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RESUMEN.

La lactancia es la ultima fase del ciclo reproductor de

los mamiferos y se divide en dos Procesos principales: la
secrecidédn y la evacuacidn lactea. En estos procesos de
sintesis y evacuacién de la leche poxr la glandula mamaria
participan la prolactina (PRL) v la oxitocina,
respectivamente y ambas fases dependen del estimulo de la
succidn. La inervacidén eferente de la glandula mamaria
comprende nicamente la divisidn simpatica del sistema

nervioso autdénomo y se ha propuesto cque dicha inervacidén
puede intervenir en la compleja regulacidén del funcionamiento
mamaxrio.

En la rata lactante, la succidén provoca la liberacidén de
oxitocina a la circulacidén vy activa al sistema simpatico

adrenal. Ademas, en la glandula mamaria existen
mecanorreceptores ductales, que al activarse (pox la
dilatacidén de los conductos de la glandula) inhiben la

activacidén fasica del sistema simpatico adrenal y disminuyen
el tono ductal de la glandula mamaria. Por otro lado, en esta
tesis se presentan evidencias de que existen mecanismos
centrales adrenérgicos gque inhiben o estimulan el tonoc ductal
de la glandula mamaria de la rata por medio de la inervacidén
directa del Srgano. .
Con respecto a la secrecidén lactea, se sabe gue al final
de la lactancia, la succidén, ademas de provocar la liberacidn
de la PRL, activa un mecanismo periférico inhibitorio que
contrarresta el efecto galactopoiético de la hormona sobre la
glandula mamaria. Asi, la activacidédn simulté&nea de estos dos
sistemas antagdnicos y su funcionamiento equilibrado rueden
determinar la intensidad y duracidén de la produccidn lactea.
En suma, la lactancia es un fendédmeno compleio v en su
regulacién intervienen mecanismos neurchumorales diversos,

como son: a) las hormonas hipofisiarias (PRL y oxitocina); b)
el sistema nervioso autdnomo (sistema simpatico adrenal e
inervacidén mamarial); ¢) mecanismos locales particulares de la
glandula mamaria (mecanorreceptor, sintesis de leche, etc.) vy

d) mecanismos centrales adrenérgicos qgue pueden regular el
funcionamiento del aparato motor de la glandula mamaria.

Considexrando todo: lo anterior, el propdsito de la
presente tesis fue analizaxr los mecanismos centrales
adrenérgicos y peptidérgicos gue regulan el funcionamiento de
la glandula mamaria. Registramos la pPresidén intramamaria
(PIM) en respuesta a la oxitocina endovenosa (IV) en una
glandula mamaria abdominal de ratas lactantes anestesiadas
con uretano, previamente implantadas con una canula guia en
un ventriculo lateral cerebral (ICV) o una canula intratecal
(IT).

Determinamos el efecto de aplicar agonistas b4
antagonistas adrenérgicos por wia ICV sobre la contractilidad
de la glandula mamaria en respuesta a la oxitocina exdgena.
Ademas, determinamos si la PRL y la oxitocina que se liberan
a la circulacién Jdurante la succién Yy supuestamente al
l1iquido cefalorragquideo, pueden influir directa o
indirectamente en la contractilidad de la glandula mamaria b
si sus efectos pueden atribuirse a mecanismos adrenérgicos.

Encontramos que la administracién ICV de noradrenalina



(NA) o de isoproterenol (ISOP) aumentd o disminuyd
respectivamente, la amplitud de las respuestas de la glandula
mamaria a la oxitocina exdgena. La seccién de las raices
ventrales correspondientes a la glandula registrada blogqued
el efecto central de estos agonistas adrenérgicos.

El efecto central del ISOP sobre las respuestas de PIM
se antagonizdé por la administracién ICV o IV del antagonista
3-adrenérgico propranclol, por la aplicacidén previa de NA ICV
o por la activacidn del mecanorreceptor ductal. Ademas,
medimos la tasa de entrada de la leche a las glandulas
mamarias de ratas anestesijiadas y observamos gue el IsSOoP Icv
provocd la disminucién en la tasa de entrada; lo cual sugiere
una ductoconstriccidédn como mecanismo causal de los efectos
observados.

Por otra parte, observamos que la administracién ICV de
oxitocina provocéd un aumento en la amplitud de las respuestas
de PIM de la glandula a la oxitocina IV.

