoslerone secretion, different doses of o-helical (9-
41JCRE (1, 3 and 10 pg} were given Le.v., 20 min before
decapitation. e-Helical (9-41) CRF was without effect on
ACTH and corticosierone seeretion at the doses adminis-
tered (fig. 3} As showa in figure 6, 1.¢.v. admunistration of
a-helical (9-41) CRF {10 pg/rat) 20 min before GRP ad-
ministration bfocked the increase in ACTH and cortico-
sterone concentrations induced by this ncuropeptide.

Garrido/Martin/ Ambrosio/Fuentes/
NManzanares



Fig. 2. T course ol the eltects ol GREP
on plasma ACTH and corticosterene con-
centrations o ntade rds. Blood was collecied
from an exterionized tubing implanied inhe
cipht atrivm via the jugular vein betore (zeso
time) and 30, 66, 120 and 240 min alier
saline vehicle or GRI® administration (100
wg/S plirat, icov). The results represent the
means and vertical lines | SEM ol ACTH (a)
or cortrcosteronc (b) concentrations from 5-
7 rats. An asterisk indicates values (rom
GRP-treated eats that are significantiy dif-
ferent (p < 0.05) from vehicle-treated con-
trols.

Fig. 3. Dose response of the efiect of
(Leu'y-CHNH-Leu"™ hombsm on plis-
ma ACTH and corticosterone concentra-
tions in male rats. Rats were injecied with
{Leu"y-CHA-NH-Lea' ) bambesin (10, 100
and 1,000 ng/rat) or wih its saline vehicle
(5 plfrat, Levyy and killed by decapitation
30 min fater, Columins represent ancans and
vertical hines | SEM of plasma ACTH {a)
and corticosterone (b) concentrations of 5-6
Tats,

Fig. 4. Effect of GRE and (Leo''y.
CHaNH-Leu's) bombesin on plasma ACTLH
and corlicosterone conceniralions in male
rats. Rats were injected with GRP (10 ngfrat:
Sulirag, e andfor (Leu'yw-CH;NH-
Leu'y bombesin (3 ppfrat w0 Spl 1ov)
mixed together and kitled by decapitation
30 min later. Control rats were injected 1oy
with saline velvicle (5 glfrat) 30 miun prior 1o
decapitation. Columas represcotl means and
vertical lines 1 SEM of ACTH (a) or cortico-
sterone (b) concentrations from 5-9 rals. An
astectsk indicates values from GRP-reated
rats that are significantly different {p < 0.05)
frem vehicle-treated conirols,

GRE-Medined Regulation of THPA Axs
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Fig. 5. Liffect of a-heh:cal {941 CRE on
plasma ACTH and corticosierone concen-
trations in mafe rafs. Rats were injected with
a-helical CRE (1, 3 and 10 pgirat; 5 phirat;
1.c.v.) and killed by decapitation 20 nyin lat-
er. Control rats were injected Loy, with 0
saline vehicle (5 pifraty 20 min prior 1o dega-
pitation, Columas represent means and ver-
tical lines V SEM ol ACTH (a} or corlicoste-
rone () concendrations from H-310 1415,

ACTH fomolil)

10

Fig. 6. Ifccl of GRP and e-helical (9-
41) CRF on plasma ACTH and corticoste-
rone concentrafions 10 male rats. Rats were
mjected with o-helical (9-41) CRF (10 pg/
raly 5 pbfral; ic.v Y er s satine vehicke (3 plf
raf; i.ev) 20 min prior 1o GRP {10 ngfrat;
S plirat; 1e.v.) or ity saline vehicle (5 plivat
Lo ) admipistration, Trunk blood was col-
lected 30 min after GRI® injection. Control
rats were injected 1o, with saline vehicle
(5 plirat) twice, 50 and 3¢ min prior 1o deca-
pitation. Colummns represent means and ver-
tical lines 1 SEM of ACTH (a) or corticoste- o
rone (b} concentrations from 5-6 rats. An
asterisk indicates valucs fromt GRP-trecated
rats that are signilicantly different (p < 0.05)
from vehicle-treated controls.

200

150
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Discussion

The marked stimulation of plasma concentrations of
ACTH that follows i.c.v. bul not i.v. administration of
GRP reported in this article is consistent with the results
of carlier studies [24] in which similar doses of GRP given
i.c.v. increased ACTH. [n addition, central but not 1.
administration of GRP also increased corticosterone se-
cretion in the plasma. The lack of effect of Lv. administra-
tion of GRP on ACTH and corticoslerone secretion sug-
gests that the stimulatory action of GRP on HPA axis hor-
mone secretion may occur via a cendral mechanism. On
the other hand, differences in pharmacokinetic and/or
mctabolic factors (dose, differences in the peptidases

Newoenducrmology 199868 1Th-122
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degrading GRP in the blood and cerebrospinal fluid,
transfer of GRP {rom the blood compartment to the pitu-
itary) may account for the discrepancies between GRP-
induced nercase in ACTH and corticosterone found com-
paring 1.c.v. and 1.v. administrations,

The pronounced increases in ACTH and corlicoste-
rone found afier the dose-response and time course effects
of i.c.v. administration of GRP suggest that this peptide
may play a physiological role in the control of HPA axis
hormone seeretion. However, the administration of the
GRE antagonist {Leu!day-CH-NH-Leu'} bombesin was
without ¢ffcet on ACTH and conticosterone scerelion,
indicating that endogenous GRP 1s nol tonically regulat-
ing cither harmone. In contrast, the administration of this

Garrido/Manin/Ambrosio/Fuentes/
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antagonist completely blocked e stimulatory effect of

GRP on both ACTH and corticosterone seeretion, sug-
gesting that thas acute action is mediated via GIRP recep-
{ors.

This study also provides evidenee for the involvement
of CRIF mn the stimulating elfect of GR1? on ACTH and
corticosterone seerction. The ability of a CRI- antagonist
to block the seeretion of both hormones induced by GRP
is in keeping with other studies [32-35]. Since celi bodics
of CRF neurons (hat regulate ACTH sccretion are pri-
marily located in the parvocetlular cells of the paraven-
tricular nucleus [13], and both ncuropeplides coexist in
this hypothalanic arca, it is likely that GRP stimulates
the scerction of ACTH and corticoslerone by increasing
CRF activity in this nucleas. 1 has also been shown thal
in the ovine median eminence, bombesin-like peptides
colocalize with CRE ncurons [32], and potentiate CRF-
induced ACTH release from ral and ovine dispersed ante-
rior patuitary cefls |33, 34], suggesting that these peptides
may participate in the regulation of CRF. Indeed, Kent et
al. [35] have recently demonstrated (hat ic.v. administra-
tion of bomtbesin clicits a raptd reicase of CRE from the
meduan entinence. Taken together these observations led

M E AR LA 4t aad et b aaareana et r ey

us to hypothesize that the increase in the seeretion of
ACTH and corticosterene induced by GRP may involve
the relesse of CRE from the median eminence or the acti-
vation of CRE7in the paraventricular nucleus of the hypo-
thalamus.

