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INTRODUCCION [ ]

En los Ultimos anos, se han identificado una
gran variedad de proteinas de membrana
plasmdtica que participan en el fendbmeno de
secrecion hormonal en varios tejidos endocrinos.
La proteina asociada a sinaptosomas de 25 kDa
de peso molecular (SNAP-25) fue originalmente
identificada en la membrana presindptica del
tejido nervioso, sin embargo posteriormente,
se identificé en tejidos secretores como la
adenohipdfisis (Jacobsson y Meister 1996; Salinas
y Quintanar 1999). Esta proteina funciona en
asociacion con la Sintaxina, otfra proteina de la
membrana plasmdtica y ambas interaccionan
con una tercera proteina de membrana pero
vesicular, llamada sinaptobrevina, quienes al
actuarconjuntamente, generanunacoplamiento
y fusion de vesiculas con la membrana
plasmdtica, dando como resultando la liberacion
hormonal (Gerst 1999). Se ha demostrado que
la SNAP-25 es crucial para la liberaciéon de las
hormonas prolactina (PRL) y adrenocorticotréfica
(ACTH) en las lineas celulares hipofisiarias GH,C,
(Masumoto et al., 1997) y ArT-20 (Aguado et al.,
1997). También se ha establecido que la expresidon
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de SNAP-25 estd relacionada su concentraciéon
con la dindmica de secrecion hormonal, como
es en el caso de hipdfisis de ratas fratadas con
17p-estradiol, donde se observaron niveles bajos
de SNAP-25 y concentraciones elevadas de PRL
(Majé et al., 1999). También se ha reportado
que la inmunorreactividad de SNAP-25 estd
incrementada en tejido con hipersecrecién
como prolactinomas humanos (Majé et al., 1997).
En previos experimentos hemos encontrado, que
la disminucion de las hormonas tiroideas tiroxina y
friyodotironina causa un incremento importante
en la expresién de SNAP-25 adenohipofisiaria en
ratas (Quintanar y Salinas 2002).

La hormona peptidica hipotaldmica libe-
radora de gonadotropinas (GnRH) es la principal
estimulante de los gonadotropos adenohipo-
fisiarios para la secrecidn de la hormona
luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante
(FSH), a través del mecanismo de apertura de
canales de calcio y por tanto, incrementar el
calcio infracelular y activar los procesos de
fosforilacion-defosforilacion y finalmente inducir
la exocitosis hormonal (Stojilkovic et al., 1994).

En el presente frabajo se estudié el papel
de SNAP-25 en la secreciéon de LH en células
adenohipofisiarias en cultivo y también sila GnRH
podria regular la expresién de esta proteina tanto
de células adenohipofisiarias en cultivo (in vitro)
como también en adenohipdfisis de rata integra
(in vivo).
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MATERIALES Y METODOS I

Experimentos in vitro

Cultivo de células adenohipofisiarias. Se utiliza-
ron cuarenta ratas macho adultos de la cepa
Wistar de 200-250 g. de peso corporal, mantenidas
en condicones confroladas de temperatura y
luz, y suministro de comida y agua ad libitum.
Los animales fueron sacrificados por inyeccion
infraperitoneal con pentobarbital sdédico (50
mg/Kg i.p.) y se utilizaron como donadores de
adenohipdfisis. Los ldbulos anteriores fueron
dispersados con 0.5% colagenasa y 0.17 % de
hialuronidasa. Las células dispersadas fueron
cultivadas con diferentes densidades en placas
de cultivo costar y mantenidas en medio Eagle
modificado con Dulbecco conteniendo 10% de
suero fetal de ternera. Los cultivos se mantfuvieron
a 37° C bajo condiciones atmosféricas de 95 % de
O,y 5% de CO, por 24 horas antes de ser usadas.