Con respecto a la forma molecular predominante de PRIL.,
cuyo peso molecular es de 24,000 daltones (24Kd4d) encontramos
que su administracidén ICV (20pg a 1xg) aumentd la amplitud de
las respuestas de PIM, con una latencia de 5 a 10 min b4 en
relacioén directa con la dosis. La administracidn v de PRL.
(10 m~g) provocd un efecto similar pero con una latencia mayor

(20 a 30 min). La administraciéon ICV de 200pg del fragmento
amino-terminal de 16,000 daltones (16Kd) de peso molecular de
la PRL, aumentd la amplitud de las respuestas de PIM. La

administracién ICV (160 ng) del fragmento carboxilo-terminal
de 8,000 daltones (8Kd) de la PRL no modificd la amplitud de

las respuestas de PIM. La aplicacidén Icv de hoxrmona de

crecimiento (GH) (10pg a 1ng) tuvo sdélo un efecto discreto

aumentando la amplitud de las respuestas de la glandula.
Acerca de los mecanismos involucrados en el efecto

central de la PRL, encontramos gque la hipofisectomia (=) la
adrenalectomia no blogquearon la accidn central de la PRL;

mientras gque la seccidén espinal, la seccidn de las raices
ventrales correspondientes a la glandula registrada o la
administracidn v o Icv del blogqueador 3 -adrenérgico

propranolol, si lo hicieron.
La aplicacidén ICV del anticuerpo anti- PRL durante el

registro de la PIM pProvocd una activacidn simpatica
inespecifica; sin embargo, la aplicacién ICV o IT (a nivel de
Ti0~-Tas ). del anticuerpo anti-PRIL 48 horas antes del registro
blogqued el efecto central de la PRL, peroc ns el de la

oxitocina (IT) o el de la NA (ICV o IT) sobre las respuestas
de PIM.

En conclusidén, los resultados gque se presentan en esta
tesis sugieren gque existe una regulacién adrenérgica centxral
del tono ductal de la glandula mamaria cuya influencia llega
a la glandula mamaria por medio de su inervacisén. Ademas,
este sistema rTeguladoxr central ruede sumar sus efectos
a-adrenérgicos, inhibidores del tono ductal a los producidos
por la activacién del mecanorreceptor ductal, lo cual,
durante la succién facilitaria el desplazamiento de la leche
por los conductos de la glandula mamaria.

Los resultados apoyan la idea de que las PRLs (24 b4
16Kd), la GH y la oxitocina pueden tener acciones: centrales
. que influyen en la contractilidad mamaria vy con ello
participar en la regulacién de la evacuacién lactea. Las PRLs



hipofisiarias v/0o neurales podrian participar en esta
regulacién aparentemente por medio de la inervacidn eferente
mamaria.

En conjunto, los resultados presentados en esta +tesis
sugieren la existencia de mecanismos centrales adrenérgicos vy
peptidérgicos que pueden regular el funcionamiento mamario.



INTRODUCCION.

I3 Lactancia.

La lactancia es la fase final del ciclo reproductox de
los mamiferos que permite la conservacidén de estas especies
al proveer la alimentacidén necesaria para la
la prole después de su nacimiento.

sobrevivencia de
fenédmeno neurocendocrino compleio.

En si, esta funcidén es

un
Su inicioc acontece después
del parto v su desarrollo depende de los estimulos
continuados de la succidén y de la estimulacién exteroceptiva
gque recibe la madre provenientes de las crias.
Entre los mecanismos neuroendocrinos especificos de la
lactancia, estan los relacionados con la sintesis,
procesamiento y liberacidén a la circulaciédn de la

prolactina
(PRL) ¥y de la oxitocina por la adeno vy por la neuxrohipdéfisis,
respectivamente. La PRL forma parte esencial
de hormonas adenchipofisiarias que estimulan

la leche por los alveolos mamaxios,

de un compleio

la sintesis de

mientras que la oxitocina
determina la evacuacidn de la leche hacia el

exterioxr durante

la succion.
Poxr otra
regulacidn

mecanismos

parte, como componentes importantes de la
fisioldgica de la lactancia, existen también

adrenérgica,

neurchumorxales de naturaleza
influyen en el funcionamiento del teiido

Qque
responsividad a las hormonas hipofisiarias.

mamario Yy en sua

En esta tesis se Trevisan de manerxra genexral los
relacionados

aspectos
con la regulacién neurcendocrina de la
lactancia, especialmente la participacion que tiene el
sistema nervioso autdénomo en dicha regulacidén.

Asimismo, se
presenta el analisis experimental de los mecanismos centrales
de diversa naturaleza que regulan la contractilidad de la
glandula mamaria.



