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ANTERIOR PITUITARY CELL LINES
oT3-1, LpT2, RC-4B/C

AND MtTW-10: REGULATION AND
CELLULAR PHYSIOLOGY

The anterior pituitary is a well-structured
organ with a clearly defined function,
which offers the possibility of studying the
mechanisms involved in organogenesis
and the maintenance of specific cell
functions. Due to the cellular diversity of
this endocrine gland, obtaining highly
purified primary cell cultures from this
organ is difficult. Recently developed
techniques based on targeted oncogenesis
have enabled immortalized cell lines that
maintain specific differentiated phenotypes
to be obtained and constitute a valuable
tool for studying their cell biology. These
model systems have allowed detailed
investigation into cellular and molecular
mechanisms otherwise inaccessible in vivo
or in complex primary pituitary cell
cultures. Thus, gonadotroph cell lines such
as aT3-1 and LBT2 are representative of
discrete stages of development that
express differentiated functions of the
gonadotroph lineage. In addition to these
experimental systems, there are others
that show a cellular population as diverse
as those observed in adult anterior
pituitary glands, such as the RC-4B/C and
MtTW-10 cell lines. In the present article
we provide a brief description of each of
the above-mentioned cell lines and review
several aspects of their regulation by
various factors.

Key words: Cell lines. Oncogenesis. Pituitary
gland. Gonadotrophs. Differentiation. GnRH. Lu-
teinizing hormone. Follicle-stimulating hormone.
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Lineas celulares
adenohipofisarias oT3-1, LPT2,
RC-4B/C y MtTW-10: regulacion
y fisiologia celular
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Fisiologia. Instituto de Tecnologias Biomédicas. Universidad de
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La adenohipéfisis es un érgano bien estructurado y con una funcién
claramente definida, que ofrece la posibilidad de estudiar los mecanismos
que intervienen en la organogenia y el mantenimiento de funciones
celulares especificas. Debido a la gran diversidad celular de esta glandula
endocrina, la obtencion de cultivos primarios altamente purificados de
tipos celulares concretos a partir de este drgano es una tarea dificil. El
desarrollo reciente de técnicas de oncogenia dirigida ha permitido la
obtencion de lineas celulares que mantienen fenotipos diferenciados
especificos y que son una herramienta valiosa para el estudio de su
biologia celular. Estos sistemas permiten la investigacion detallada de
mecanismos celulares y moleculares que, de otra manera, resultarian
dificilmente accesibles tanto in vivo como en cultivos primarios de células
adenohipofisarias. De esta forma, lineas celulares, como oT3-1y LBT2,
representan estadios discretos del desarrollo y se caracterizan basicamente
por la expresion de funciones diferenciadas del linaje de células
gonadotropas. Junto con estos sistemas experimentales existen otros que
muestran una poblacién celular tan diversa como la observada en
glandulas adenohipofisarias adultas, como ocurre en las lineas celulares
RC-4B/C y MtTW-10. En este articulo presentamos una descripcion
resumida de cada una de las lineas mencionadas anteriormente, y
revisamos varios aspectos acerca de su regulacion por diferentes factores.

Palabras clave: Lineas celulares. Oncogenia. Adenohip6fisis. Células gonadotropas.
Diferenciacién. GnRH. Hormona luteinizante. Hormona foliculoestimulante.

El desarrollo de la adenohip6fisis ha representado un modelo en
el estudio de los procesos de diferenciacion celular y organogenia
en mamiferos'. Esta gldndula endocrina se localiza en la base del
cerebro y descansa sobre una depresion en la superficie superior
del hueso esfenoides, la silla turca’®. Generalmente, se acepta que
la adenohipdfisis procede de una invaginacién del ectodermo en la
region del estomodeo en estadio embrionario, proceso que dara lu-
gar a la formacién de la bolsa de Rathke?.

En el primordio, la proliferacién celular se produce segin una
secuencia particular, posiblemente en respuesta a estimulos proce-
dentes de estructuras circundantes, el mesénquima y el diencéfalo,
que inducen a la aparicién de 3 regiones funcional y estructural-
mente diferenciadas que conforman la adenohipéfisis en el adulto:
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TABLA 1. Expresion de genes que codifican
hormonas adenohipofisarias durante el desarrollo
fetal del raton*®

Estadio del desarrollo | ARNm | Tipo celular
Ell1.5 a-GSU
E13.5 POMC (LA)

POMC (LI) Corticotropas
El4.5 TSHP Tirotropas
E15.5 GH Somatotropas
E16.5 PRL Lactotropas
E17.5 LHB

FSHP Gonadotropas

FSHP: subunidad B de la hormona foliculoestimulante; GH: somatotropina;
GSU: subunidad o de las hormonas glucoproteicas; LA: 16bulo anterior; LI:
16bulo intermedio; POMC: proopiomelanocortina; PRL: prolactina; TSHp:
subunidad P de la tirotropina.

la pars tuberalis, la pars distalis o 16bulo anterior, y la
pars intermedia o 16bulo intermedio®. La gran hetero-
geneidad celular que caracteriza a la adenohipdfi-
sis, que se basa fundamentalmente en la existencia de
diferentes poblaciones de células endocrinas, ha difi-
cultado el andlisis molecular y el estudio de su regula-
cién!. Si se tienen en cuenta los componentes celu-
lares endocrinos distintivos de la adenohipdfisis, se
observa que muestran un patrén ontogénico caracteris-
tico de expresion de hormonas, y cada tipo celular
aparece segtin un patrén temporal y espacial definido®,
que varia segtn las especies.

El trazador mds temprano de la diferenciacion de la
adenohipdfisis es la expresion del gen de la subunidad
0. de las hormonas glucoproteicas heterodiméricas,
que se detecta inicialmente en el E11.5 en el ratén, en
una agrupacion de células presentes en la regién ante-
roventral de la bolsa de Rathke*>. La progresién de la
diferenciacion celular continda con la aparicién del li-
naje de corticotropas marcada por la expresion del gen
de la proopiomelanocortina (POMC). El gen de la
POMC se activa en el estadio E12.5 en células corti-
cotropas del 16bulo anterior en el ratén. Estas células
se localizan en los margenes anteriores de la pars dis-
talis en este estadio, estando circunscritas dentro de
un drea estrechamente relacionada con el diencéfalo
basal, region en la que los transcritos de POMC se ex-
presan 2 dias antes*.

Las células tirotropas, que se identifican por la ex-
presién del gen de la subunidad B de la tirotropina
(TSH), son el segundo linaje de células endocrinas
dentro de la secuencia temporal de diferenciacidn, y
se identifican en el estadio E14.5 en una distribucién
similar a la de la subunidad o*.

Mediante hibridacién in situ se ha descrito la expre-
sién del ARNm de la somatotropina (GH) en el es-
tadio E15.5 en el ratén, expresiéon que coincide con
valores detectables de proteina del factor de transcrip-
cién-1 de pituitaria (Pit-1) en las mismas células, fac-
tor que se caracteriza basicamente por presentar una
regién de aproximadamente 60 aminodcidos similar al
homeodominio clésico. Es posible, ademads, la existen-
cia de una poblacién comin de células somatolacto-
tropas que luego se diferencia a células somatotropas
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y células lactotropas productoras de prolactina (PRL).
También parece existir un segundo linaje de células
lactotropas que surge independientemente de la expre-
sién de GH, y coexisten poblaciones distintas de célu-
las lactotropas y somatotropas en diferentes localiza-
ciones en estadios tempranos del desarrollo*. En
cualquier caso, las células gonadotropas son el dltimo
tipo celular en diferenciarse, y se detecta la expresion
de las subunidades B especificas de la hormona lutei-
nizante (LHP) y de la hormona foliculoestimulante
(FSHP) en los estadios E16.5 y E17.5 en ratén, res-
pectivamente* (tabla 1).