Inmunocitoquimica por SNAP-25 en cultivos
de células incubadas con GnRH. La presencia de
SNAP-25 fue estudiado por inmunocitoquimica
usando células cultivadas a diferentes tiempos (4
6 72 hy 100,000 células / placa) e incubadas con
GnRH (100 nM). Las células se fijaron con formalina
al 10 % por 1 hora y posteriormente las células se
lavaron con 1% de albUmina de suero bovino y se
incubaron a 4° C con una dilucién de 1:100 del
anticuerpo para SNAP-25 y el método de avidina-
biotina-peroxidasa fue aplicado. El producto de
la reaccién se desarrolld con diaminobenzidina
y el nicleo fue ligeramente contrastado con
hematoxilina. Para los controles, las células fue-
ron incubadas sin el anficuerpo primario o sin
la inmunoglobulina G (IgG) no especifica de
conejo.

Efecto del anticuerpo contra SNAP-25 sobre
la secrecion de LH en células permeabilizadas.
Tal como lo describeron Gutiérrez et al. (1995)
respecto a la enfrada y bloqueo de la SNAP-
25 por el anticuerpo, durante el periodo de
permeabilizacién con digitonina 20 uM por 10
minutos, las células adenohipofisiarias fueron
incubadas (5X10° células/placa) en presencia
de anti-SNAP-25 o anti-SNAP-25 desnaturalizado
(100° C/10 min.) como control. Después de este
fratamiento, el medio se desechd vy las células
fueron tratadas por 10 minutos con el mismo
método sin digitonina, con una concentfracion de
10 uM de Ca* o dcido etileno-glicol-tetracético

(EGTA) (5mM) conteniendo los anticuerpos
ensayados. En el sobrenadante se cuantificd la
LH secretad empleando la técnica de ELISA.

Expresion de SNAP-25 en células adenohipofi-
siarias incubadas con GnRH. Las células adenohi-
pofisiarias (5 X 10¢ células/placa) fueronincubadas
con GnRH (100 nM) durante 4 6 72 horas y la LH
fue medida por ELISA en el sobrenadante. Las
células fueronhomogenizadas para electroforesis,
corriéndose 100 ug de proteina por muestra.
Después de la electroforesis, los geles fueron
electrotransferidos a membranas de difluoruro
de polivinil. Las membranas fueron tratados con
3% de albumina de suero bovino por una hora
a temperatura ambiente e incubadas a 4° C
con el anti-SNAP-25 monoclonal. Las membranas
fueron incubadas por 2 horas con el anticuerpo
secundario unido a fosfatasa-alcalina (diluciéon
de 1:200,000) y el color fue desarrollado usando
5 bromo-4-cloro-3 indolil fosfato en tabletas de
tetrazolium de nitro azul. El nivel de expresidn
fue cuantificada por densitometria, usando un
sistema digital de imagen Kodak y los valores
fueron expresados como intfensidad media (M.1.)
por 100 ug de proteina.

Experimentos in vivo

Efecto de la GnRH en la expresion de SNAP-
25 en adenohipdfisis de ratas castradas. Ya que
varias hormonas esteroides inducen cambios en
la expresidon de SNAP-25 y por tanto evitar posible
interferencia, se castraron 20 ratas macho
de la cepa Wistar con peso de 250 g. Estas se
mantuvieron con alimento Purina estdndar vy
con agua ad libitum bajo ciclos de 12 h luz: 12 h
oscuridad. Quince dias después de operadas las
ratas fueron divididas en dos grupos: (1) Tratadas
con GnRH (100 ng/dos veces/dia por 5 dias s.c.)
y (2) Tratadas con NaCl (0.85 %) como controles.
Las ratas fueron sacrificadas por decapitacién
bajo anestesia con pentobarbital sddico (35
mg/Kg i.p.). Después de la extraccién del 16bulo
neurointermedio, las hipdfisis anteriores fueron
pesadas y usadas para inmunohistoquimica vy
andlisis de Western blot.

Andlisis inmunohistoquimico. Cinco adenohi-
pofisis por grupo (Tratadas con GnRH y Controles)
se fijaron en 10% de formalina, se deshidrataron
en diferentes grados de etanol y se incluyeron
en parafina. Consecutivamente se prepararon
secciones de 5 um de grosor. Para el andlisis
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inmunohistoquimico de SNAP-25 se ufilizd el méto-
do avadina-biotina-peroxidasa.