ITID Regulacién integrativa de la evacuacidn lactea

en la rata lactante.

ad) Anatomia de la glamndula mamaria.

En las distintas especies de mamiferos, la glandula

" mamaria muestra una estructura externa diversa y se encuentra

en intima relacién anatomo-fisiolégica con la piel, va que

cuenta con el suministro cutaneoc de nervios v de vasos

sanguineos. Poxr esta razdn, se considera a la glandula

mamaria como una de las mas importantes glandulas accesorias
de la piel (Cowie, 1974&4).

Turner (1952) y Cowie y Tindal (1971), han descrito
detalladamente las variaciones de la forma, tamafioc, nimero vy
ubicacidon de las glandulas mamarias entre las distintas
especies de mamiferos.

Brevemente, la rata posee 6 pares de glandulas mamarias:
3 tordacicos, 1 abdominal y 2 inguinales que a manera de sacos
aplanados revisten la pared ventral del cuerpo; mientras que
en el hombre soclo se encuentra un par de ellas, ubicadas en
la regidn toracica anterior. Por otro lado, la vaca, al igual
que otros rumiantes, tiene 4 glandulas mamaxias inguinales
que se agrupan para formar la ubre (Wakerley y col, 1988).

Sin embargoc, no obstante <que la morfologia externa de la
glandula mamaria es muy diversa en las distintas especies de

mamiferos, los aspectos histolégicos de la misma son
similares en todas las especies estudiadas. En genexal, la
glandula mamaria estd formada por parénquima v estyoma. E1l

parénquima esta constituido por numerosos alveolos (aparato
secretor) que son drenados por conductos, los cuales se unen
entre si para formar conductos mayores que desembocan en el
pezén. Cada alveolo estd formado por una capa de células
epiteliales secretoras de leche rodeadas poxr células



contractiles especializadas llamadas células mioepiteliales,
las cuales rodean también a los conductos de menor calibre.

El arreglo de los conductos varia entre las especies,
acuerdec a si el conducto de cada 1lébulo se une a

de abrirse al pezdn S si permanece separado. Asi,

convergen en un solo conducto

mientxas que en el hombre v el
conejo son varios los galactéforos que desembocan
Ademas,

de
otxro antes

en la rata
los conductos mamarios

principal o galactéforo,

al pezdn.
n algunos mamiferos la glandula mamaria puede

estructuras particulares para el almacenaje de la
el hombre,

tenexr

leche. En
el almacenamiento de leche se lleva a cabo en

dilataciones de los galactéforos cercanas al pezdén,
que en los yrumlantes,
resexrvorio o

las
mientras
los conductos grandes desembocan en un
cisterna glandular que se comunica con la
cisterna del pezdn, la cual a su vez desemboca en el conducto
del pezdn (Cowie, 1974).

El paréngquima mamario esta

revestido PoxT
conectivo (estroma),

teiido
el cual posee numerosos wvasos sanguineos
vy fibras de masculo liso dispuestas longitudinalmente en
conductos menores y longitudinal y circularmente
calibre mayor (Cross, 1961
1).

los
en los de

Findlay y Grosvenoxr, 1969) (Fig.

El teijiido contractil de la glandula mamaria (aparato

motor) lo constituyen las células mioepiteliales y el miasculo
liso que Todea a los

sanguineos de la
provenientes de
pezdédn,

conductos mamarios vy a los

glandula (Fig. 1).
receptores ubicados
la piel cercana al

vasos
Fibras sensoriales
principalmente en cl
mismo v el
constituyen la inervacién aferente
(Cross, 1961;: Findlay, 1966).
a la presion vy al

parénquima mamarxio
de la glandula mamaria

Estos receptores son

sensibles
tacto. La

inervacién eferente de la
glandula mamaria es de naturaleza simpatica y llega al teijido
conectivo vy al masculo liso (Cross, 1961; Findlay v
Groswvenor, 1969).