Las lineas celulares que mantienen fenotipos especi-
ficos son una herramienta valiosa en el estudio de la
biologia celular y molecular de la adenohipdfisis®. Un
ejemplo es el avance sustancial logrado en el estudio
de la GH, la PRL y la POMC, gracias al desarrollo de
las lineas celulares somatolactotropas GH-3, y la cor-
ticotropa AtT-20. Sin embargo, conocer cémo se lleva
a cabo la regulacién y la sintesis de las hormonas glu-
coproteicas como la TSH, LH o FSH ha estado difi-
cultado por la carencia de lineas celulares representa-
tivas, y el andlisis molecular de su regulacion depende
casi exclusivamente del uso de cultivos primarios, con
la consiguiente desventaja de una viabilidad limitada
y pérdida progresiva de funcién, y por la heterogenei-
dad celular que caracteriza a la adenohipofisis!. Esta
dificultad se ha solventado parcialmente por el empleo
de técnicas de oncogenia dirigida en ratones transgé-
nicos, herramienta poderosa en la produccién de li-
neas representativas de tipos celulares especificos>S.
Esta aproximacién ha permitido la inmortalizacién de
células con transgenes oncogénicos hibridos codifi-
cando regiones reguladoras que se expresan en dife-
rentes estadios del desarrollo!, lo que permite dirigir
la inmortalizacién celular, tanto espacial como tempo-
ralmente>S. Un ejemplo de la utilidad de tales técnicas
lo representa la expresion dirigida llevada a cabo por
Windle et al' y Alarid et al® de un transgén formado
por secuencias de la regién promotora del gen de la
subunidad o unidas a la regién temprana del virus
SV40 que codifica para el antigeno T, lo que permite
el establecimiento de lineas celulares con caracteristi-
cas propias de células gonadotropas, tirotropas o de
células precursoras dentro de estos linajes!. Estas li-
neas son, por tanto, herramientas utiles en el estudio
de los mecanismos relacionados con la expresion del
gen de la subunidad o, su sintesis y su secrecién, asi
como de la accién de segundos mensajeros y de las se-
cuencias génicas que actdan en cis y que se relacionan
con las respuestas a la hormona liberadora de gonado-
tropinas (GnRH)". Ademds, también son el primer sis-
tema modelo en el estudio del receptor GnRH!7 y cu-
yos ejemplos mds representativos son las lineas de
origen gonadotrépico o'T3-1 y LET2°.

Otros sistemas experimentales permiten una secre-
cién alta y continuada de hormonas. Un ejemplo lo
forman los tumores somatolactotrépicos trasplantables
MtT-W108, y la linea de células inmortales RC-4B/C,
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TABLA 2. Caracteristicas de la linea celular o.T3-1

Procedencia
Oncogenia dirigida en ratones. Transfeccion con un vector
formado por el antigeno SV40 T + 1,8 kb de la regién
reguladora 5’ de la subunidad o de 1a hormona
glucoproteica humana!
Linea celular gonadotropa no diferenciada de ratén’
Regulacion
Regulacién homdloga de receptores GnRH®710:14
Estimulacién dependiente de la dosis de GnRH de
la acumulacién de IP y de los incrementos del [Ca?*],!3:1722.24
Acoplamiento de GnRH-R a las vias de transduccién
de MAPK"28
Modulacién de GnRH-R por esteroides'®-*
Modulacién de la produccién de AMPc por PACAP!'>17:18
Expresan
El gen de la subunidad o>¢
Receptores GnRH>”
No expresan
Subunidad B de LH, TSH y FSH!
Receptores ERo,, ER} y TERP-1"2

Receptores PVR1 y PVR3!8

ERa: receptor de estrégenos o; ERP: receptor de estrégenos B; FSH: hor-
mona foliculoestimulante; GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas;
IP: inositoles fosfato; LH: hormona luteinizante; MAPK: proteincinasas ac-
tivadas por mitégenos; PACAP: polipéptido activador de la adenilciclasa de
hipéfisis; PACAP/VIP tipo-1; PACAP/VIP tipo-3; PVR1: receptores PVR3:
receptores TERP-1: producto truncado del ERoi; TSH: tirotropina.

procedente de un adenoma de rata macho, que tiene
como caracteristica mas relevante que contiene todos
los tipos de células endocrinas presentes en la ade-
nohip6fisis de la rata®. Dichos modelos proporcionan
sistemas complementarios, junto con las lineas de cé-
Iulas monoclonales y cultivos primarios, en el estudio
de la induccién y el mantenimiento de la funcién ade-
nohipofisaria.

LINEA CELULAR o.T3-1 (tabla 2)

Esta linea celular se generé por oncogenia dirigida,
en ratones transgénicos, mediante transfeccién con un
vector formado por aproximadamente 1,8 kb de la re-
gién reguladora 5° del gen de la subunidad o humana,
que se expresa normalmente en células gonadotropas y
tirotropas, junto a secuencias que codifican para el an-
tigeno T del virus SV40. De esta forma, Windle et al!
logran establecer la linea clonal gonadotropa o/T3-1.

Las células aT3-1 expresan el gen de la subunidad
o, pero carecen de la expresién de GH, PRL y
POMC, asi como del gen de la subunidad [ especifi-
ca de la TSH, la LH y la FSH'. Estas células tam-
bién codifican el ARNm del receptor de GnRH
(GnRH-R)*7, expresion que es especifica de células
gonadotropas, lo que ha facilitado la secuenciacién
del ADNc que codifica para este receptor. Por tanto,
el patrén de expresion especifico en células oT3-1
probablemente indica que la transformacién de las
células precursoras de las que se derivd la linea se
produjo en un estadio temprano del desarrollo, en el
que aun no se encontraban totalmente diferenciadas
a células gonadotropas’.

Regulacion por GnRH en células oT3-1

La linea aT3-1 es un modelo ampliamente utilizado
en el estudio de las vias de transduccién de la sefial
activadas por GnRH’ (fig. 1). Esta neurohormona hi-
potaldmica, regulador clave del sistema reproductor,
interactda con receptores especificos en la membrana

R.E. Caz2+ <4— IPg
DAG
\ ¢ & _ -
-7 | PKC| T ~~
P 1
7 N
» v
CDIC42 Ras— Raf
Fig. 1. Representacion esquemdti- \
ca de algunas vias de regulacion MEKK1 MEK 1/2
por GnRH en células oI3-1. Las
flechas discontinuas representan ) .
activacion indirecta. BMK: big MEKK4/7 ERK 1/2 Liberacion de
MAPK; ERK: cinasa regulada por + gonadotropinas
sefial extracelular; JNK: jun N-ter- INK

minal cinasa; MAPK: proteincina-
sa activada por mitégenos; MEK:
MAPK/ERK cinasa; MEKK: MEK
cinasa; PKC: proteincinasa C;
PLC: fosfolipasa C.
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plasmaética de células diana, regula la actividad trans-
duccional y transcripcional, modula la produccién de
segundos mensajeros y, consecuentemente, regula la
sintesis y la secrecién de gonadotropinas®’-1°,

En células oT3-1 los receptores GnRH estdn aco-
plados, a través de la interaccién con proteinas G /G,
a la activacién de la fosfolipasa C (PLC), probable-
mente el subtipo PLCB1, dando lugar a la formacién
de los segundos mensajeros inositol-1,4,5-trifosfato
(IP,) y diacilglicerol (DAG), necesarios para la movi-
lizacién de calcio intracelular y la activacién de varias
isoformas de proteincinasa C (PKC)!"!? y de protein-
cinasas activadas por mitégeno (MAPK)’ (fig. 1). Sin
embargo, no se han observado incrementos en la con-
centracion de AMPc en células aT3-1 tras estimula-
cién con GnRH, por lo que su activacién se relaciona
exclusivamente con la hidrdlisis por PLC de fosfolipi-
dos'. La cinética de activacién de la PLC por GnRH
sugiere, ademas, que el receptor GnRH no estd some-
tido a desensibilizacién homdloga rapida'®.

En esta linea celular, la desensibilizacién homéloga
parece relacionarse con cambios en el nimero de re-
ceptores GnRH, en los acontecimientos de sefializa-
cion por calcio y con la modificacién de varias isofor-
mas de PKC!!6. Se ha demostrado que en células
gonadotropas coexisten varias formas de isoenzimas
PKC. Ello incluye PKC convencionales tipo o, PBII,
que requieren de DAG y calcio para su activacion, las
nuevas isoformas de PKC 9, €, 1, que no son sensibles
al calcio pero que responden al DAG, y las PKC atipi-
cas, como la isoforma £'°. El GnRH modula a la PKC
€ y 0 y probablemente a las isoenzimas {, mientras
que los ésteres de forbol como el 12-O-tetradecanoil-
forbol-13-acetato (TPA), afectan a las isoformas de
PKC a, €, 9, y BII'>!6. En células oT3-1 se han identi-
ficado isoformas individuales de PKC tipo a, €, y ,
pero no las formas n ni B'>'°, por lo que no pueden
descartarse mecanismos de accién similares a los ob-
servados en células adenohipofisarias.