In summary, the resuits obtamed mthes study sugpest
that GIRP? inereases the seeretion o ACTIH and corticoste-
rone in the plasma by zcting centrally on GRP receptors,
and that endogenous GRP receptor ligands do nof tonical-
ly regulate ACTH and corticosterone secretion. This ef-
fect is also medialed through activation of the endogenous
CRF system in the central nervous system. These data
suggest the role of GRP as an additional ACTH seereta-
gogue acting through CRE release.
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Abstract

This study was designed o investigate the contnbution of the hypothalamus. antevior pituitary and adrenal gland in the increase of
adrenococticotropin (ACTH} and corticosterone seeretion induced by gastrin-releasing peptide (GRP) on in vitro isolated hypothadamus,
pituitary and adrena! gland. Funthermore, we have examined in dispersed anterior piitary cells whether the ACTH release induced by
GRP is u Ca’ ' -dependent process. Moderate concentrations of GRIP (1 and 10 nM) were wble 1o increase the refease of corticotrapin-re-
leasing factor (CRE)-like mateniat in the medium of isolated hypothalami, whereas higher concentrations {100 and 1000 nM)} were needed
o elevate ACTH and conicosterone seerction in pitvitary and adrenal guarters, respectively. The competitive and specific GRE receptor
antagonist {Leu' g CH, NH-Leu') bombesin (10, 100 and 1000 nM} was without effect on basal sceretion of CRF-like matcrial, ACTH
and conticosterone in isolated hypothalami, pituitary and adrenal quarters respectively. However, this antagonist (100 nM) completely
blocked the stimulatory effects of GRP (100 nM) on bivactive CRF, ACTH and corticosterone release. In addition, in dispersed anterior
pituitary cells which medium contained Ca?* (1.5 mM), GRP stimulated the secretion of ACTH, bul was without effect when the
concenration of Ca ' in the medium was Jower {200 nM). These results suggest that: (13 the hypothalamus, anterior pituitary and adrenal
gland scem 10 contribute o the elevation of ACTH and corticosterone seeretion induced by GRP by a mechanism mediated through GRI
receptoes and (2} the stimulation of ACTH by GRP in the anterior pituitary appears (0 be dependent upon the presence of physiologica!
concentrations of exiracellular €a?*. © 1999 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Kevwardy: GRIPD ACTH: Comcosterone: Hypothalamus—pituitary —adrenal axis: GREP antagomst Latracelullar calcium

I. Introduction supraoptic snd supractiiasmatic nuclei [4,13,19). BBN spe-

cific hinding sites have also been detected in rat anterior
pituitary reaggregate cell cultures {10] as well as in the
growth  hormone (GH)} and prolactin {PRL)-sccreting,
GH4CI cell line 1291 Although high concentrations of
immunorcactive BBN were found in bovine adrenal
medulla associsted with noradrenaline-containing cells [14].

Gastrin-releasing peptide (GRP), a 27-aminoacid pep-
tide, belongs to a family of mammalian peptides refated o
the amphibian 14-amino acid peptide bombesin (BBN)
[16]. Both GRP and BBN contain a common COOH-termi-
nal heptapeptide sequence which is the biologically active
portion of the peplide [6). These peptides are present in

several mammalian tssues and exert a wide variely of
eflects on the centrat nervous system as well as on periph-
eral tissues [3.12.15,27.28).

The highest density of GRP receptors is present in the
hypothalamus, maialy i the  arcuate,  paraventricular,

Correspanding  auhor, lhax t34.1-393-32640 B-mual

HrZenu e naX sinecines

BBN receptors have not been described yet in the adrenal
gland. The anatomical distribution of GRP immunorcactiv-
Wy and s receptors sugpgests that this peptide may be
relevaal in the control of hypothalamic—pituttary - adrenad
harmone secretion. Indeed, Garrido ¢t al. [8] have recentdy
demonstrated that intracerebroventricular (.e.v.) but not
intravenous (v} administration of GRP (10100 ng /rat)
clicits a marked increase i ACTH and corticosterane
seeretion, an action mediated via GRP and CRIE receptors.

(KK BRI /4010 /% - see frang avatter € (99 Elvevier Science 1.V AT righs teserved
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[ recent experiments, Meralt et al. [18] and Kent et al.
[11] have shown that restraint stiess produces a simuliane-
aus increase in the erntracelluby levels of both CRE and
BBN-like peptides inn the central nucleus of the amypdala,
as well as an elevation of BBN-like immunoreactivity in
different hypotbalamic nucles. 1 is also known thal various
aversive conditions influence the tevels and turnover off
CRIF at the cemiral nucleus of the amygdala {21.22]. These
duty indicate that like CRE, BBN-like peptides also appear
o be involved in the central response (o stress.

On this basis, the present experiments were designed to
investigate which component of the HPA axis mainly
coatributes to the increase of ACTH and corticosterone
secrction induced by GRP. To this aim, the effects of GRP
on CRElike material, ACTH und corticosicrone were ex-
amined in vitro on solated hypothalamus, anterior pitu-
itary and adrenad pland, In addition, as a prehmanary
approach and in order w explore whether the ACTH
release induced by GRI* is a Ca’ ' -dependent process, we
have examined the role of calcium on the GRI™mediated
regulation of ACTI release in dispersed anterior pituitary
cells.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male Sprague—Dawley rats weighing 200-250 g were
obtained from HMaslan interfauna Ibérica (San Felit de
Codincs, Barcelona, Spain), maintained in a temperature-
23°C) and tight- (lights on between 0800 and 2000 1)
controlled environment and provided food (Panlab) and tap
water ad libiwum. Experimems were performed following
the highest standards of humane animal carc, monitoring
health care and mintmizing pan and suffering, i accor-
dance to National and iernational Laws for the Care and
Use of Laboratory Animals.

2.2, Drugs

Gastrin-releasing peptide (GRI%; Peninsula Laborataries,
Belmont, CA, USA) and (Leu''4-CH,NH Leu™)
bombesin {Research Biochemicals International, Natick,
MA, USA) were dissolved in (0.9% NaCl.

2.3, In pitro snudies

These in vitro experiments were carmied oul by a modi-
fication of the method described by Scaccianoce et al.
{23-251

2.3 1 Isotared hipodhialamt

Rats were killed by decapitation. The hypothalami were
rapidly removed and bound anteriorly by the optic chiasin,
laterally by the optic tract. posteriorly by the mamnillary

bodies and dorsally 1 omm from the 1op of the third
venteicle. After removing the posterior lobe, cach hall of
the anterior piluitary was divided in two equal quaniers.
Hypothatami and pitutaries were preincubated individu-
ally for 2 hin 1 mlb of a mediom pH 7.4 as described by
Bradbury ct al. [5], at 37°C, chunging the medium every 30
min. Atier two 30-min preincubation pertods, the medium
was replaced with |l fresh medium 1o establish basal
release Tor 20 min. The medium was then changed with
one containing test agents and hypothalami were incubated
for another 20 min. The CRF-like material released was
determined by its ability to cause ACTH release from
anlerntor pituitary quariers incubated in vitro, as described
by Buckingham and Hodges {7] and Scaccianoce et al.
{24.25] The interval between hypothalamic incubation and
testing for CRF-like activity from anterior pituitary quar-
wrs was 20 man. the miedium was then removed and
centrifuged at 3000 cpin, 4°C, 10 min, 1o pellet any cellular
material and was stored frozen in aliquots at —~80°C. The
ACTH released into the medicm was measured by ra-
droimmurnassay.

2.3.20 Anterior pititary quarters

Alfter removing the posierior [obe, each balf of the
anterior pruitary was divided into two equal quarters and
was preincubated individually at 37°C in the same medium
described for the hypothalami. The medium was changed
every 30 min. and then exposed for 20 min o 1 ml of fresh
mediam with or without test agents. The medium was then
removed and centrifuged at 3000 pm, 4°C, 10 min. to
pellet any cellular material and was stored frozen in aliquots
at —80°C, The ACTIE released mio the medium was
measured by radioimmunoassay.

2.3.3. Adrendal gland quarters

The adrenal glands were removed by ventrat approach,
cleaned from adipose tissue, quartered ino four pieces and
preincubated individually for 2 h m 1 ml of Krebs-bi-
carbonate mediem pH 7.4 containing d-glucose (11 mM)
and bovine serum alburmin (0.25%), as described by Scac-
cianoce et ad. [24] at 37°C, changing the medium every 30
min and then exposed for 1 h w1 ml of fresh medium
with or withoul test agents. The mediui was then removed
and centrifuged ar 3004 rpm, 4°C, 10 min, o pellet any
cellular material and was stored frozen in aliquots at
- 80°C. The corticosterone released into the medium was
measured by radiommunoassay.