Células
Miocepiteliales

Epitelio

Glanduiar

Vena

Conducto
Mamario

ALVEOLO MAMARIO
Fig. 1. Diagrama de

vasos sanguineos y células mioepiteliales
rodeando al alveolo mamario.
original de Turner,

(Tomado de Mayer y Klein, 1961 ;
1952) . .
BY) EL reflejo neurceniocring de la evacwyacion lLactea.
El reflejo de evacuacidn lactea es el mecanismo
neurcendocrine principal por el cual la leche
almacenada en la glandula

sintetizada vy
mamaxia

es expulsada hacia
extexrior durante la succidén o la ordefia (Cowie vy col,

el
Este reflejoc se activa en su

1951).

aferente neural poxr la

estimulacién de receptores localizados en la zona del
duxante la

pezoén,
succidn (3 l1a ordefia. Dichos receptores
sensibles a la estimulacidédn tactil y de presidn.

generados por esa estimualacion,
segmentarios

nexrvioso

rama

son
Los impulsos
se transmiten por los nerxrvios

v poxr vias especificas
central (SNC) hasta
paraventricular del hipotalamo
1952; Cross, 1961).

dentro del
niacleos
(Harris,

sistema
supradéptico

los

> 4
Cross y Harris,
Las neuronas de estos nucleos constituyen

la via final comin del reflejo de

lleva a cabo 1la

19483

evacuacidén. En ellas
sintesis,

se
Pprocesamiento vy finalmente, a
partir de sus terminales axdnicas, la liberacién de 1la

fa



oxitocina a la circulacién. Esta hormona, al
glandula mamaria se une a receptores especificos
en las células mioepiteliales

llegaxr a la
localizados

(Soloff, 1985). El acoplamiento
de la oxitocina con su receptor induce la contraccidén del
micepitelio que yryodea a los alveolos y conductos pequeiios

la glandula mamaria.

de

L.a presidén intraalveolar aumenta vy se

expele la leche de los alveoclos hacia leos conductos mayores
o, en su caso,

hacia la cisterna glandular mamaria

(Groswvenox
v Mena, 1974).

c) Secrecidtn de oxitocina y evacuacidn laictrtea.

Por su accidn contractil sobre el miocepitelioc mamario,
se puede determinarxr indirectamente la oxitocina secretada,
sea mediante el registryo de la presidén intramamaria
el animal anestesiado,

va
(PIM) en

o bien por la cantidad de leche
evacuada de la glandula durante un periodo de succidn,

en animales concientes como anestesiados.
se han medido

tanto
En afios recientes,
radjioinmunoanalisis (RIA)
especifico los niveles circulantes de oxitocina secretados en
respuesta a la succidén o la ordefia en diversas especies.

Las especies estudiadas mediante el RIA
el conejo,

mediante el

incluyen a la
rata,

el puerco, la cabra, el
(Mena y col, 1985) .

oxitocina

la ovela,
cobayo y el hombre
circulantes de
viriables.

la vaca,

Las concentraciones
han detectado son muy
la concentracidén de la hormona en la

rapidamente iniciarse la

s3in embargo, es de coxrta
duracién y a menudo decae aun y cuando la estimulacidén de la
glandula mamaria contimie. de

10
¥ los niveles previos a
lJa estimulacién tienden a ser mayores que los

obsexrvados en
animales no lactantes.

En todas las

que se
En general,

circulacién aumenta

después de
estimulacidén mamaria.

Tal aumento,

La magnitud de los incrementos
la hormona en el plasma varia entre los individuos (hasta
veces por encima del nivel testigo),

especies estudiadas existe una

marcada
uniformidad del proceso de evacuacidén lactea en cuanto a la
responsividad del miocepitelio a la oxitocina Yy a la

S



liberacién refleja de la hormona por la estimulacié4n mamaria.
Esto sugiere que la liberacidén de oxitocina es esencial para
la evacuacioén lactea en todas las especies.

Sin embargo, con el empleo Ade diversas = técnicas
experimentales, se sabe que el reflejo es esencial para la
evacuacioén lactea normal en la rata, el conejo, el gato, el

perro, el puerco y el hombre; ¥ no lo es en los xTumiantes
domésticos como la cabra, la ovedja vy la  wvaca (Cowie vy
Tindal, 1971; Cross, 1961l; Grosvenor y Mena, 1974). La causa
pPrincipal de esta diferencia reside en las wvariaciones
anatdémicas de la glandula mamaria entre las especies. Asi, la
existencia de cistexrnas con gran capacidad de almacenamiento
de leche en los rumiantes y la ausencia de las mismas en las
otras especies, establece la principal diferencia ya gque la
salida de la leche cisternal no requiere de la accién de 1la
oxitocina (Cowie y Tindal, 1971; Cross, 1961). Razones de
menor peso, que se aplican a otras especies y no solo a los
rumiantes, son la falta de correlacidn temporal entre la
libexracidén de oxitocina y 1la evacuacidén lactea, asi como
algunas caracteristicas funcionales de las glandulas mamarias
gque permiten la evacuacidén de leche sin la intervencidén de la
oxitocina. Estas caracteristicas son la capacidad de
contraccién de las células mioepiteliales por su estimulacidn
mecanica directa y/o por la distensién alveolar, la densidad

v potencia de los receptores mamarios a la oxitocinaj; v la
existencia, especialmente en rumiantes, de kininas
PlasmaAticas capaces de provocar la contraccidén del

miocepitelio mamario (Peetexrs y col, 1972).