Regulacion hormonal

Las células oeT3-1 pueden modularse por un nimero
de factores peptidicos y hormonales distintos del
GnRH. Uno de estos factores es el polipéptido activa-
dor de la adenilciclasa (AC) de hipéfisis o PACAP.
Este péptido es capaz de estimular en células aT3-1 la
produccién de AMPc!, la transcripcién del gen de la
subunidad a!, la secrecion de LH'" y la sintesis de
ADN determinado mediante la incorporacién de [*H]-
timidina'8.

Estas células expresan receptores PACAP/VIP tipo-
1 (PVR1) y, en menor proporcién, receptores PA-
CAP/VIP tipo-3 (PVR3)'8. Las 2 formas endgenas de
PACAP (PACAP27 y PACAP38) interactian con
PVRI en células oT3-1 con afinidad comparable, y
activan a la AC y la enzima fosfolipasa C'°, hecho que
dard lugar a incrementos similares en los valores de
AMPc y de inositoles fosfato (IP)'8. El polipéptido in-
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testinal vasoactivo (VIP) también interactia con re-
ceptores PVR1, pero con menor afinidad que el PA-
CAP", y se detectan incrementos en la produccién de
AMPc del orden de 100 a 1.000 veces menor que los
alcanzados con PACAP y sin que se produzcan efectos
cuantificables sobre la acumulacién de IP'8,

La observacién de que el PACAP estimula la acu-
mulacién de AMPc en células aT3-1 proporcioné la
primera demostracién de efectos directos del péptido
en células de origen gonadotrépico, lo que sugiere,
ademds, que la respuesta en gonadotropas primarias
puede deberse a la activacién de receptores PVRI1'S.
Cabe sefalar, ademas, que los resultados obtenidos
por McArdle y Forrest-Owen'> indican que es posible
la activacién de mecanismos de desensibilizacién ho-
mologa del receptor PVR1 tras la exposicidn crénica
al PACAP27. La accién del PACAP induce cambios
en la [Ca?*] en las células oT3-1 a través de mecanis-
mos dependientes de IP, y de cAMP/PKA, principal-
mente a través de receptores PVR1". La estimulacion
por el péptido PACAP de la actividad PLC es respon-
sable, al menos en parte, del incremento que se obser-
va en la [Ca**]'8.

Otro tipo de regulacion importante en células clona-
les aT3-1 es la que se produce por esteroides como el
estradiol, que modula, entre otros procesos, la res-
puesta a GnRH en estas células!®. La exposicién cré-
nica al estradiol puede afectar a la liberacién de gona-
dotropinas estimulada por GnRH, asi como al nimero
de GnRH-R". El estradiol también es un potente regu-
lador del crecimiento y la proliferacién en células clo-
nales oT3-1'"2!, efecto que viene determinado por el
incremento en la incorporacién de (*H)-timidina'®2!.
El estradiol ejerce una accion especifica y dependiente
de la dosis a través del receptor de estrogenos o
(ERo) en la incorporacion de (*H)-timidina, que pue-
de inhibirse competitivamente por el raloxifeno, un
modulador selectivo del receptor de estrogenos
(SERM), y que se asocia con una alteracion en la dis-
tribucién del ciclo celular'®?!,

Las células aT3-1 expresan ER funcionales, y se
describe la expresion de ARNm para ERo, ERP y la
isoforma especifica de hip6fisis TERP-12!. El estradiol
también actda directamente en estas células y reduce
el nimero de GnRH-R y la eficiencia con la que los
GnRH-R residuales se acoplan a la produccion de se-
gundos mensajeros!®?>%, particularmente a los IP".

Las poblaciones celulares adenohipofisarias dificul-
tan la deteccién de la acumulacién de IP, por GnRH
en un tipo celular concreto. Por tanto, la linea aT3-1
ha permitido un andlisis detallado del metabolismo de
los IP en células de origen gonadotrépico. Los traba-
jos de Williams et al®* y Ortmann et al*> han demostra-
do que tanto el estradiol como la progesterona modu-
lan la produccién de mono, bis y trifosfatos en células
oT3-1 de manera similar a como se observa en pobla-
ciones mixtas adenohipofisarias. El estradiol también
incrementa la actividad PLC inducida por activacion
del GnRH-R. Sin embargo, la amplitud de las sefiales
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de IP, no conduce necesariamente a cambios consis-
tentes en las sefiales de Ca** y de las respuestas secre-
toras de LH en estas células?®?2. La accién de la pro-
gesterona, en cambio, altera la fase inicial Ca?*
independiente de las sefiales de Ca®* estimuladas por
GnRH?.

El estradiol modifica la liberaciéon de gonadotropi-
nas en respuesta a estimulos independientes del
GnRH-R y que incluyen la activacién de la PKC por
ésteres de forbol* y la movilizacién de Ca** por ioné-
foros?!. Por tanto, los esteroides pueden actuar sobre
loci posreceptores, para modular sistemas de sefializa-
ci6n mediados por Ca** y PKC'.

Regulacion por segundos mensajeros

Un segundo mensajero intracelular importante que
regula la accién de las hormonas liberadoras como la
GnRH es el calcio. La activacién por GnRH induce
la movilizacién inmediata del calcio intracelular y la
posterior entrada del calcio extracelular en células
gonadotropas, procesos clave en la sefal GnRH-R
(fig. 1). La entrada de Ca** en células oT3-1 se produ-
ce principalmente a través de canales de calcio sensi-
bles al voltaje (CCSV) en la membrana plasmatica,
mientras que el IP, libera Ca®* desde reservorios intra-
celulares. Ambos procesos estdn relacionados con la
secrecién de LH en células oT3-1*. Ademds, el IP,
resulta ser un elemento clave en la sefial GnRH-R ha-
cia las proteinas MAPK!'!.

La activacion del receptor GnRH en la linea aT3-1
da lugar a incrementos bifasicos espiga-meseta en la
[Ca®], que se relacionan con distintas poblaciones de
calcio intra y extracelulares'>?*, similares a los obser-
vados en células gonadotropas adenohipofisarias. Es-
tos cambios en la [Ca*"], se producen en forma de es-
piga inicial rdpida que se deriva de la movilizacién de
Ca?* desde el reticulo endopldsmatico, seguida por
una fase de meseta prolongada que depende de la en-
trada de Ca®* a través de canales sensibles a dihidropi-
ridinas (DHP-sensibles)!*?*. Ambas fases de espiga y
meseta exhiben distinta sensibilidad frente a concen-
traciones crecientes de GnRH y se observa un incre-
mento en la amplitud y una disminucién en la sefial de
calcio intracelular, respectivamente. También, como
ocurre en células gonadotropas adenohipofisarias, la
corriente de Ca?* de membrana en células o'T3-1 tiene
un componente transitorio (T) y uno sostenido (L)
(DHP-sensible). Parece que los CCSV en estas células
se encuentran espontaneamente activos, como reflejan
los resultados obtenidos con el agonista de canales de
calcio Bay K 8644, que actiia s6lo sobre CCSV en es-
tado abierto'*?*. En resumen, del anélisis de la [Ca?"],
se deduce que el sistema de acoplamiento a GnRH es
similar al de las células adenohipofisarias.