2,34 Dispersed anterior pitiitary cell cultieres

Rats were killed by decapitation and pituitaries were
removed under sterile conditions. The anterior lobes were
dissected free from the pasterior lobes and minced with
sterile surgical Dlade. The piditary eclls were incubated at
I7°C in 4% teypsin (Sigma, Madrid, Spain) for 20 min,
Trypsin wis nactivated by trypsin inhibiter treatment
(Sigma, Madrid, Spam) and dispersion of cells was aug-
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mented by triturating the fragments theough a sterile pipette
tip. Cells were pellet by centrilugation, and plated at a
density of 200L000-250.000 cells/well in 24-well plastic
cluster dishes (Falcon, Beeckton Dickinson Labware,
MAUSA}Y in DMEM (4500 mg of glucose/1} supple-
mented with H% fetal call serum (Reactiva, Barcelona,
Spain), streptomycin (50 g /mi) and penicillin (50 U /ml).
Cell cultures were incubated at 37°C in a bumidilied

atmosphere of 95% air—5% CO, lor 4 days. On the day of

the experiment (4 days after eell plating), the medium in
the wells was removed and 0.5 ml of fresh DMEM,
containing 0.6% Hepes and 0.25% bovine serum albusmin
(pH 7.4) were added to the cells for 60 min. During the
incubation period, cells were placed in an humidified
atmosphere at 37°C. The medium was then removed and
cells were preincubated in 0.5 ml of complete Ca?*-con-
taining medium (Ca** 1.5 mM) or low Ca’* containing
medium (Ca?* 200 nM), a1 37°C, changing the medium
every 30 min. After two 30-min preincubation periods, the
medium was removed from the cells and fresh medium
without (basal secretion) or with test agents were added to
the cells for 30 min. Medium was then removed and
centrifuged at 3000 mpm, 4°C, 10 min, o pellet any cellular
material and was stored in aliquots frozen at — 80°C. The
ACTH released into the medium was measured by ra-
dioimmunoassay.

2.4, ACTH and corticosterone radioimmunoassays

Corticosterone was extracted following the method of
Armario and Castellanos [1]. Briefly, corticosterone bind-
ing protein transcortin was hydrolyzed by incubation with
trypsin (Bochringuer Mannheim, Madrid, Spain) for 60
min al room temperature. Trypsin was inactivated by
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trypsin inhibitor  treatment (Bochringuer Mannheim,
Madrid, Spain) for 30 min at room temperature. Corticos-
terone (Sigma, Mudrid, Spain} was used as the assay
standard. Radioimmunoassays were performed by adding
corticosterone antiserum (Bioclin Clinical Services, Cardiff,
UK) and "H-corticosterone {Amersham, Madrid, Spain} at
specific activity of 88 Ci /mmoi (8000 c.p.m./tube) 1o this
mixtare. After incubation at 4°C for 16-24 h, the
antigen—antibady complex was separated Irom unbound
antigen with 1% charcoal and centrifuged at 4°C, 3000
rpm, for 10 min. Finally, the supernatant was decanted and
mixed with a liquid scintillation cockiail before counting.
Corticosterone antiserum cross-reacts with corticosterone
(100%), 11-dcoxycorticosteronc (9%), progesterone (0,2%)
and To-hidroxyprogesterone, 1 1-deoxycortisol, cortisol,
estradiol and 1estosterone (< 0.01%). The lower limit of
sensitivity of the assay was 2 ng/ml. The intra and
inter-assay variability was 5.5 and 7.5%, respectively.
ACTH radioimmunoassay was performed following the
method of Arts et al. [2]. Radioimmunoassays were pes-
formed by adding ACTH antiserum (ACTH-t, IgG Corpo-
ration, Nashville, USA) and ""LLACTH (Amersham,
Madrid, Spain) at specific activity of 2000 Ci /mmol (8000
c.p.m. /tube) (o the sumple. Human ACTH (Sigma, Madrid,
Spain} was used as the assay standard. Afler incubation at
4°C for 72 h, the antigen-antibody complex was separated
from unbound antigen with a second antibody (IgG-
GARGG, 1gG Corporation, Nashville, USA) and after 3 h
ol incubation, centetfuged at 4°C, 3000 rpm, for 25 min.
Finalty, the supernatant was decanted and pellets were
counted in a gamina counter. ACTH antiserum cross-reacts
with ACTH (1-39), 100%:; o -melanocyte-stimulating
hormone (aMSH), < 0.2%: B-melanocyte-stimulating
hormone (BMSH). 0.4%: B-endorphin (BEND), < 0.5%
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Fig. 1. Effecs of different concentrations of GRP on the release of CRF-fike material, ACTH aned corticosterone in isolated hypothalami. pituitary and

adrenal quanters. (@) Lolated hypothalami. (h) pituitary quarters and {c) adeenal quarters were exposed 10 GRP.

CRIF-like matenial refeased was determined

by s ability to cause ACTH release from anerior Pituitary guarters incuhated in vitro. Columins tepresent means and vertical dines | SEM of CRF-like

release. ACTH o carticosterone concentrations fram -7 deteroinations per group *

- values from GRE-treated proups that are significanmly differen

(£ < 0.05) from contrals. Basal hypothatamic release: 6.5 4 005 ag /ml /mg wet tissue of CRE-like material as ACTH basal pituitary release: 5§17 T4
ng/ml ACTH /g wet tissue: basal adrenal release: 3.7 4 6.1 A/l corticusterone /mp wet tissue



MM, Garrido ¢t al. / Brain Research 828 {1999} 20-26 23

a b [
T 150 ¢ 150 s 150
o Wi
2 3
E =
) < E
= 100 | % 100 g 00| (v
= 2 =
-~ E -?\E
] e ©
3 : :
® 50 i« 50 g 50
2 [ i
X 3 é
M < €
5 0 o 0 o 0
§0 100 1000 10 100 1000 ¢ §0 100 1000

(Leu"-y-CH,NH-Leu"} bombesin (nM)

Fig. 2. Lifect of different concentrations of {Leu - CH,NH-Leu'™ ) bombesin on the release of CRE-like material, ACTI and corticosterons in isolated
hypothialami, pituitary and adeenal guarters. (a} Tsoluted h}[xl(hal.nm (h) pituitary quarters and (¢) adrenal quaners were exposed to {Leu' -4-CH, N1
Leu'" ) bambesin, CRF-like material released from the hypothalami was determined by s ability © cause ACTI release from anterior pituitary quarters
incubated in vitro. Columns represent means and vertical fines 1 SEM of plasma ACTH or cotticosierone concentrations ltom §-8 determmitions per
group. Basal hypothalamic release: 7.6 + L1 ng/ml/mg wet lissue of CRE-like material as ACTH; dasal pintitary release: 2.8 +140.2 ap /ml ACTH smg
wet tissue; basal adrenal release: 3.3 1 0.1 ng /ml corticoslurone £ mg wel tissuc

and B-tipotropin (BLPH), < 1.3%. The lower limit of were considered significant if the probability of error was
sensitivity of the assay was 10 pmol /1 The intra and less than 5%.

inter-assay variability was 8.7 and 15%, respectively.