Andlisis de Western Blot. Cinco hipdfisis por
grupo fueron homogenizadas y fueron analizadas
por Western blot y la cuantificacion de SNAP-
25 fue por densitometria. Los valores fueron
expresados como Intensidad media (M.l.) por ug
de proteina.

Evaluacion estadistica. Los datos son expresa-
dos como la media + SEM y el andlsis de variancia
fue analizada con la prueba de Tukey-Kramer. El
nivel de diferencia significativa se considerd para
p<0.05.

RESULTADOS I

Inmunocitoquimicas e inmunohistoquimicas

Se encontré inmunorreactividad de SNAP-25 en
células adenohipofisiarias cultivadas por 4 y 72
h e incubadas con GnRH (100 nM). El marcaje
fue evidente por su infensidad en la membrana
plasmdtica (Fig. 1b). Resultados similares fueron

obtenidos en células adenohipofisiarias de ratas
castradas, donde la SNAP-25 estuvo presente
en casi todas las células y en particular, la
inmunorreactividad  encontrada fue  muy
marcada en los gonadotropos definidos por su
mayor tfamano y morfologia (Fig. 1d).

Efecto de anticuerpos contra SNAP-25 sobre la
secrecién de LH en células permeabilizadas

Las células permeabilizadas se incubaron
con un anticuerpo confra SNAP-25 intacto o
desnaturalizado para bloguear la proteina SNAP-
25 y la secrecién de LH bajo la estimulacién de
calcio. Los resultados mostraron que la secrecién
de LH inducida por la estimulaciéon de calcio
disminuyé significativamente (85%) después de
la incubacién con el anticuerpo contra SNAP-25.
El anficuerpo desnaturalizado no ftuvo efectos
sobre la secrecién de LH (Fig. 2). No se observaron
cambios en la secrecidon basal de LH cuando las
células fueron incubadas con anti-SNAP-25 mds
EGTA.

Expresion de SNAP-25 en células
adenohipofisiarias in vitro e in vivo tratadas con
GnRH.

El andlisis del Western Blot reveld los
niveles de expresién de SNAP-25 en células
adenohipofisiarias in vitro incubadas con
GnRH. La cuantificacion densitométrica
mostréd que SNAP-25 disminuyd enun 50% y
90% alas 4y 72 h de incubacion con GnRH
respectivamente (Fig. 3). La secrecidon
de LH medida por ELISA, incrementd
después de 4 y 72 h de estimulacion
con GnRH comparado con la secrecion
basal (2.0 £ 0.1 vs. 42 + 0.3y 5.1 £ 0.2
ng/ul respectivamente). Asi mismo, en
las adenohipdfisis de ratas castradas, la
administracién de GnRH por 5 dias redujo
la expresidn de SNAP-25 (de 41.2 + 0.3 a
30.2 £0.5: p< 0.001) (Figura 4).