E]l hecho de que la oxitocina no sea esencial para la
evacuacidén lactea normal en algunas especies, aunado a la
existencia de mecanismos alternativos capaces de potenciar
v/0 inducir la evacuacién lactea, asi como a la presencia de
una influencia autondmica reguladora del proceso de
evacuacioén, hacen evidente la necesidad de revisar conceptos
tradicionales y plantear hipdtesis integrales del fendmeno
para las diferentes especies.

El estudio del reflejo de evacuacidén lactea en especies
de laboratorio como la rata y 1la coneja lactantes ha

6



permitido caracterizar algunos aspectos relevantes de 1la

fisiologia del fenémeno. Fuchs v colaboradores (1984)

mostraron gque la liberxracidén de oxitocina en la coneja

lactante esta intimamente relacionada con la eficiencia de la
con la intensidad y caracteristicas de la
succidédn y con la fase del ciclo de lactancia. Asimismo,

mostraron gque la succién provocd la liberacién de PRI, pexro:
no de oxitocina, en condiciones de estrés. Este dato apova el
concepto de inhibicidén central selectiva del xeflejo de
evacuacidén lactea propuesto poxr Cross (Cross, 1955) hace

evacuacion ldactea,

muchos afios.
En la rata lactante el reflejo de evacuacidn lactea se

ha estudiado con cierta amplitud. Para esto se han utilizado
sucecidn en animales

diversos métodos qgque incluven: la
aumento de

concientes o anestesiados y la detexrminacién del
peso de las crias; la estimulacién eléctrica de nexrvios
segmentarios, el registro electrofisiolégico de la via final
comin ¥y el registro de la PIM en animales anestesiados; asi
como también la medicidén por medio del RIA de la
concentracion circulante de oxitocina, etc. En un estudio
(1970) mostrd que la estimulacidn
dilatacién vaginal

hipofisiario. En

asociados a
libexracién de

realizado en ovejas Richaxrd
eléctrica de los nervios inguinales o la

generaba potenciales de accidén en el tallo

algunos casos, dichos potenciales estuvieron

elevaciones de la PIM debidas aparentemente a

oxitocina (Richard, 1970).
En estudiss con ratas lactantes se ha obserwvado
la concentracidn

que la

succidén por 6 crias durante 30 minutos eleva
inmunodetectable. Este incremento

minutos de estimulacidn e
persistencia del
de la
de la

circulante de oxitocina
alcanza su maximo a los s
inmediatamente después declina a pesaxr de la
estimulo aferente. En contraste con este perfil
secrecidn hormonal, las crias obtienen la mayor parte

leche contenida en las glandulas durante la parte tardia del
(Goodman y Grosvenor, 1983).

periodo de succidén de 30 minutos
situacidén

Estos resultados muestran gue la

opuesta a la de la coneja, en la
leche inmediatamente después de haber empezado a succionar.

rata presenta una
cual las crias obtienen la

7



En una serie de estudios sobre la evacuacién lactea en

la rata, Lincoln, Wakerley vy colaboradores (Lincoln v
Paisley, 1982; Lincoln y Russell, 198S5; Wakerley y col, 1988)
han hecho diwversas contribuciones que se han revisado
recientemente.

De acuerdo al trabajo de estos investigadores:

la rata ocurre de manera
de 2 a 10 minutos
evacuacisdn
oxitocina

a) la evacuacidén lactea en
intervaios regulares
continuada de las crias y cada
la liberacidn de pulsos de

intermitente, a
durante la succidn

es provocada por
0.5 a 1 mU;

de oxitocina liberada es generado por una
de descarga de las neuronas

correspondientes a
b) cada pulso

aceleracidén de la frecuencia

neurohipofisiarias;

la latencia inicial asi como el intexvalo entre las

por factores centrales;

asociada a un

los estados de

c)
evacuaciones se determina

d) la liberacidn de
siendo inhibida durante

oxitocina ocurrxre

estado de suefio,

alexrta;
e) la via neural del reflejo es activada por mecanismos
sindpticos que involucran a la noradrenalina (NA),

acetilcolina (ACh) y dopamina (DA); ¥y finalmente,

f) la evacuacién lactea refleja es inhibida por péptidos
opiaceos en el lébulo posterxior de la hipdéfisis, y por NA a

traveés de receptores (2-adrenérgicos dentro del SNC.