S 3. Results
2.5, Statistical analvses

As shown in Fig. | (a-¢), GRP produces a dose depen-

Statisticat analyses were perfermed using one or two dent increase in the release of CRE-like materiad in iso-
ways ANOVA followed by the Swdent—Newman-Keul's lated hypothalani, and an increase in ACTH refcase from
test or Student’s patred r-test, as appropriate. Differences pituitary quarters and conticosterone release in adrenal

.71 Control
M GRE 100 nM

€222 ' GRP {100 M « (Leu‘3 Y CHQNH (-uM') b(m:bemnl
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Fig. 3. Eficct of GRP and (lxu”--l--(_‘“lNll-tcu“} Bombesm on the release of CRIEF-bike material, ACTH and corticosterone i iolated hypothaliomn,
pituitary and adrenad quarters. (a) Iaolated hypotlalami, (b) praitacy quaniers and (o) adrenad quarters were exposed 1o GRP or GRE + (Leu'-3-CH  NH-
Leu" ) bombesin, CRE-Like material released was determined by it abitity W cause ACTIH celedse from anterion pagitary guarters incubated in vitro,

ACTH (% from basal)

CRF-like release (% from basal)
Cor;icosterone (% trom basat}

Columns represent means and vertical fines | SEM o plasnmia ACTH or corticosterone concentrations from 5-8 determinations per group * | vatues from
GRP-treated  groups that are signilicantdly different (P <0035 from control and GRP 4 (Leu' 4-CH L NH-Leu™) bombesin-treated groups. Basal
hypothalimic redease: 5.5 1 0.8 ng /ml Zmg wet tissue of CRE-Like nuenial as ACTH: hasal puiwitary selease: 3.6 3 05 ap /mt ACTH frug wet tissue.
basal adrenal release: L1+ 0.6 ng /mil comticostetane Fing wet tissaye
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quariets. Low concentrations of GRP (1 and 10 nM} were
able to increase the release of CRF-like material in isolated
hypothalami, whercas higher concentrations of GRP {100
and 1000 nM) were nceessary Lo increase ACTH and
corticosterone in pituitary and adrenal quarters, respec-
tively, The maximal cffect on ACTH and corticosterone
concentrations was found with the 100 nM dose.

The competitive and specific GRPP receplor antagonist
(Leu""--CH, NH-Leu™) bombesin [26], at concentrations
ol 1), 100 nM or 1 pM was without effect on the secretion
of CRF-like material in isolated hypothalami and on the
secretion of ACTH and corticosterone in piluitary and
adrenal quarters, respectively (Fig. 2 a—c). However, when
this antagonist (100 nM) was mixed together with GRP
(100 nM), it completely blocked the stimulatory effects of
GRP on the release of CRFE-like material in isolated hy-
pothalami and on the sceretion of ACTH in pituitary
quarters and corticosterone in adrenal quarters (Fig. 3
a—c).

As shown in Fig. 4, the effect of reducing extracelullar
Ca’* on the sceretion of ACTH induced by GRP was also
characterized in dispersed anterior pituitary cells after a 30
min incubation period. In complete Ca**-containing me-
dium (1.5 mM), GRP induced a dose-dependent increase
in ACTH secretion, which peaked at 100 nM dose. In
contrast, under low Cua*'-containing medium, GRP was
without effect on ACTH sceretion. The same results were
obtained after a 60 min incubation period (data not shawn).

400 ' —*— yigh CaZ*medium (1.5 mM)
©— Low Ca 2*medium (260 nM)

300 *#
*#

200 |- \}

*#
N

ol

ACTH (% from basal)

0 1 10 100 1000

GRP (nM}

Fig. 4 Calcium dependency of ACTH release as a response to GRP in
dispersed antenor pituitary cells. Four days culture cells were incubated
with different concentrations of GRE in complete Ca®’-coataining
medium (Ca®* 1.5 mM) or in low Ca® ' -containing medium (Ca®* 200
M) for 30 min. The results shown are representative data of three
independent experiments cach performed in quadruplicate. * | values from
GRP-treated groups that are significantly different (# < 0.05) from con-
wrols (Student-Newman-Keul's test), #, values fram GRP-treated groups
in complete Ca?*-contgining medivm that are significantly different
(£ <0.01) from GRP-trealed groups in low Ca'' -contgining medinm
(Student’s -test): Basal release: 2124 1.8 panol /1 ACTH in camplete
Cca'! ~containing medium: 19.5 + 3.5 prwt /8 ACTH in Yow Ca®* contain-
fng medium,

4, Discussion

The results of the present study show the contribution
of the hypothalamus, anterior pituitary and adrenal gland
in the release of CRE-like material, ACTH and cortico-
sterone in vitro induced by GRP, by using a validuted
bioassay {23-25}. The fact that concentrations of 1 and 10
nM of GRP significantly increased the secretion of CRE-
like material in isolated hypothalami, while higher concen-
trations (100— 1000 nM} were required to clevate the levels
of ACTH and conticosterone in anterior pituitary and
adrenal quarters, respectively, suggests a greater respon-
sivencss of the hypothalamus to the action of GRP in the
secretion of ACTH. Thesc resufts may support the hypoth-
esis that the stimulatory action of GRP on hypothalamus—
pituitary—adrenal axis (HPA) hormone secretion in vivo
occurs predominantly via a central mechanisen, and it is
consistent with the observation that low doses of GRP
increased the secretion of both hormones given i.c.v. but
not i.v. {8,201 As an allernative interpretation, the agonist
properties of Arginine/Vasopressin {(AVP) contained in
the medium from the hypothalamus that was bioassayed by
measuring ACTH release in pitvitary quarters may play a
role in such difference. Although the precise elements
mvolved i the stimulatory effects of GRP in the hypo-
thalamus remain to be determined, the following cvidences
suggest that this action may be mediated via hypothalamic
factors such as CRF and for AVP: (1) l.c.v. pretreatment
with cither CRF or AVP antisecrum significantly attenuales
GRP-induced increase in plasma ACTH {20] (2) Our labo-
ratory has recently reporied that i.c.v. administration of the
sclective CRF teceptor antagonist a-helical (9-41) CRF
completely blocked the increase of ACTH and cortico-
sterone secretion in the plasma induced by ic.v. adminis-
tration of GRP [8] and (3} This same CRF receplor antago-
nist significantly attenuates ic.v. bombesin-induced en-
docrine (increases in plasma ACTH, norcpinephrine,
epinephrine and glucose) and behavioral effects including
suppression of food intake, and increase of grooming
behavior [[7].

Apparently, the stimulation elicited by GRP on the
release of CRE-like material, ACTH or cotticesterone in
isolated hypothalami, puuitary and adrenal quarters is me-
diated through GRP receptors, since the compelitive and
specific GRP receptor antagonist {Leu"*-4-CH, NH-Leu')
bombesin completely blocked the effects of this neuropep-
tide on hormone secrction. In contrast, this antagonist by
itsell was without effect on the release of CRF-like mate-
rial, ACTH or corticosterone in these in vitro preparations
suggesting (hat endogenous GRP is not tonically regulating
the secretion of these hormones in the hypothalamus,
anterior pitwitary or adrenal gland. This observation is
consistent with the results that we have previously reported
for the in vivo studies [8].

The blockade of the stimulatory effects of GRP on the
release of bioactive CRF, ACTH and corticosterone in the
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different preparations used suggests a direct action of this
pepide upon hypothalamic, anterior pituitary and adrenal
GRP receptors. Consistent with this hypothesis, GRP-bind-
ing sites and mRNAx cncoding the GRP receptor have
been deseribed in the hypothadamus [4,13,19] and anterior
pituitary [9,10] Although there are no reports indicating
the presence of these receptors in the adrenal ghand, the
fact that GRP stimulates the seeretion of corticosterone by
the adrenals and that (he GRP antagonist blocked this
action may be considered as an indication for the presence
of GRP receptor in adrenal dissue.