Los cambios en la concentracién de [Ca®*], pueden
ser modulados por el sistema AMPc/PKA en células
oT3-1. Un incremento en los valores de AMPc citos6-
lico conduce a la activacion de la PKA y la posterior
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entrada de Ca?* a través de canales DHP-sensibles'’.
Ademds, es posible que la activacién del sistema
AMPc/PKA también module la actividad de las gona-
dotropas sola o juntamente con el sistema IP,/DAG".
Parece existir diferencias esenciales en el sistema
AMPc/PKA entre gonadotropas y células clonales
oT3-1, puesto que su activacién no tiene efectos apa-
rentes sobre los cambios de la [Ca®*]; en gonadotropas
adenohipofisarias, pero favorece la entrada de Ca>* en
las células oT3-1". Finalmente, esta linea celular ca-
rece de las oscilaciones caracteristicas de gonadotro-
pas primarias en la [Ca®*], inducidas por GnRH, posi-
blemente por la atenuacién del sistema de
sefializacion Ca*/IP,>.

Regulacion por MAPK

Las MAPK son una familia de serina/treonina cina-
sas, que se activan rapidamente en respuesta a una
amplia variedad de estimulos, y su funcién se relacio-
na con la transmisién de sefiales extracelulares hacia
el nicleo’. La descripcién de la activacion de las
MAPK a través de receptores acoplados a la proteina
G por rutas Ras-dependientes e independientes’,
permite incluir la posibilidad de acoplamiento de
GnRH-R a las vias de transducciéon de MAPK (fig. 1).

En células oT3-1, GnRH activa a varias subfamilias
de MAPK: las cinasas reguladas por la sefial extrace-
lular (ERK), las jun N-terminal cinasas (JNK), las p38
MAPK vy las big MAPK (BMK)!''¥’. En células oT3-1
se ha descrito la activacion rapida y sostenida de las
formas de ERK1/2 por GnRH’. Alteraciones en el pa-
trén de pulsos de GnRH también afectan a la respues-
ta de ERK. La exposiciéon continua de las células
oT3-1 a GnRH favorece la actividad de ERK a corto
plazo (2 h), mientras que la exposicioén pulsitil es ne-
cesaria para mantener y prolongar la activacién de
ERK. Ademds, la entrada de Ca** a través de CCSV
parece ser necesaria para la activaciéon de ERK por
GnRH en esta linea celular®*%,

La cascada ERK no es la tnica ruta por la que
GnRH se comunica con el nicleo. La ruta JNK se ac-
tiva, en respuesta a GnRH-a, en una extensién mayor
que la cascada ERK?. En células oT3-1 la activacién
de ERK es totalmente dependiente de PKC y se man-
tiene por una via que se relaciona con c-Src, dinamina
y Ras. Por otra parte, la cascada JNK es activada por
una via parcialmente dependiente de PKC que se rela-
ciona con c-Src, CDC42/Racl y, probablemente,
MEKKI, lo que conduce a la activacién de INK y a la
induccién de c-jun en respuesta a GnRH'!'?"28, El pun-
to de divergencia entre las cascadas JNK y ERK pare-
ce ser la activacion de proteina tirosincinasas (PTK)
por PKC. La exposicién de las células o'T3-1 a toxina
pertussis bloquea la activaciéon de MAPK por GnRH,
lo que sugiere la existencia de una via adicional de
transduccién de la sefial a través de proteinas G/G,,
que coexiste con la transduccién de la sefal a través
de G /G, .
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TABLA 3. Caracteristicas de la linea celular L3T2

Procedencia
Hipdfisis procedentes de ratones transgénicos, transfectados
con el oncogén antigeno T de SV40 + region reguladora de
LH de rata (LHB-Tag)*>¢
Linea de gonadotropas diferenciadas de rat6n®¢
Regulacion
El patr6n de pulsos de GnRH regula la secrecién!®-3¢
Concentraciones crecientes de GnRH potencian
la produccién de NO de manera dependiente de la dosis®®
Activacién por GnRH de cascadas MAPK*%
Variaciones en la [Ca?], cualitativamente similares
a gonadotropas y células aT3-1%
Expresan
ARNm de GnRH-R®
LH biol6gicamente activa>?
Receptores de estrégenos (ERa, ERB, TERP-1) y receptores
de progesterona (PR)"-*
Receptores PACAPY
ARNm de FSH*"*
Receptores de andrégenos (AR) funcional®

ERou: receptor de estrégenos o; ERP: receptor de estrGgenos ; FSHB: su-
bunidad B de la hormona foliculoestimulante; GnRH: hormona liberadora
de gonadotropinas; LH: hormona luteinizante; LHB: subunidad  de la hor-
mona luteinizante; MAPK: proteincinasas activadas por mitdégenos; NO:
oxido nitrico; PACAP: polipéptido activador de la adenilciclasa de hip6fi-
sis; TERP-1: producto truncado del ERo..

LINEA CELULAR LBT2 (tabla 3)

La linea celular LBT2 se obtuvo mediante expresion
dirigida del antigeno SV40 T acoplado al promotor de
la subunidad LHP de rata, de manera andloga a la ge-
neracién de la linea oT3-1'57; las células LBT2 son
una linea mas diferenciada que sucede a las células
oT3-1 en el linaje de gonadotropas™®. Expresan las su-
bunidades o y B de LH, asi como el GnRH-R®.
Asimismo, secretan LH biolégicamente activa en res-
puesta a GnRH, efecto que es incrementado tras ex-
posicién a esteroides™®. La linea LBT2 expresa re-
ceptores de estrégenos y receptores de progesterona
inducibles por estrogenos”®, activina®'?? y el factor
esteroidogénico-1 especifico de células gonadotropas
SF-1°, que regula, entre otras acciones, la expresion
del receptor GnRH y de la subunidad LH[3.

Aunque los resultados de estudios de caracteriza-
cién previos en células LBT2 parecian apoyar la hip6-
tesis de que esta linea carece de la expresion del gen
FSHp*®, recientemente se ha detectado la expresion
inducible de ARNm de la subunidad B y la secrecién
de FSH?'. No obstante, no se ha detectado la expre-
sién de los genes de la subunidad B de TSH, razén por
la que esta linea representa un modelo celular que se
asemeja a gonadotropas totalmente diferenciadas pro-
cedentes de adenohipdfisis de ratén adulto®®.

Regulacion en células LiT2

La linea LBT2 es capaz de mantener respuestas si-
milares a las observadas en células gonadotropas dife-
renciadas. Turgeon et al® han caracterizado las res-
puestas secretoras a GnRH en la linea LBT2 y han
encontrado que responden a un pulso de GnRH (1-100
nM, 15 min) con un incremento dependiente de la do-
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sis de la secreciéon de LH”?. La respuesta secretora
también se determind frente a un régimen de pulsos
diarios de 10 nM de GnRH (pulsos de 15 min, cada 90
min) durante 4 dias, y se observé un incremento de la
secrecion de LH en respuesta al pulso inicial de
GnRH, independiente del nimero de células en culti-
vo’?. La respuesta secretora de LH frente al pulso ini-
cial de GnRH era significativamente mayor cada dia
consecutivo de exposiciéon a GnRH, que ademads se
potenciaba por esteroides”?. No obstante, las células
LBT2 no fueron capaces de mantener los valores en la
respuesta secretora tras exposicion a pulsos sucesivos
de GnRH?. Los resultados obtenidos con altas con-
centraciones de K*, que despolariza directamente la
membrana, han permitido comprobar que el régimen
de pulsos de GnRH probablemente afecte a la ruta de
sintesis/liberaciéon de LH independientemente de los
cambios en la respuesta del GnRH-R, alterando el
paso limitante de la velocidad en la sintesis regulada y
de la ruta de almacenamiento de LH en estas células,
lo que no excluye que exista una lesién o lesiones adi-
cionales en la maquinaria exocitética®.

Las células LBT2 responden a la administracién pul-
satil de GnRH y tras la exposicién a estradiol y dexa-
metasona, con un incremento de los valores de ARNm
de GnRH-R. También se incrementan los valores de
ARNm de LH tras pulsos de GnRH, sin que la expo-
sici6n a esteroides tenga un efecto aparente’?. Se han
identificado receptores de andrégenos (AR) funciona-
les en la linea LPT2%, caracteristica que puede facilitar
el andlisis de su accidn sobre las células adenohipofisa-
rias y la diseccidn de los mecanismos moleculares re-
lacionados con la regulacién por andrégenos de la pro-
duccién y secrecién de gonadotropinas®. En células
LPT2 también se han identificado receptores de estré-
genos del tipo ERo,, ERP} y TERP-1 y se ha descrito la
modulacién de la expresion del ARNm correspondien-
te por varios esteroides y por PACAP.