Mena Y colaboradores (1978) usaron la estimulacidén

eléctxrica de un nervio mamario y el registro de la PIM en la

rata anestesiada para analizar la relacién que existia entre

la liberacidén de oxitocina y la contraccién mamaria. Estos

autores determinaron que pulsos de 1 mseg de duracidén y 15 Hz
provocaban elevaciones de la PIM
~#U de oxitocina.
seccidén

durante 5 a 10 seg

equivalentes a las inducidas por 50 a 400
hipofisectomia o

las respuestas de
20 a 40 seg.
la

Estas respuestas se suprimian por
después de cada estimulacidn,

repetirse a intervalos de
estos autores determinaron que

espinal vy,
PIM podian
Adicionalmente



administracién endovenosa (IV) del blogqueadoxr 3
(propranoclol) vy el aumento del volumen
aumentaban la incidencia de
estimualacidén eléctrica.

adrenérgico
intraglandular,
respuestas positivas a dicha

Estos Tesultados indicaban

que 1la
liberacidén de oxitocina por la

estimulacién afexrente podia
inducirse repetidamente por la

estimulacién eléctrica del
nervio mamario. Si bien, la

deteccidén de dicha liberacidn
grado de llenado vy al
simpatico de la glandula mamaria.

podia estar condicionada al tono

Tiempo después, mediante el RIA, se ha confirmado que la
oxitocina se libera por 1la

estimulacién eléctrica de 'un
nervico mamario. La administracién IV de propranolol aumenta
la incidencia y la magnitud de la liberacidén de ,
dicha respuesta puede obtenerse

repetidamente en el mismo
animal (Mena y col, 1985).

Con estos estudios, Mena vy colaboradores (1978, 1985)
refutaron la hipdtesis del grupo de Lincoln, acexrca de la
inhibijicidn central de la secrecidédn de oxitocina que estaria

antagonizando a la estimulacidén aferente proveniente de la

gladndula mamaria y que seria el mecanismo para explicar el
retardo y el cardacter intermitente de la evacuacién lactea.

Asi, Mena y colaboradores (1985),

concluyeron que el
hecho de que las crias no

obtengan la leche durante los
primeros minutos de succién a pesar del aumento en el nivel
circulante de oxitocina sugeria la existencia de mecanismos
periféricos inhibitorios que podrian antagonizar la accidén de
la oxitocina sobre el miocepitelio mamario e inhibirx» 1la
evacuacidén lactea.

d> Regulacidn autondmica de la evacuacidn liacteam.

Desde hace tiempo se han acumulado evidencias
experimentales de diverso tipo que apoyan la hipdtesis de que

la glandula mamaria es un efector autondmico v que la

evacuacidn lactea en particular esta regulada
fisjioclégicamente poxr la divisién simpdtica del sistema
nervioso autdnomo (Cross, 1961; Grosvenoxr Yy Mena, 1982;

-

oxitocina ‘v .



Lefcourt y Akexrs, 1983).

Ahoxra bien, es evidente que a la

conceptos
actuales de funcionamiento integrado e intexrdependiente Ade
los sistemas nervioso centxral y endocrino, resulta
la comparxtimentalizacidén de

conceptual consecuente.

luz de

obsoleta
v la limitacién
Por lo tanto, dada la importancia
evolutiva de una funcidén como la lactancia, es facil

suponexr
gue existen mecanismos redundantes que aseguren la eficiencia
de tal funcidn,

interrelaciones

cada sistema

aan Yy cuando
funcionales de
dilucidar su importancia relativa.

sea necesario

conocer las
tales

mecanismos Para
Ya que la evidencia que apoya la participacidn simpatica
sobre la evacuacidén lactea ha side ampliamente
wvarios autores (Mena y col, 1985;
continuacidén sefialo solo

Trevisada
Lefcourt y Akers,

algunos aspectos
activacién fisiolégica auvtondmica asociada

poxr
1983), a
relativos a 1la

a la ewvacuacidédn
lactea.
El sistema nervioso simpatico puede influir en 1la
evacuacidn lactea tanto mediante las

circulantes como por medio de

catecolaminas
llega al masculo

simpatica que
conductos y de

la inexvacidén
liso de los los <wvasos
sanguineos mamarios.