GRP concentrations (10 nM; Fig. 4} required to releasc
ACTH in dispersed pititary cell were an order of maghni-
tude lower than in the case of pituitary quarters {100 oM,
Fig. 1}. This might point (o i secretagogue role for GRP in
pituitary corticotrophs that in vivo may be acting as a
hypothalamic releasing factor, Therefore, GRP may acti-
vate the HPA axis both through CRE [8] and directly by
acting upon i3 receplors st the pituitary corticotrophs. This
action appears o be supported by the fact that the GRP-
evoked ACTH release was found to be a calcium depen-
dent process in dispersed anterior pituitary cells and sug-
gests the existence of an exocyiotic-tike mechanism.

In summary, in agreciment with results published by
Merali et al. [¥8] and Kent eo al. {11], our daw related 1o
the effects of GRP on the HPA axis (unctioning suggest
that BBN-like peptdes may work in parallel o CRE as
part of a constellution of responses to stressors. I fact, the
results obtained in this study indicate that GRP, by acting
on GRP receptors, increases the release of ACTH and
corticosterone. Furthermore, it appears that in the anterior
pituitary, the GRP-induced increase of ACTH release is a
Ca’? dependent process. Further experiments are required
1o characterize this secretagogue role of GRP in the HPA
axis.
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Abstract

This study examines the effects of gastrin-releasing peptide (GRP) on 5-HT neuronal
activity in basal and under stress conditions, and its interaction with corticotropin releasing factor
(CRF) neurons. Intracerebroventricular (icv} administration of GRP (1, 10, 100 ng/rat) increased
5-HIAA concentrations in the paraventricular nucleus (PVN) of the hypothalamus, but was
without effect in the accumbens, suprachiasmatic and arcuate nuclei. Administration of (Leu -y-
CH,NH-Leu'") Bombesin (10, 100 and 100 ng/rat; icv), a GRP antagonist had no effect by itself
on PVN serotonergic activity; however, a dose of 1 pg/rat of this compound, completely blocked
the increase of 5-HIAA concentrations induced by GRP (10 ng). The administration of a-helical
(9-41) CRF (1,3 and 10 pg/rat), a CRF antagonist was without effect on 5-HIAA concentrations
in the PVN in basal condittons. Although this antagonist (10 pg/rat) attenuated the stress-induced
increase of PVN 5-HIAA and ACTH and corticosterone plasma concentrations, it did not block
the increase in 5-HT neuronal activity induced by GRP. By contrast, (Leu"-y-CH,NH-Leu '*)
Bombesin (1 ug/rat) blocked the increase of PVN 5-HIAA concentrations and reduced the ACTH
and corticosterane secretion induced by restraint stress.

Our data suggest that GRP, by acting on GRP receptors but not via CRF receptors,
increases 5-HT neuronal activity in the PVN. Furthermore, under stress conditions endogencous
GRP or CRF receptor ligands seem to be independently involved in the regulation of the increase

in 5-HT neuronal activity, ACTH and corticosterone secretion.



Introduction

Gastrin-releasing peptide (GRP), a 27-aminoacid peptide, was isolated from porcine non
antral gastric and intestinal tissue and is present in many mammalian tissues, including the
gastrointestinal tract and brain (Price et al, 1984). GRP is the mammalian counterpart of
amphibian bombesin (BBS) and shares most of the carboxyl terminal decapeptide sequence with
this peptide except for the sustitution of a fis residue instead of a (G/n at position 8 (Brown et
al., 1980). BBS-like immunoreactivity is widely distributed in the mammalian CNS, with the
highest content found in the arcuate, suprachiasmatic and paraventricular nuclei and in the anterior
pituitary (Steel et al., 1992). By using radiolabeled BBS ligand, receptor binding studies have
identified a high density of receptors in the suprachiasmatic, periventricular and paraventicular
nuclei of rat hypothalamus (Ladenheim et al., 1992) and in the anterior lobe of the pituitary gland
(Houben et al., 1994), suggesting that this peptide may play a relevant role in the regulation of
the hypothalamus-pituitary-adrenal axis hormone secretion. Indeed, we have recently shown that
GRP increases CRF-like material, ACTH and corticosterone in isolated hypothalamus, pituitary
and adrenal gland (Garrido et al | [999) Indeed, intracerebroventricular administration of GRP,
acting via GRP receptors {Garrido et al.,, 1998), increases plasma ACTH and corticosterone
concentrations (Olsen et al., 1992 Garrido et al, 1998). In addition, the increase of both
hormones induced by GRP, can be blocked by pretreatment with a CRI receptor antagonist
(Garrido et al., 1998, Merali et al, 1994) suggesting that the stimulatory action of this
neuropeptide on these pituitary hormones may involve the activation of the endogenous CRF
system.

A number of studies have shown that bombesin increases dopamine function in different
rat brain areas (Manzanares et al., 1991, Toney et al., 1992). However, little is known about the

involvement of bombesin-like peptides in the regulation of serotonergic (5-HT) neurons in the
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brain. Liposits et al. {1987) demonstrated a direct synaptic connection between serotonergic nerve
terminals and CRF containing neurons in the paraventricular nucleus of the hypothalamus (PVN).
Moreover, a number of studies ( Nagakami et al., 1986, Calogero et al, 1990) support the notion
of an excitatory influence of central serotonergic systems upon the HPA axis hormone secretion
and the association between stress and increase of serotonin metabolism in different brain regions,
including the hypothalamus (Inoue et al., 1994, Shimizu et al., 1992). Recently, Merah et al.
(1998, Kent et al., 1998) have reported that in vivo release of BBS-like peptides at the central
nucleus of the amygdala was markedly increased by stress exposure and that stress is associated
with fluctuation in endogenous regional levels of BBS-like peptides and in receptor density in
several brain regions. Taken together, these data led us to hypothesize that GRP, as a potent
activator of the HP A axis, may be potentially involved in the regulation of serotonergic activity
and in the regulation of stress response.

On these basis, the present investigation was designed to examine the central effects of
GRP on 5-HT neuronal activity under basal and stress conditions, and, by using the specific and
competitive GRP and CRF antagonists (Leu'’-y-CH,NH-Leu'*)Bombesin (Severi et al., 1989)
and o-helical (9-41) CRF (Ravier et al., 1984), respectively, evaluate its potential interaction with
the CRF neurons. Furthermore, in order to deep insight into the role of GRP in the HPA hormone
secretion induced by restraint stress, the effects of intracebroventricular administration of the GRP
receptor antagonist (Leu''-y-CH,NH-Leu') bombesin on the increase of ACTH and

corticosterone plasma levels induced by restraint stress were examined n the rat.
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Materials and methods

Animals. Male Sprague-Dawley rats weighing 200-250 g were obtained from Harlan Interfauna
Ibérica (San Felii de Codines, Barcelona, Spain), maintained in a temperature- (23°C) and light-
{lights on between 08:00 and 20:00 h) controlled environment and provided food (Panlab) and
tap water ad libitum. Experiments were performed following the highest standards of humane
animal care, monitoring heaith care and minimizing pain and suffering, in accordance to National

and [nternational Laws for the care and Use of Laboratory Animals.

Drugs. Gastrin-releasing peptide (GRP; Peninsula Laboratories, Belmont, CA, USA), (Leu"-y-
CH,NH-Leu'*)Bombesin (Research Biochemicals International, Natick, MA, USA) and a-helical
(9-41) CRF (Sigma Chemicals Co , Madrid, Spain) were dissolved in 0.9% NaCl. Drugs were

administered as indicated in the legends of the appropriate figures.