Regulacion por segundos mensajeros

La unién de GnRH a su receptor activa muchas cas-
cadas de sefializacion similares a otros receptores
transmembrana que se acoplan a proteinas G heterotri-
méricas (GPCR)" (fig. 2). En células LBT2 una de es-
tas rutas lleva a la activacién de varios miembros de la
familia MAPK34,

La activacién de ERK por GnRH se atenda tras ex-
posicién de las células LBT2 al quelante de calcio
EGTA (3mM; 1 min) o al antagonista de canales de
Ca?* de tipo L nifedipino (1 uM; 10 min), por lo que
se sugiere que la activacion de ERK es dependiente de
calcio extra e intracelular®. Esta activaciéon también
parece implicar a varias isoformas de PKC, y es par-
cialmente bloqueada por la inhibicién de la sefializa-
cién y por la desensibilizacién de la PKC tras exposi-
cién crénica a forbol 12-miristato 13-acetato (PMA)*.

Liu et al* han descrito un nuevo mecanismo de
translocacién al nicleo de ERK activada, depen-
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Fig. 2. Resumen de algunas vias de regulacion en células LPBT2.
GnRH-a: andlogo de la hormona liberadora de gonadotropinas;
FSHp: subunidad B de la hormona foliculoestimulante; MAPK:
proteincinasa activada por mitégenos; NO: oxido nitrico; PKC:
proteincinasa C.

diente de PKC en células LBT2, y han encontrado
que la expresion de las proteinas c-fos y de LHf se
regula de manera coordinada por GnRH a través de
vias dependientes de Ca?* y MEK (cinasa de MAPK
0 MAPKK). Por otra parte, Yokoi et al** han eviden-
ciado una cascada JNK que inicia la activacién del
promotor de LHB por un mecanismo dependiente de
c-jun. Parece que es la cascada JNK, pero no la
ERK, la que se implica en la activacién del promo-
tor de la subunidad B de LH por GnRH. La PKC y el
Ca?* no participan en la activacién inducida por
GnRH de JNK en células LBT2. Probablemente la
regulacién de esta activacion es diferente de la acti-
vacion de ERK y parece que no estd relacionada con
la secrecién de gonadotropinas™®.

Otra diferencia entre la regulacién de ambas casca-
das de cinasas se relaciona con la respuesta a la toxina
pertussis, cuya exposicion origina una disminucién en
la activacién de ERK por GnRH, pero que no eviden-
cia efecto detectable sobre la activacién de JNK en cé-
lulas LBT2, lo que indica que las proteinas G sensi-
bles a la toxina pertussis no estan relacionadas con el
efecto de GnRH sobre la actividad INK%*.

Las células LBT2 responden a la administracion
pulsatil de GnRH con incrementos de los valores de
ARNm de LHPB y de segundos mensajeros'®®. Asi,
pulsos de GnRH (107 M, 30 min) estimulan la pro-
duccién de IP, efecto que puede suprimirse por el an-
tagonista Dp-Glul, D-Phe2, D-Try3, 6GnRH!'. Sin
embargo, la exposicién previa a GnRH (107 M, 1 h)
atenua significativamente la formacion de IP'S,

De la misma forma que en las células aeT3-1, el re-
ceptor GnRH en la linea LBT2 estd acoplado a la acti-
vidad de la PLC, PLA, y PLD; esto genera segundos
mensajeros, que son esenciales para la activacion de
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isoformas especificas de PKC. Junoy et al'® han iden-
tificado las isoenzimas PKC a, BIL, 8, € y {. Sin em-
bargo, no se ha descrito la expresiéon de las formas
PKC m, v ni 0. Este estudio también revela que los
perfiles de desensibilizacién de la enzima PKC en es-
tas células son similares a los observados en células
clonales oT3-1.

La linea LPT2 se ha utilizado como modelo para
estudios de secrecion en células endocrinas. La ca-
racterizacién de la variacién en la [Ca*], y de la
exocitosis en células LPT2 tras la exposicion a
GnRH y la despolarizacién de membrana indican
que estas células responden a GnRH con cambios en
la [Ca?*], y en la secrecién de manera dependiente de
la concentracién®. Cuando las células son expuestas
a GnRH (1 mM) se origina un incremento monofasi-
co de pequefia amplitud en la [Ca®*], mientras que
GnRH (10 nM) induce una respuesta bifdsica de am-
plitud algo mayor. Debe sefnalarse que las variacio-
nes en la [Ca®*], en células LBT2 son cualitativa-
mente similares a las que se observan en células
clonales aT3-1 y en células gonadotropas adenohi-
pofisarias*. No obstante, carecen de las oscilaciones
de gran amplitud caracteristicas en la [Ca*], que se
observan en gonadotropas a concentraciones de
GnRH inferiores a 1 nM?®,

Tanto la exocitosis como la amplitud de los cambios
en la [Ca?*], pueden ser moduladas por exposicién de
células LBT2 a hormonas esteroideas, y tanto el estra-
diol como la dexametasona originan la movilizacién
de [Ca®*], y el incremento en la fase de espiga y en la
sensibilidad del aparato secretor al Ca**. Este incre-
mento no fue evidente tras la despolarizacion directa
de la membrana’®.

Varios subtipos de receptores PVR-1 se expresan en
células LBT2. Parece que el PACAP es capaz de incre-
mentar los valores de la subunidad FSHp en estas cé-
lulas, que son deficientes en folistatina, efecto que
puede mimetizarse por la forscolina®’. La administra-
cién continua de GnRH también parece incrementar
los valores de FSHf} en esta linea celular, respuesta
que es similar en magnitud a la que se obtiene con
PACAPY (fig. 2).

Otro segundo mensajero que es sintetizado y libera-
do por células LBT2 es el 6xido nitrico (NO) (fig. 2).
Esta funcién parece estar regulada positivamente por
GnRH. En estas células, ademads, se ha detectado la
expresion de la isoenzima neuronal 6xido nitrico sin-
tasa (nNOS), pero no la endotelial (eNOS)*. La for-
macién de NO requiere de calcio intracelular y calmo-
dulina. La accién del iondforo de calcio A23187
incrementa la produccién de NO de manera depen-
diente de la dosis en estas células, lo que indica que la
enzima nNOS se activa por incrementos en los valores
en la [Ca®],. Tras la exposicion a GnRH también se
incrementan los valores de NO de manera dependiente
de la dosis, efecto que puede ser suprimido por pretra-
tamiento con NC-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME)*®,
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Regulacion por péptidos

El estudio de la regulacién de la FSH se ha dificul-
tado por la carencia de cultivos altamente purificados
de células gonadotropas y de lineas celulares de gona-
dotropas altamente diferenciadas con capacidad para
expresar el gen de la subunidad FSHP y secretar la
forma activa de la hormona?'. No obstante, la demos-
tracion de expresidn inducible por activina del ARNm
de la subunidad FSHp y de la secrecién de FSH en la
linea clonal LBT2 permite caracterizar las posibles ac-
ciones de la activina sobre estas células, asi como
otros aspectos dependientes de estradiol’!2. Las célu-
las LBT2 expresan componentes del sistema activina,
folistatina y la subunidad o de la inhibina®. Graham
et al®! han sefialado que, en condiciones basales, la se-
crecién de FSH en células LBT2 es minima y no cam-
bia tras 72 h en cultivo, y que un pulso unico de
GnRH (10 nM) no tiene efectos significativos sobre la
secrecion de FSH. Sin embargo, la exposicién de las
células a activina A induce incrementos en la secre-
cién de FSH, y esta respuesta se potencia si se somete
a las células simultdneamente a un pulso diario de
GnRH. Parece que la activina es necesaria en la expre-
sion de la subunidad FSHf y para la secrecién de
FSH. Estos efectos son dependientes de la dosis, y pa-
recen existir acciones sinérgicas entre la activina y
GnRH?! (fig. 2). Pernasetti et al** han demostrado que
las células LPBT2 expresan ARNm de la subunidad
FSHp, y utilizan el ensayo altamente sensible RT-PCR
sobre poly(A)* ARNm. De esta manera logran la de-
teccion de valores basales de FSH en células LBT2 no
detectados por Graham et al®'. No obstante, concuer-
dan en la induccién de subunidad FSHf} por activina,
expresioén que es reprimida por accién de la folistatina
en estas células®.