Se ha observado gque la activaciédn del sistema simpatico
o la administxacién de catecolaminas provoca
vasoconstriccidén en la glandula mamaria gue reduce el acceso
de las hormonas a la glandula mamaria (Hebb vy Linzell, 1951 ;
Linzell, 1974). También, la activacién simpatica induce la
constriccion de los conductos mamarios con lo cual
antagoniza la accién de la oxitocina ya que se
salida de la leche

col, 1972;

una

se

dificulta 1la
(Findlay y Grosvenor,

1969;
Hebb y Linzell, 1966).

Grosvenorxr v

Ademas se ha propuesto que
las catecolaminas pueden inhibir directamente la accién de la

oxitocina sobre el micepitelio glandular (Chan, 1965; Moore ¥y
Zarrow, 1965).

La accién de los agentes simpaticos adrenalina
NA sobre la evacuacidn lactea puede ser ejercida

glandula mamaria a través de receptores «
Ppoxr medio de

(ADR) b'd
sobre la

o 3 adrenérgicos

una vaso vy/o ductoconstriceidn

mamaxria,

10



respectivamente. Se sabe que el efecto inhibidoxr periféxrico «

adrenérgico puede ser ejercido poxr una vasoconstriccién

mamaria, lo que impediria la llegada de la oxitocina

a la
g2landula mamaria, v se ha sugerido una accidén ¢? adrenéxrgica
que podria inducir vasodilatacidén (Bisset vy col, 1967
Vorherr, 1971; Lefcourt y RAkers, 1983). Asimismo, la accidén
inhibidora periférica (? adrenérgica puede ejercerse por medio
de una ductoconstriccidn, lo cual antagonizaria el
desplazamiento de la leche por los conductos de la glandula
mamaria (Grosvenor y Findlay, 1968; Bisset vy col, 1967;

Vorherx, 1971).

Recientemente se ha descrito la presencia de receptores
A—adrenérgicos en las células epiteliales, alveolos,
conductos vy adipocitos de la glandula mamaria de la xrata. La
cantidad y distribucién de tales receptores en la glandula
mamaria varia de acuerdo a Jdiferentes estados
del animal,

fisiolégicos
lo cual sugiere que los receptores (I-adrenéxrgicos
de la glandula mamaria son sensibles a cambios hormonales vy
pueden constituir un mecanismo para la influencia directa o
indirecta de las catecolaminas sobre el desarrollo v
funcionamiento de la misma (Marchetti y col, 1990; Marchetti
v Labrie, 1990).

Por otro lado, se sabe que a nivel central la NA puede

estimular o inhibir la evacuacidn lactea a traveés de
receptores a o [? adrenérgicos respectivamente (Cross v col,
1971; Tribollet y Dreifuss, 1977; Moos v Richard, 1979b).
Estos efectos (periféricos by centrales) potencialmente

antagédnicos de la NA sobre la evacuacidén lactea sugieren
su accidén inhibidora periféxrica puede
acecidén estimuladora central.

que
compensarse por su

A partir de ésto, puede pensarse que cambios en el tono
simpatico regulan la evacuacidén lactea por medio de
mecanismos.

diversos

Desde hace tiempo se sabe que en cabras v vacas la
estimulacién de receptores mamarios activa de manera xefleja
al sistema motor inhibidor (simpatico) de la glandula mamaria
{(Cowie y Tindal, 1971; Cross, 1961). Asimismo, se ha descrito

11



que la estimulacién eléctxrica del pezdn en cabras y la oxdefia
en vacas, dan lugar a la elevacidén en la
circulante de catecolaminas (Kuanyshbekova,
1979%9a;

concentracisén

1976 Baxrowicz,

Estos resultados indican que el

Ewy v Barowicz, 1981).
sistema simpatico adrenal puede activarse de

manera Tefleija
poxr la estimulacidén fisioldgica de la glandula mamaria.

En estudios en Tatas lactantes se ha encontrado que el
sistema simpatico adrenal puede activarse por la estimulacidén _
eléctrica de un nervio mamario o poxr la estimulacidédn mecanica
(compresidén manual de dos glandulas

toxracicas)
anestesiadas (Mena y col, 1979;

en Tratas

Grosvenor Y Mena, 1979).
También se ha encontrado que la activacion eléctxrica del
simpatico puede inhibirse mediante la

activacidén Ade
receptores ductales (Mena y col,

1979). El indicadoxr de la
activacidén simpatica empleados en estos estudios fue el
registro de la respuesta de PIM a la oxitocina exédgena.