Surgical procedures. In animals receiving intracerebroventricular (icv) injections a stainless steel
guide cannula was implanted into the right lateral cerebral ventricle 5 days prior to the experiment.
Rats were anesthetized with Equithesin (3 ml/kg; intraperitoneal) and positioned in a stereotaxic
frame (David Kopf Instruments, Tujunga, California, USA) with the incisor bar set 2.4 mm below
the harizontal plane. A 23-gauge stainless-steel guide cannula was implanted 1.4 mm laterat to
midline at bregma (0.0 mm anterior/posterior) and 3.2 mm below dura according to Kénig and
Klippel Atlas (1963), and anchored to the skull with stainless-steel screws. One day after surgery,
animals were handled everyday to minimize the effects of stress due to manipulation On the day
of the experiment, GRP, (Leu"’-y-CH,NH-Leu'")Bombesin, a-helical (9-41) CRF or vehicle
were injected in a volume of 5 ul with a 10 pl Hamtlton microsyringe cannected to a 30 gauge

stainless-steel injector which protruded 1 mm beyond the tip of the guide cannula and into the
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lateral ventricle. The placement of the cannulas was verified histologically and only those animals

with proper icv placements were included in the study.

Stress procedure Unanesthetized rats were confined in an acrylic cylindrical tube (inner size 16
x 5x 5.3 cm) for 15 min. After this time period of restraint stress animals were removed from the

tubes and rapidly decapitated. Control animals remained n thetr home cages.

Tissue dissection and neurochemical analyses. Frontal brain sections (600 um) were prepared
in a cryostat (-9°C) and the accumbens, suprachiasmatic, arcuate and paraventricular nucleus of
the hypothalamus were dissected from these sections according to a modification (Lookingland
and Moore, 1984) of the method of Palkovits (1973). Tissue samples were placed 1n 60 pl of 0.1
M phosphate-citrate buffer (pH 2 5) containing 15% methanol and stored at -80 °C until assayed.

On the day of the assay tissue samples were thawed, sonicated for 3 s (Vibra Cell, mod.
VC-501, Sonics and Materials Inc., Danbury, CT, USA), and centnifuged for 60 s in a Microfuge
(1IEC, mod. Centra-MP4R, Needham, MA, USA). S-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) and 5-
hydroxytryptamine (5-HT} concentrations in these tissue extracts were measured by high
performance liquid chromatography (HPLC) with electrochemical detection. according to the
brain region, different volumes of the supernatant were injected onto a C18 reverse-phase
analytical column (5 pm spheres; 250 x 4.6 mm; Nucleosil; Scharlau, Barcelona, SPAIN) which
was protected by a precolumn cartridge filter (5 um spheres; 30 x 4.6 mm). The HPLC column
was coupled to a single coulometric electrode conditioning cell in series with dual electrode
analytical cells (Coulochem I1, ESA, Bedford, MA). The conditioning electrode potential was set
at 100 nA, and the analytical electrodes were set at +0.12 V and -0 31 V relative to internal Ag

reference electrodes. The HPLC mobile phase consisted of 0.1 M phosphate/citrate buffer (pH
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2.8) containing 0.1 mM ethylenediaminetetracetic acid (EDTA), 0.050% sodium octylsulphate
and 25% methanol. 5-HIAA and 5-HT contents of each sample were quantified by comparing
peak heights with those peaks of standards assayed the same day as determined by Shimadzu
Integrator (Shimadzu, mod. C-R4AX-CHROMATOPAC, Kyoto, Japan). The lower limit of
sensitivity of this assay for these compounds was 2 to 8 pg per sample. Tissue pellets were

dissolved in 1.0 N NaQOH and assayed for protein {Lowry et al, 1951).

ACTH and corticosterone radioimmunoassays. Trunk blood was collected following
decapitation and centrifuged (3000 rpin; 4°C; 15 min); plasma was stored frozen (-80°C) until
hormone assays were performed.

Corticosterone was extracted following the method of Armario and Castellanos (1984)
Briefly, corticosterone binding protein transcortin was hydrolyzed by incubation with trypsin
(Boehringuer Mannheim, Madrid, Spain) for 60 min at room temperature. Trypsin was inactivated
by trypsin inhibitor treatment (Boehringuer Mannheim, Madrid, Spain) for 30 min at room
temperature. Corticosterone (Sigma Chemicals Co, Madrid, Spain) was used as the assay
standard. Radioimmunoassays were performed by adding corticosterone antiserum (Biloclin
Clinical Services Limited, Cardiff, UK) and *H-corticosterone {Amersham, Madrid, Spain} at
specific activity of 88 Ci/mmol (8000 cpm/tube) to this mixture. After incubatton at 4°C for 16-24
hours, the antigen-antibody complex was separated from unbound antigen with 1% charcoal and
centrifugated at 4°C, 3000 rpm, for 10 min, Finally, the supernatant was decanted and mixed with
a liquid scntillation cocktail before counting. Corticosterone antiserum cross-reacts with
corticosterone  (100%), 11-deoxycorticosterone (9%), progesterone (0.2%) and 17a-
hidroxyprogesterone, 1 1-deoxycortisol, cortisol, estradiol and testosterone (<0.01%). The lower

limit of sensitivity of the assay was 2 ng/ml. No inter-assay vartability was found, since both



experiments were measure in the same assay. The intra assay variability was 5.8 %.

ACTH radioimmunoassay was performed following the method of Arts et al (1985).
Radioimmunoassays were performed by adding ACTH antiserum (ACTH -1, 1gG Corporation,
Nashville, USA) and "1-ACTH (Amersham, Madrid, Spain) at specific activity of 2000 Ci/mmel
(8000 cpm/tube) to the sample. Human ACTH (Sigma Chemicals Co, Madnd, Spain) was used
as the assay standard. After incubation at 4°C for 72 hours, the antigen-antibody complex was
separated from unbound antigen with a second antibody (IgG-GARGG, 1gG Corporation,
Nashville, USA} and after 3 hours of incubation, centrifuged at 4°C, 3000 rpm, for 25 min.
Finally, the supernatant was decanted and pellets were counted in a gamma counter. ACTH
antiserum cross-reacts with ACTH (1-39), 100%; a-melanocyte-stimulating hormone (eMSH),
<0.2%; B-melanocyte-stimulating hormone (BMSH), 0.4%,; B-endorphin (BEND), <0.5% and p-
Lipotropin (BLPH), <1.3% The lower limit of sensitivity of the assay was 10 pmol/l. No inter-
assay variability was calculated, since both experiments were measured in the same assay. The

intra-assay variability was 3.9 %.

Statistical analyses. Statistical analyses were performed using one or two way ANOVA followed
by the Student Newman Keul's test. Differences were considered significant if the probability of

error was less than 5%.



Results

The effects of GRP of 5-HT neuronal activity were examined in several brain regions. As
shown in table 1, GRP (1 to 100 ng/rat; 1cv} 30 min before decapitation produced a dose-
dependent increase in 5S-HIAA concentrations in the paraventncular nucleus of the hypothalamus,
whereas no effects were found in the the nucleus accumbens, suprachiasmatic or arcuate nuclei
of the hypothalamus. The administration of GRP did not alter 5-HT concentrations in all the brain
regions examined. Since GRP failed to alter 5-HT neuronal activity in the accumbens,
suprachiasmatic and arcuate nuclei, the following studies were focussed on the paraventricular
nucleus.