Las células LBT2 sintetizan ARNm para los 4 tipos
de receptores de activina. La capacidad para responder
apropiadamente a la sefial de activina, junto con la ex-
presion de la subunidad B,y de las 4 formas del ARN
del receptor del péptido, parecen indicar que las célu-
las LPBT2 regulan la expresion del gen de la subunidad
FSHf de forma semejante a las células gonadotropas
adenohipofisarias®.

La accién de GnRH estimula la transcripcién de la
subunidad FSHf y la subunidad LH, y puede inhibir-
se por folistatina. La respuesta a GnRH probablemen-
te dependa de la activina endégena®. Pernasetti et al
han puesto de manifiesto la condicién de un bucle au-
tocrino de activina enddgena, en la regulacién por
GnRH de los genes de las subunidades [ de gonado-
tropinas, y han sefialado la interaccién entre GnRH y
el sistema activina/folistatina en células LBT2¥. Las
respuestas al péptido activina parecen ser no sélo es-
pecificas de la célula sino también del promotor. Un
ejemplo es el promotor del GnRH-R, que se induce
fuertemente por activina en estas células. También el
promotor de la subunidad LHf se induce por activina
exdgena en clones LET2%.
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TABLA 4. Caracteristicas de la linea celular RC-4B/C

Procedencia
Establecida a partir de adenomas hipofisarios obtenidos
de ratas macho (ACI/Mai X F344/Mai)F1, de 3 afios
(Jackson Laboratory)®4
Regulacion
Ultraestructuralmente, son células bien diferenciadas
de adenohipdfisis®#
Porcentaje de células FSHf}, PRL, ACTH y TSHJ} similar
al de células hipofisarias en cultivo®*
Porcentaje de células LHP superior y de células GH inferior
al de células hipofisarias en cultivos primarios®*
Células bihormonales
Un 78% FSHp + LHp
Un 69% FSHp + PRL
Un 27% LHP + PRL
Un 5% GH + PRL
Carece de células foliculo-estrelladas que modulan
la secrecién hormonal de varios tipos celulares en la
adenohipofisis®*
Crecimiento lento: pases cada 2 semanas®*
Expresion de gen retroviral de tipo C endégeno de rata®*
GnRH-R: afinidad (Ka) del mismo orden que en células
hipofisarias’
Expresion
Receptores de estrégenos (ERa, ERB, TERP-1)*
Util en el estudio de la expresion, procesamiento y secrecion
del péptido galanina’*!

ACTH: adrenocorticotropina; ERa.: receptor de estrégenos o; ER: receptor
de estrégenos B; FSHP: subunidad B de la hormona foliculoestimulante;
GH: somatotropina; GnRH-R: receptor de la hormona liberadora de gona-
dotropinas; LHB: subunidad [ de la hormona luteinizante; PRL: prolactina;
TERP-1: producto truncado del ERa;; TSHP: subunidad 3 de la tirotropina.

LINEA CELULAR RC-4B/C (tabla 4)

La linea de células epiteliales permanentes RC-
4B/C se estableci6 a partir de un adenoma de hipdfisis
desarrollado espontdneamente, procedente de una rata
macho CAI/Fmai x F344/Fmai (F1) de 3 afios de
edad®®. La caracterizacion parcial de la linea RC-
4B/C muestra que contiene todos los tipos de células
secretoras de la adenohipdfisis, e incluye las células
gonadotropas, pero que carece de células foliculo-es-
trelladas®*, La proporcidn entre los tipos celulares en
la linea RC-4B/C es distinta de la que se encuentra en
dispersiones primarias de adenohipdfisis®*°. Probable-
mente, esta proporcion estd en funcién de la presencia
de esteroides en el suplemento sérico semisintético
Nu-Serum, que reemplazd progresivamente el suero
bovino fetal (FBS) en el medio de cultivo, ya que con
su uso se obtuvo un mejor crecimiento celular y el
mantenimiento del fenotipo de gonadotropas. Nu-Se-
rum contiene, entre otros componentes, un 25% de
suero bovino, 3,40 ng/ml de 17-f estradiol, 4,25 ng/ml
de progesterona y 3,86 ng/ml de testosterona®.

Los andlisis cuantitativos realizados en la linea celu-
lar RC-4B/C han mostrado que el porcentaje entre los
distintos tipos celulares presentes ha sufrido una alte-
racion en la linea. Polkowska et al*® determinaron va-
riaciones cuantitativas en el porcentaje de tipos celula-
res al compararlos con los datos establecidos por
Hurbain-Kosmath et al®. Posiblemente el drdstico tra-
tamiento con antibidticos al que se sometieron estas
células para eliminar la contaminacién por Mycoplas-
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ma arginini haya determinado que tipos celulares con-
cretos no sobreviviesen®.

Las células RC-4B/C expresan receptores TERP-1,
ERa y ERP y receptores GnRH con una afinidad (Ka)
del mismo orden que en células adenohipofisarias,
pero con una capacidad de unién dos veces menor®.
Esta caracteristica garantiza su uso como modelo adi-
cional en el estudio de la accién de GnRH-R y de la
regulacién a largo plazo de la funcién gonadotropa®.
Sin embargo, debe tenerse en cuenta que s6lo una pe-
quefia fraccién de estas células expresa los genes de
las subunidades 3 de las gonadotropinas. Tampoco se
ha demostrado que las gonadotropinas sean sintetiza-
das y secretadas de forma andloga a como se produce
in vivo™.

La linea RC-4B/C contiene células con varias com-
binaciones de hormonas, y las células bihormonales
coexisten con células productoras de hormonas indivi-
duales o monohormonales. El fenotipo de la célula
bihormonal es mas frecuente que el de las células mo-
nohormonales; el primero predomina en las gona-
dotropas®. Se ha sugerido que las células mono-
hormonales podrian constituir en realidad células
multipotenciales, lo que indica la posible existencia de
una célula madre comun en esta linea. Una de las ra-
zones para apoyar esta hipdtesis ha sido la imposibili-
dad de clonar células gonadotropas procedentes de cé-
lulas RC-4B/C. Cada clon individual se desarrolla en
una linea celular con aproximadamente la misma
composicién que la poblacidn celular de partida®.

Andlisis adicionales indican que las células RC-
4B/C expresan ARNm de galanina, idéntico que el
trénscrito de galanina procedente de células adenohi-
pofisarias, pero parece que s6lo una subpoblacion de
células en la linea RC-4B/C produce el ARNm y el
péptido de galanina; se desconoce el tipo celular de
esta subpoblacién®*!.

Una caracteristica distintiva de las células RC-4B/C
es la expresion del gen retroviral de rata de tipo C. La
aparicién de las particulas retrovirales se asocia a la
adquisicion de la capacidad para sobrevivir al almace-
namiento criogénico en la linea celular RC-4B/C, una
propiedad de la que carecia antes del cambio morfol6-
gico en la superficie celular, por lo que la aparicién ul-
traestrucural del retrovirus representa una transforma-
cién asociada a la desrepresién de un genoma tipo C
enddgeno’.