Figura 1.- Microfotografia de células adenohipo-
fisiarias en cultivo tratadas con GnRH (100 nM, 72 h)
inmunotenidas para SNAP-25. Control sin anticuerpo
(a) y anti-SNAP-25 (b). Adenohipdfisis de rata castrada
tratada con GnRH (100 nM). Control sin anticuerpo (c) y
anti-SNAP-25 (d). En a y b la barra equivale a 50 wy en ¢
y d la barra equivale a 10 p.
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Figura 2.~ Secrecién de LH por células adenohipofisiarias
permeabilizadas en cultivo (1X10° células/placa), incubadas
con anticuerpos anti-SNAP-25. Unas estimuladas con
calcio y otras incubadas solamente con el quelante EGTA. *
p<0.001 comparado con el Control estimulado con calcio.
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Figura 3.~ Andlisis densitométrico del Western blot de SNAP-
25 de células adenohipofisiarias en cultivo incubadas con
GnRH (100 nM) a las 4 y 72 horas. *p < 0.01 y ** p<0.001
respecto a su control.
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Figura 4.- Anélisis densitométrico del Western blot de SNAP-25 de
adenohipdfisis de ratas castradas tratadas con GnRH (100 ng/dos
veces/dia durante 5 dfas). *p<0.001.
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En anos recientes, varias proteinas relacionadas
con el mecanismo de la secrecién hormonal
han sido identificadas en la hipdfisis de diferentes
especies (Jacobsson y Meister 1996; Salinas y
Quintanar1999).LapresenciadeSNAP-25encélulas
gonadotrépicas ha sido descrita por Jacobsson
y Meister (1996). En nuestro caso, encontramos
resultados similares en los gonadofropos, que
por sus caracteristicas de tamano y morfologia,
corresponden a las denominadas células de
castraciéon  (gonadotropos modificados).  Estas
Ultimasse originan, debidoaunasobre-estimulacion
de la GnRH sobre los gonadotropos, ya que en
ratas castradas su sistema de retroalimentaciéon
negativo, ha sido interrumpido por la ausencia
de testosterona (castracién). Nuestros resultados
mostraron que SNAP-25 estuvo presente en células
adenohipofisiales en cultivo y que la secreciéon
de LH puede ser bloqueada por los anticuerpos
contra SNAP-25 en células permeabilizadas.
Se ha reportado que la infroduccion de un
oligonucledtido antisentido de SNAP-25 dentro
de una linea celular clonal hipofisiaria, también
inhibe la liberacién de prolactina inducida por
TRH (Mausmoto et al., 1997). Estos hechos apoyan
la idea de que estas proteinas juegan un papel
crucial en la secrecién hormonal. El modelo de
participacion de las proteinas de exocitosis se
puede ver reflejado en la Figura 5. Es posible que
otras proteinas estén involucradas en la exocitosis
hormonal como lo sugirid Coorssen et al. (2003), asi
como también es posible que en nuestro modelo
de célula permeabilizada incubada con anti-
SNAP-25 y estimulada con Ca?* algunas hormonas
hipofisiarias como la FSH, TSH, GH, etc., puedan,
de igual manera, ser inhibidas.

Pocos factores son capaces de regular los
niveles de SNAP-25 y han sido identificados en
tejidos endocrinos hasta ahora, estos incluyen,
ciertas hormonas, mensajeros infracelulares y
despolarizacion (Hepp y Langley, 2001). En nuestro
estudio, la administracién de GnRH indujo una
disminucién significativa de la expresion de SNAP-
25 en células adenohipofisiarias en cultivo y en
adenohipdfisis de ratas castradas. Es factible que
la administracién de GnRH reduzca los niveles de
MRNA para SNAP-25 igual que como ocurre en
gldndulas hipofisiarias de ratas ovariectomizadas
tratadas con estrogeno (Jacobsson et al.,
1998). Probablemente también sea que, la baja
regulacién de GnRH se dé por un incremento en
la degradacion de SNAP-25.
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Figura 5.~ Esquema que representa los elementos de una célula gonadotropa que participarfan en la secrecién de la LH. Tanto
la SNAP-25 como la sintaxina son proteinas de la membrana plasmética que interactdan con las proteinas de la membrana de la
vesicula secrecretora para producir el anclaje y fusién de ambas membranas. Al fusionarse se constituye un poro por donde se

darfa la exocitosis de la hormona.

Fue reportado que la expresibn de SNAP-
25 probablemente esté correlacionada con
la liberacion de PRL y ACTH (Majé et al. 1997).
En confraste a ésto, observamos niveles bajos
de SNAP-25 y niveles altos de LH después de
la incubacién con GnRH. Es posible que auln
canfidades disminuidas de SNAP-25 puedan
provocar una respuesta fisioldgica.

CONCLUSION [

En conclusiéon, nuestro estudio mostré que SNAP-
25 estd involucrada en la liberacion de LH y
que la GnRH puede modificar su expresion. Los
cambios paralelos en la expresidn de mRNA para
SNAP-25 vy la significancia funcional de la baja
expresion de SNAP-25 encontrados en células
adenohipofisiarias en cultivo o en adenohipdfisis
durante el proceso de secrecién, estd por ser
elucidada.
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