The effects of the competitive and specific GRP antagonist (Leu "-y-CH,NH-Leu ')
Bombesin on basal and GRP-induced 5-HT neuronal activity were also examined.
Intracerebroventricular administration of (Leu"*-y-CH,NH-Leu '*) Bombesin, at doses of 10, 100
or 1 pg/rat, 30 min prior decapitation was without effect on5-HIAA concentrations in the PVN
(Fig. 1). However, when rats were injected icv with GRP (10 ng/rat) and (Leu"*-y-CH,NH-Leu'*)
Bombesin (1 pg/rat) mixed together, 30 min before decapitation, this antagonist completely
blocked the stimulatory effects of GRP on 5-HT neuronal activity in this hypothalamic nucleus
(Fig. 2).

a-helical (9-41) CRF has been described as a competitive CRF antagonist (Rivier et al.,
1984) that also shows a partial agonist effect at high doses. 1n order to establish the possible role
of endogenous CRF in the regulation of 5-HT neuronal activity in the PVN, and to determine
whether or not this compound exhibited agonist activity on 5-HIAA concentrations, different
doses of o-helical {9-41) CRF (1, 3 and 10 pg/rat) were given icv, 20 minutes before
decapitation a-helical (9-41) CRF was without effect on 5-HIAA concentrations at the doses

administered (Fig 3).
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The role of CRF in the regulation of 5-HT neuronal activity as well as in the secretion of
plasma ACTH and corticosterone after restraint stress was also determined by using a-helical (9-
41) CRF. As shown in figure 4A, restraint stress increases 5-HIAA concentrations in the PVN,
and markedly elevates plasma ACTH and corticosterone concentrations (16 fold; Fig 4B and 4C).
Whereas icv administration of o-helical (9-41) CRF (10 pg/rat}, 20 min before decapitation, was
without effect on these parameters in basal conditions, it completely blocked the stress-induced
mcrease of S-HIAA concentrations, and attenuated the stress-induced increase of ACTH and
corticosterone concentrations (34 and 42 % respectively; Fig. 4A, B and C).

To determine if CRF is involved in GRP-induced increase of 5-HT neuronal activity, the
effects of a-helical (9-41) CRF on GRP-induced increase of S-HIAA concentrations were also
examined (Fig. 5): The stimulatory action of GRP as well as the lack of effect of a-helicat {(9-41)
CRF on 5-HIAA concentrations were revealed again in this experiment, On the other hand, icv
administration of a-helical (9-41) CRF (10 pg/rat) 20 minutes before GRP administration(10
ng/rat; icv) did not block the activation of 5-HT neuronal activity induced by this neuropeptide.

Consistent with Figure 4, tube restraint stress markedly increased 5-HT neuronal activity
in the PVN (Fig. 6A) as well as plasma ACTH and corticosterone concentrations (Fig. 6 B and
C). In order to determine if GRP receptors are involved in stress-induced increase in 5-HIAA
concentrations and on the secretion of plasma ACTH and corticosterone, the GRP antagonist
{Leu “-y-CH,NH-Leu ') bombesin, was administered icv at a dose of 1 pg/rat, 45 min prior
decapitation. Whereas this antagonist was without effect on 5-HT neuronal activity and on the
secretion of ACTH and corticosterone in basal conditions, it did blocked the stimulatory effects
ofrestraint stress on S-HIAA concentrations and attenuated the stresss-induced increase in ACTH

(52%) and corticosterone (43%) concentrations in the plasma.



Discussion

Microdissection technique for the isolation of discrete brain areas is a simply and reliable
method that has been used for many authors and offers a good resolution to measure biogenic
amines in brain cell groups by using high performance liquid chromatography coupled to
electrochemical detection (Manzanares et al.,, 1991a, 1991b, Palkovits, 1973, Toney et al., 1992),
By means of this experimental approach, the present study investigates the central effects of GRP
on 5-HT neuronal activity under basal and stress conditions and its potential interaction with the
CRF neurons. 5-HT neuronal activity was estimated in these experiments by determining the
metabolism of 5-HT in regions of the brain containing 5-HT terminals. Steady-state levels of
neurotransmitter are maintained in axon terminals during varying rates of neuronal activity by the
coupling between S-HT synthesis, release and metabolism. 5-HT metabolism was determined by
measuring the concentrations of the primary 5-HT metabolite 5-HIAA.

GRP produced a dose-dependent increase in 5-HIAA concentrations in the PVN of the
hypothalamus, whereas the concentrations of 5-HT were not affected. By contrast, the icv
injection of GRP had no effect on S-HIAA and 5-HT concentrations in the nucleus accumbens,
and other hypothalamic areas, such as suprachiasmatic and arcuate nuclei. Qur results are
consistent with the finding of bombesin-induced activation of 5-HT sensitive neurons in the rat
dorsal raphe nucleus (Pinnock and Woodruff, 1991), and also in keeping with the reported
activation of 5-HT neurons and increase of S-HT metabolism in thé PVNaﬁer elecmcal
stimulation of the dorsal raphe nucleus (Petersen et al., 1989, Saphier and Feldman, 1989). On
the other hand, it has been reported that 5-HT neurons from the PVN mediate adrenocortical
responses following afferent neural stimuli, since CRF-containing neurons projecting from the
PVN to the median eminence, which are invelved in controlling pituitary-adrenocortical function,

receive synaptic input from 5-HT neurons projecting from the midbrain raphe nuclei (Fuller, 1992,
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Feldman et al., 1987). Indeed, CRF, ACTH and corticosterone release is increased in rats by
drugs that enhance serotonin function (Petersen et al., 1989), a fact that is in keeping with our
findings, since GRP markedly increases ACTH and corticosterone secretion (Garrido et al., 1998,
1999, Merali et al., 1994, Olsen et al., 1992).

The administration of the GRP antagonist (Leu "-y-CH,NH-Leu ') Bombesin was
without effect on 5-HIAA concentrations in the PVN, indicating that endogenous GRP is not
tonically regulating S-HT activity in this hypothalamic nucleus. In contrast, the admimstration of
this antagonist completely block the stimulatory effects of GRP on 5-HT neuronal activity,
suggesting that this acute action is mediated via GRP receptors.

Neurons of the medial parvocellular division of the PVN represent the final common
pathway for the neuroendocrine responses to stress. These neurons synthesize CRF and AVP as
well as a variety of neuropeptides as GRP and project to the external zone of the median
eminence where they exocytose their packaged peptides into portal blood in response to stress.
Corticotropin-releasing factor (CRF) appears to be the major factor regulating the activation of
the hypothalamo-pituitary-adrenal axis, and its icv administration causes many physiological and
behavioral responses resembling those observed in stress (Dunn and Berridge, 1990}
Neurochemicat studies have shown that administration of CRF increases 5-HIAA concentrations
in the prefrontal cortex and hypothalamus of the rat (Lavicky and Dunn, 1993} and suggest that
during stress, released CRF can activate the serotonergic system. The increase of 5-HT
metabolism in response to different kind of stressors in different brain regions, including the
hypothalamus, has also been reported, (Inoue et al., 1994, Shimizu et al., 1989, 1992). Our
findings are in good agreement with these studies and also demonstrate that CRF is not tomcally
regulating 5-HT neuronal activity in the PVN in basal conditions. However, CRF mediates 5-HT

activation in the PVN during stress, since the CRF receptor antagonist, a-helical (9-41) CRF is



14

able to block the stress-induced increase of 5S-HIAA concentrations in the PVN, and to attenuate
the rise of plasma ACTH and corticosterone induced by restraint stress, as reported by others
(Arnold et al., 1992, Linton et al., 1985, Nakane et al., 1985, Ono et al., 1985, Rivier et al ,
1982). In the case of pharmacofogical activation of 5-HT neurons due to this bombesin-like
neuropeptide, the same dose of a-helical (3-41) CRF was unable to block the GRP-induced
increase of 5-HT metabolism in the PVN, suggesting that CRF receptors are not involved now
in the increase of 5-HIAA concentrations induced by GRP.

Recent studies related to the effects of GRP on the HPA functioning suggest that
bombesin-like peptides may work in parallel to CRF as part of a constellation of responses to
stressors. It is known that various aversive conditions influence the levels and turnover of CRF
at the central nucleus of the amygdala (Pich et al | 1995}, a nucleus considered to contribute to
emotional responses. Recently, it has been demonstrated that restraint stress induces an
immediate increase of bombesin-like peptides at the central nucleus of the amygdala (Merali et
al., 1998). indeed, paralleling with CRF changes, release of bombesin-like peptides and variations
of receptor density at different hipothalamic nuclei are also induced by restraint stress (Kent et
al , 1998).