LINEA CELULAR MtTW-10 (tabla 5)

Los tumores trasplantables de rata MtTW derivan
de tumores espontdneos procedentes de la adenohip6-
fisis de ratas hembras de la cepa Wistar-Furth, de 2
afios de edad. Estos tumores se propagaron por tras-
plantes seriados bajo la cdpsula renal de ratas de la
misma cepa y se asemejan a adenomas procedentes de
hipéfisis humanas*?. Las células MtTW se caracteri-
zan por una rdpida velocidad inicial de crecimiento, y
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TABLA 5. Caracteristicas de la linea celular MtT-W10

Procedencia
Tumor trasplantable de rata. Derivan de ratas hembras
Wistar-Furth de 2 afos de edad. Este tumor puede dividirse
para inyectarlo subcutineamente en la region
supraescapular. Son recuperados a las 5-11 semanas del
desarrollo tumoral®
Regulacion
Los tumores MtTW secretan GH y PRL cuando son
trasplantados a hospedadores is6logos®+3
Inducen cambios en la morfologia celular en células
de adenohipdfisis en los animales receptores*
Se inducen por largos periodos de exposicién a hormonas
_ estrogénicas*+
Utiles para el estudio in vitro de factores que regulen
la actividad del promotor del gen de la galanina***

GH: somatotropina; PRL: prolactina.

posteriormente se estabiliza el tamafio del tumor. Los
cambios en la concentracién de hormonas que se ob-
servan en la sangre de los animales receptores pueden
correlacionarse con el crecimiento del trasplante tu-
moral, lo que refleja que las hormonas liberadas por
tumores MtTW son biolégicamente activas®#2,

Los tumores de adenohipdfisis MtTW-10 secretan
grandes cantidades de hormonas y ofrecen un excelen-
te sistema experimental para mantener una secrecion
alta y continua de hormonas. Secretan preferentemen-
te GH y, en menor grado, PRL, pero carecen de activi-
dad corticotropa apreciable®. No se ha detectado in-
munorreactividad a LH y TSH en el medio de cultivo
de las células MtTW-10, incluso tras exposicién a
GnRH, CRH o TRH. La PRL inmunorreactiva y la
GH fueron detectadas tanto en la misma célula como
en tipos celulares aislados®.

Los tumores MtTW pueden ser ttiles en el estudio
de los factores causantes de la alteracién en la prolife-
racién y el crecimiento de células lactotropas y soma-
totropas procedentes de la hipéfisis de animales recep-
tores*. El contenido de GH y PRL exdgena reduce la
cantidad de hormonas enddgenas en animales recepto-
res del injerto, pero se incrementan los valores del fac-
tor inhibidor de PRL en el hipotdlamo de estos anima-
les®. El tumor MtTW-10 también es efectivo en la
reducciéon del peso de la adenohipéfisis del animal
trasplantado. Puede que esta reduccién sea consecuen-
cia de cambios celulares producidos en la adenohipé-
fisis y probablemente este efecto se relacione directa-
mente con los cambios observados en células
somatotropas, ya que este tipo celular constituye la
poblacién mds numerosa en esta glandula, aunque
también son significativos los cambios en células lac-
totropas. La variacién en el peso de la adenohipdfisis
es improbable que se produzca por valores crecientes
en el flujo sanguineo de corticosteroides®.

Morfoldgicamente, la supresiéon de células somato-
tropas y lactotropas se manifiesta por una reduccién
en el didmetro de los granulos secretores en lactotro-
pas, sin que se produzca un cambio significativo en la
cantidad de granulos totales por célula y una disminu-
cion en el tamafio celular y el nimero de granulos en
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TABLA 6. Breve descripcion de algunas respuestas fisiologicas en células y lineas celulares gonadotropas

Variables biolégicas
manipulables
experimentalmente
(receptores,
agonistas, sefiales
intracelulares, etc.)

Respuesta fisiolégica

Cultivo primario o célula aislada;
linea celular

GnRH-R

GnRH

C a2+

DAG/IP

Estradiol/ER

PACAP

AMPc/PKA

Regulaci(jrﬂ,]4,19,22.23,46,47
Homdloga
GnRH T

Heterologa
Estradiol T {

Progesterona

Activina

Folistatina

Liberacién de GnRH y gonadotropinas tras activacion de GnRH-R”!'48

Produce incrementos bifdsicos de la [Ca?*] citosélico. Su accién parece estar
acoplada a la elevacion oscilatoria en la [Ca*],, a bajas dosis
de agonista’!3-364

Autoestimulacion o self-priming: aumento de la sensibilidad de la célula
gonadotropa a los efectos estimuladores de un segundo pulso de GnRH,
mantenido por la produccién local de GnRH. Mecanismos potenciales
incluyen: cambio en el nimero de GnRH-R, la expresion génica y la
reorganizacion del citosqueleto*®*. No se observa en las lineas clonales?®

Produccion local en glandula adenohipdfisis. Se sugieren acciones
autocrinas y paracrinas (sefializacién celular, secrecion).

Demostracion de cosecrecion con LH*648

Regulacién del ciclo celular'®*® y de la produccién de novo
de gonadotropinas'®!!

Secrecion modulada y diferencial, segiin régimen de pulsos, de LH
y FSH e incremento en la expresiéon de GnRH-R tras exposicién pulsatil
a agonista y E,?

Regulacién de la expresién de LHB y FSHf7-36-3%

Oscilaciones espontaneas, tipicas de células endocrinas excitables
(gonadotropas, lactotropas, corticotropas, somatotropas), en gran parte
como resultado de las propiedades de inactivacion lenta de CCSV.

La liberacion basal de LH y FSH es independiente del Ca?*, consistente
con el control hipotaldmico positivo in vivo (excepto células PRL)*

La respuesta bifédsica se asocia con la liberacién de LH*

La progesterona altera la magnitud de las sefiales, estimuladas por GnRH*.

La accion de GnRH da lugar a una respuesta bifasica espiga-meseta de la
respuesta de calcio intracelular. Se supone que ademads, que interviene un
componente de membrana en la produccién de la fase en espiga,
independiente de calcio extracelular!3243649

Se infiere que otros segundos mensajeros, ademds del calcio, regulan
la exocitosis en gonadotropas y que estas vias son moduladas
por hormonas esteroideas®®-*

Expresion de receptores de IP,'92246

Incremento de IP; total tras la estimulacion con GnRH'-24¢

Produccién de DAG por la ruta de 1la PLD, que mantiene una actividad
prolongada de PLC*

Inhibicion de la acumulacién de IPs por E,’

Modulacién de las vias de transduccion de la sefial en las que actian
el calcio y PKC!?!

Incremento del nimero de GnRH-R por exposicién crénica a E,
y disminucién por exposicién aguda'®

Regulacién, junto a GnRH, del ciclo celular®!

Modulador de la sefial de GnRH?*>23

Regulacién de la secrecion y expresion de LH y FSH??

Regulacién de la expresion de ERo, ERP y TERP-1°

Incrementos en la concentracién de [Ca®*],!®
Estimula la secrecién de gonadotropinas®’

Los ésteres de forbol inhiben la acumulaciéon de AMPc estimulada
por PACAP, probablemente por inhibicién de la adenilciclasa'>"
Estimulacion de la liberacién de calcio a través de receptores de IP,"”
Modulacién de la transcripcion del gen de folistatina y reduccién

del nivel de ARNm de FSHf3*’
Regulacién de la expresion de la subunidad o’

Incrementos de AMPc citosdlico promueven la activacion de la PKA
y la entrada de calcio a través de canales sensibles a DPH!’

Cultivos primarios; oeT3-1; LBT2

Células gonadotropas; oT3-1

Cultivos primarios; células
gonadotropas aisladas;
oT3-1; LPT2

Células gonadotropas

Células gonadotropas; oT3-1

Células gonadotropas; o'T3-1; LBT2
In vivo; oT3-1; LBT2

Células gonadotropas; LBT2
In vivo; cultivos primarios; células
gonadotropas aisladas

Células gonadotropas; LBT2
Células gonadotropas; oeT3-1; LBT2

Células gonadotropas; oT3-1; LBT2

Cultivos primarios adenohipofisarios;
oT3-1

Células gonadotropas normales

Cultivos primarios; o'T3-1
Células gonadotropas, aT3-1; LBT2

Células gonadotropas; oeT3-1; LBT2
Células gonadotropas; oT3-1; LBT2

Células gonadotropas, LBT2

In vivo; cultivos primarios
adenohipofisarios; células
gonadotropas; o'T3-1; LT2

oT3-1

Células gonadotropas; LET2

Cultivos primarios; LBT2
Células gonadotropas; oT3-1; LBT2
Células gonadotropas; LBT2

Células gonadotropas; oT3-1;
LBT2, oT3-1
Células gonadotropas

(Continiia en pdgina siguiente)
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TABLA 6. (Continuacion)

Variables biolégicas
manipulables
experimentalmente
(receptores,
agonistas, sefiales
intracelulares, etc.)

Respuesta fisiolégica

Cultivo primario o célula aislada;
linea celular

Implicada en el mecanismo de self-priming*®
sobre la entrada de calcio”!?

seguida por una fase de inactivacién™

Sensible a la administracién de E,?
LH/FSH
por folistatina®'3

PKC PKCao, 3 pero no € son necesarias en la exocitosis regulada*
La activacién de la PKC ejerce un efecto de retroalimentacion negativa

La activacion de la PKC activa transitoriamente la entrada de calcio,

Expresion inducible de la subunidad FSHP por activina y reprimible

Células gonadotropas
Células gonadotropas; oT3-1

oT3-1
Células gonadotropas

Cultivos primarios adenohipofisarios;
células gonadotropas; LBT2

*Algunas de las acciones fisioldgicas descritas en células hipofisarias (cultivo primario) y en las lineas clonales aT3-1 y LBT2. Se especifica el factor y la res-
}%uesla biolégica. Los superindices indican la referencia bibliografica correspondiente.

: regulacion positiva; {: desensibilizacién; CCSV: canales de calcio sensibles al voltaje; DAG: diacilglicerol; E,: estradiol; ER: receptor de estrégenos; FSH:
hormona foliculoestimulante; FSHP: subunidad (3 de la hormona foliculoestimulante; GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas; IP: inositoles fosfato;
IP;: inositol-1,4,5-trifosfato; LH: hormona luteinizante; LHB: subunidad B de la hormona luteinizante; PACAP: polipéptido activador de la adenilciclasa de
hipdfisis; PKA: proteincinasa A; PKC: proteincinasa C; PLC: fosfolipasa C; PLD: fosfolipasa D; TERP-1: producto truncado del ERo..

las células somatotropas; esta supresion es paralela al
crecimiento del tumor. No obstante, las células gona-
dotropas procedentes de la adenohipdfisis de animales
receptores aumentaron su tamafio y acumularon gra-
nulos secretores, de manera similar a las células pro-
cedentes de la adenohipéfisis de ratas tratadas con an-
drégenos®.

Un péptido que es sintetizado y secretado por célu-
las MtTW-10, tanto in vivo como in vitro, es la galani-
na®, por lo que estas células tumorales podrian ser
utiles en el estudio de la regulacion del gen de galani-
na y servir como sistema in vitro en el estudio de los
factores que regulan la actividad del promotor del
gen*’. Se ha detectado en tumores MtTW-10 un solo
tipo de transcrito de galanina, de 0,9 kb, idéntico en
tamafio que el caracterizado en la adenohipdfisis®.
Los mecanismos del procesamiento postransduccional
que convierten la preprogalanina en el péptido galani-
na parecen conservarse en las células MtTW-10. Sin
embargo, la regulacién de la secrecién del péptido ga-
lanina in vitro parece ser diferente de la que se obser-
va en cultivos de células de adenohipdfisis®.

La secrecién de galanina puede inhibirse por soma-
tostatina en células MtTW-10 de manera dependiente
de la dosis. La dopamina, la GHRH, la GnRH, la
CRH y la TRH no tienen efecto en la liberacién de ga-
lanina. No obstante, a concentraciones farmacoldgicas
de dopamina (1 uM), la secrecién de galanina se inhi-
be en un 15% en células MtTW-10. En estas células
s6lo la somatostatina y las concentraciones farmaco-
l6gicas de dopamina afectan a la secrecién de gala-
nina®.

El estradiol incrementa la expresion y la secrecion de
la galanina en tumores MtTW-10*4. No se conoce si
el estradiol actia directamente en las células galanina
inmunorreactivas, o si otros tipos celulares median los
efectos del estradiol a través de una accién paracrina.
Tampoco se descarta que estas células posean recepto-
res de estrégenos funcionales®. Un indicio de que el

33

receptor de estrégenos puede ser necesario para mante-
ner valores elevados de galanina en células MtTW-10
lo forman los resultados obtenidos in vitro en células
de adenohipdfisis por el antagonista ICI 164,384, que
disminuye la secrecion de galanina unas 6 veces™.
Aunque se desconoce el tipo o los tipos celulares pro-
ductores de galanina en el tumor MtTW-10, los resulta-
dos en las hip6fisis estrogenizadas parecen indicar que
la galanina es sintetizada por células lactotropas®.

CONCLUSIONES

La evidente utilidad de las lineas celulares en la in-
vestigacion de los procesos que intervienen y caracte-
rizan las funciones propias de la gldndula adenohipo-
fisaria justifica este trabajo, en el que no se ha
pretendido una revisién pormenorizada de las caracte-
risticas de las lineas celulares anteriormente descritas,
sino un comentario respecto a ciertos aspectos rele-
vantes de su biologia celular y las vias de sefializacion
identificadas (tabla 6).

Tradicionalmente, el estudio de la regulacién de la
funcién adenohipofisaria ha utilizado la metodologia
in vivo o bien un sistema complejo in vitro, como la
gldndula hipofisaria aislada*?*. Esta aproximacidn,
aunque resulta vdlida y necesaria, dificulta enorme-
mente la descripcién y la interpretacién de procesos
a escala celular y molecular, debido, en gran parte, a
las caracteristicas intrinsecas de esta glandula endocri-
na®3. A este respecto, los cultivos primarios de células
adenohipofisarias son un modelo util en la descripcién
de los mecanismos que controlan los procesos fisiold-
gicos y tienen como ventajas que permiten un control
preciso de las variables del medio y representan, ade-
mads, una alternativa a los estudios in vivo**#°, Un
logro importante en esta direccién, ya mencionado an-
teriormente, es la obtencién de lineas inmortales re-
presentativas de tipos celulares adenohipofisarios, mo-
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noclonales'>%% o policlonales®®, que mantienen una
funcién diferenciada. Estos sistemas facilitan en gran
medida el andlisis detallado de los mecanismos que
regulan la funcién adenohipofisaria, afirmacién que es
especialmente cierta en el caso de las células gonado-
tropas®. Sin embargo, los sistemas de cultivo celular
representan modelos in vitro, por lo que la interpreta-
cién de los resultados debe tener siempre en cuenta
que carecen de los componentes sistémicos de regula-
cién nerviosa y endocrina de la adenohipéfisis. Tam-
poco resultan adecuados como modelos de cambios fi-
sioldgicos en respuesta a las variaciones en el ciclo
reproductivo en mamiferos, para cuyo estudio resulta
indispensable la metodologia in vivo®. Otras desven-
tajas son la pérdida de la organizacién espacial tridi-
mensional propia del tejido y de las interacciones pa-
racrinas entre los distintos tipos celulares en cultivos
primarios adenohipofisarios**?, con la consiguiente
modificacién de la comunicacién celular, por lo que la
actividad observada en cultivo no refleja necesaria-
mente el comportamiento de las células in situ>. Ade-
mds, las diferencias especificas de especie, asi como
de sexo, observadas entre los modos de transduccion y
respuestas de los distintos tipos celulares en algunos
casos, son un factor importante que muchas veces difi-
culta la comprensién del fenémeno observado'®.

Entre los inconvenientes importantes de las lineas
clonales, estd la aparicion de respuestas fisioldgicas
nuevas relacionadas con su origen tumoral’, como la
pérdida de la actividad oscilatoria espontdnea en la
[Ca®], en las lineas aT3-1 y LPBT2, quiza relacionada
con la carencia de regulacién directa por el hipotala-
mo*74%31 | actividad que estd presente en células gona-
dotropas procedentes de cultivos primarios*; también
puede modificarse el porcentaje y la composicién ce-
lular respecto a los fenotipos de la adenohipdfisis®*,
resultado de la tasa de crecimiento diferencial de algu-
nos tipos celulares y de la modificaciéon de procesos
reguladores clave y/o de la expresion génica, caracte-
ristica propia de lineas policlonales, como la MtTW-
10 y la RC4B/C. Otra desventaja es la obtencién de
subclones diferentes como consecuencia del niimero
de pases y las condiciones de cultivo particulares de
cada laboratorio. A pesar de los inconvenientes ante-
riormente citados, las lineas celulares representan sis-
temas ttiles que permiten logros sustanciales en la di-
secciéon de mecanismos celulares inaccesibles a las
condiciones in vivo'?; de esta manera se facilita la
comprensién de los procesos fisioldgicos.
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