As shown in this study, the administration of the GRP antagonist (Leu" -y-CH,NH-Leu'")
bombesin was without effect on 5-HIAA concentrations in the PVN or corticosterone and ACTH
plasma levels. However this antagonist was able to block the stress-induced increase of 5-HT
metabolism in the PVN and of both stress hormones. Therefore, the present data provides
evidence for the involvement of GRP in the stimulating effect of stress on plasma ACTH and
corticosterone secretion and on 5-HT metabolism in the PVN. On the basis that cell bodies of
CRF neurons that regulate ACTH secretion are primarily located in the parvocellular ncurons of

the paraventricular nucleus and that GRP is also present in this hypothalamic area, it is likely that
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GRP may stimulate the secretion of ACTH and corticosterone in response to stressors by
increasing CRF activity in this nucleus. Alternatively, GRP may cause the release of CRF from
the median eminence, since it has also been demonstrated that bombesin elicits a rapid release of
CRF from the median eminence (Kent et al., 1997). The ability of a CRF antagonist to block the
secretion of both the hormones induced by GRP (Garrido et al., 1998, Merali et al., 1994) is in
agreement with this hypothesis.

In summary, the results obtained in this study suggest that GRP, by acting on GRP
receptors but not via CRF receptors increases the 5-HT neuronal activity in the PVN;
furthermore, it appears that endogenous GRP or CRF receptor ligands are independently involved
in the regulation of the increase in 5-HT neuronal activity, ACTH and corticosterone secretion,
under stress conditions. Previous observations that icv administration of GRP provokes a large
increase in corticosterone and ACTH plasma levels together with the fact that a GRP receptor
antagonist is capable of blocking 5-HT activation as well as elevation in stress hormones are both
solid arguments that claims for a role of GRP in the response of the central nervous system to

stress.
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Table 1.
Effect of icv admunistration of GRP on 5-HIAA and 5-HT concentrations in different brain nuclei.

Rats were injected with GRP (1, 10, 100 and 1000 ng/rat) or its saline vehicle (5 pl/rat; icv) All

BRAIN REGION Control ! ng 10 ng 100 ng
accumbens n. S5-HIAA 6.8+0.6 7.140.6 7.6+0.7 7.240.6
S-HT 12.941.2 12.542.2 | 10.6x1.2 92407
arcuaie n 5-HIAA 6.6+0.8 65405 5.6+04 3.140.6
S-HT 9.941.1 9.740.7 7.9£0.7 90+1.3

suprachiasmatic n. | S-HIAA 7.1£0.5 8108 8.7+0.7 8.5+0.5
S-HT 09.240.6 82406 82410 11.0409

paraventricularn. | 5-HIAA 8.94+0.7 103104 [ 12101 | 118107 "
5-HT 15.1£1.9 12.1£1.0 | 149421 13.4£1.5

animals were killed by decapitation 30 min after the administration. Columns represent means and
vertical lines | SEM of S-HIAA or 5-HT concentrations (ng/mg protein) of tissues from 5-8 male
rats. * , values from GRP-treated rats that are significantly different (P<0.05) from vehicle-treated

controls.
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FIGURE LEGENDS
Figure [.
Dose response of the effects of (Leu'*-y-CH,NH-Leu'*)Bombesin on 5-HLAA concentrations in
the paraventricular nucleus in male rats. Rats were injected with (Leu"-y-CH,-NH-Leu'*)
Bombesin (10, 100 and 1000 ng/rat) or with its saline vehicle (5 pl/rat; icv) and killed by
decapitation 30 min later. Columns represent means and vertical lines 1 SEM of plasma 5-HIAA

concentrations of tissues from 6-8 rats.

Figure 2.

Effect of GRP and (Leu'*-y-CH,NH-Leu'*)Bombesin on S-HIAA concentrations concentrations
in male rats. Rats were injected with GRP (10 ng/rat; 5 ui/rat; icv) and/or (Leu"?-y-CH,NH-
Leu')Bombesin {1 pg/rat, 5 pl/rat; icv) mixed together and killed by decapitation 30 min later.
Control rats were injected icv with saline vehicle (5 pl/rat) 30 min prior to decapitation. Columns
represent means and vertical lines 1 SEM of 5-HEAA concentrations from tissues of 5-8 rats. *,
values from GRP-treated rats that are significantly different (P<0.05) from vehicle-treated

controls.
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Figure 3.

Effect ot a-helical (9-41)CRF on 5-HIAA concentrations in the paraventricular nucleus in male
rats. Rats were injected with a-helical CRF (1, 3 and 10 pg/rat; 5 pd/rat; icv) and killed by
decapitation 20 min later. Control rats were injected icv with saline vehicle (5 pl/rat) 20 min prior
to decapitation. Columns represent means and vertical hnes 1 SEM of 53-HIAA concentrations

from tissues of 5-6 rats.

Figure 4.

Eftect of a-hehcal (9-41)YCRF on 5-HIAA concentrations in the paraventricular nucleus | and
plasma ACTH and corticosterone concentrations in male rats. Rats were injected with a-helical
CRF(10 pg/rat, 5 ul/rat; icv) or its saline vehicle (5 pl/rat), 35 min before decapitation and
exposed to restraint stress (15 min) immediately before decapitation. Control rats were injected
icv with «-helical CRF (10ug/rat; 5 ul/rat; icv) or its saline vehicle (5 pl/rat} 35 min prior to
decapitation. Columns represent means and vertical lines 1 SEM of 5-HIAA (panel A), plasma
ACTH (panel B) or corticosterone (panel C) concentrations from from 5-8 rats, * , values from
saline-treated stressed rats and a-helical CRF-treated stressed rats that are significantly different
(P<0.05) from vehicle-treated controls. # , values from a-helical CRF-treated stressed rats that

are significantly different (P<0.05) from saline-treated stressed rats.
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Figure 5.
Effect of GRP and a-helical(9-41)CRF on plasma 5-HIAA concentrations in the paraventricular
nucleus in male rats. Rats were injected with a-helical (9-41)CRF (10 ug/rat; 5 pd/rat; icv) or its
saline vehicle (5ul/rat;icv) 20 minutes prior to GRP (10 ng/rat; 5 pl/rat icv) or its saline vehicle
(5 ul/rat;icv) administration, and killed 30 minutes after GRP injection. Control rats were injected
icv with saline vehicle (5 pl/rat) twice, 50 and 30 min prior to decapitation. Columns represent
means and vertical hines 1 SEM of 5-HIAA concentrations from tissues of 5-8 rats. *, values from

GRP-treated rats that are significantly different (P<0.05) from vehicle-treated controls.

Figure 6.

Rats were injected with (Leu"-y-CH,NH-Leu'") bombesin (1 pg/rat; 5 pl/rat; icv) or its saline
vehicle (5 ul/rat}, 45 min before decapitation and exposed to restraint stress {15 min) immediately
before decapitation. Control rats were injected icv with (Leu"-y-CH,NH-Leu'") bombesin
(Tpg/rat; 5 ul/rat; icv) or its saline vehicle (5 pl/rat) 45 min prior to decapitation. Columns
represent means and vertical lines £1 SEM of 5-HIAA (panel A}, plasma ACTH (panel B} or
corticasterone (panel C) concentrations from 5-8 rats. * , values from saline-treated stressed rats
and (Leu"-y-CH,NH-Leu'") bombesin-treated stressed rats that are significantly different
(P<0.05) from vehicle-treated controls. #, values from (Leu™*-y-CH,NH-Leu'*) bombesin-treated

stressed rats that are significantly different (P<0.05) from saline-treated stressed rats.
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Index terms: GRP: Stress, Paraventricular nucleus; 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA); 5-
hydroxytryptamine (5-HT); ACTH; corticosterone; (Leu "-y-CH,NH-Leu')

Bombesin; a-helical (9-41)CRF.
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