Se ha observado que durante

la estimulacién eléctrica
prolongada de un nexrvic mamario se deprimen las respuestas de
PIM a dosis v de oxitocina. Dicha depresidén

animal, )

desaparece
después de a)

administrar

adrenalectomizar al
sistémicamente pPropranoclol, c) aumentaxr el

intraglandular de la glandula registrada o,
pequefio volumen de leche en una
la que se

volumen
d) introducir

glandula toxacica distante
registra (Mena Y col, 1979) .

seccionar la médula espinal, la
aumenta las respuestas de PIM
lugar de disminuirlas

un

a
Finalmente, al
estimulacidn del
a la oxitocina
{Mena v col, 1979).

nexrvio
exdédgena, en

Estos resultados indican gque la estimulacidén del
mamario provoca la activacidn refleja del sistema
Los efectos inhibidores de
contrarrestarse ya sea,

nexrvio
simpatico.
activacién pueden

localmente al aumentar el volumen de
leche intraglandular o bien de manera Yefleja mediante la

estimulacién de mecanorreceptores activados en respuesta a la

dicha

dilatacidén ductal.

De esta manera se demostrd
mamario

en el nervio
existen componentes tanto facilitadorxres como
inhibidores del tono ductal.
Asimismo,

cuando se utilizé la

estimulacidén
las glandulas mamarias,

manual Jde
se obtuvo también

una activacion
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simpatica similar a la obsexrvada con la

estimulacidén
eléctrica del nexrvio mamario.

parecido al
fue Dblogueado

Este efecto fue
producido por la inveccidén sistémica de ADR y

por la anestesia local de la regidn estimulada (Grosvenor Yy
Mena, 1979).

En apoyo a estos estudios,

demostramos que la
estimalacidén eléctrica del

nexvio mamario pProwvoca la
libexracién a la circulacidén de ADR suprarrenal aungue no de
NA. Dicha liberacidén de ADR no ocurrid cuando la estimulacidén
del nexrvio fue precedida unos minutos antes poxr la
intraductal de un pegquefioc volumen de leche
toracica (Clapp Y col, 1985;

inyeccidon
en una glandula
Mena y col, 1985)

los niveles
catecolaminas en ratas despiertas,
minutos por sus

Ademas, detexrminamos circulantes de

succcionadas durante 10
crias. Los resultados mostraron que las

circulantes de NA vy de ADR aumentaron
significativamente por arriba del valor testigo,

concentraciones

b4 que tal
la succidén
complementarxrio de la
experimentos fue el de
estos animales mostraron una piloereccidn clara durante
el periodo de succidén de 30 minutos.

incremento sucedidé desde los primeros minutos de

(Clapp v cel, 1985). Un indicadox

activacién simpatica en estos que

todo

En vista de estos resultados,

es claro que en la rata
lactante las

catecolaminas se liberan a 1la

circulacidén
durante la succidn,

de manera similar a lo gue parece ocurrir
Dicha liberacién se afiade a la
reflejos neurocendocrinos

animales lactantes.

en otras especies. lista de
activados durante la succién en

Teniendo en cuenta la informacidn anterior, planteamos
la posibilidad de que variaciones en la

liberacién de
catecolaminas en el SNC

(=] acciones de las
circulantes en la periferia,

(Barowicz,

catecolaminas
va sea sobre la
1979b; Shu-Lang Song
glandula mamaria,

neurohip&fisis
b4 col, 1988) o sobre la
estén influyendo en la secrecidn de
¥ la contractilidad mamaria (Mena y col, 1985).

Asi, la hipdétesis de laboratorio,
considera

oxitocina

trabaijo en nuestro

que la evacuacidén laActea en la rTata se inicjia

cuando se facilita la accidén oxitocinérgica por la activacidén

i3



de receptores ductales, capaces de inhibir la liberacidn

refleja de catecolaminas, y que puede existixr una accién

directa del SNC sobre el tono ductal de la glandula mamaria.
Analizamos esta accién del SNC sobre el tono ductal de

la glandula mamaria y los resultados obtenidos se

en la seccién de Resultados y Discusidn.

presentan

A continuacidén se revisan aspectos relevantes de la

participacién del sistema nervioso auténomo en la wegulacidn

de la secrecidédn lactea paxa tener una visisdn integrativa . de
la lactancia.

ITID Secrecidn laiactea y prolactina.

Desde hace tiempo se sabe que el inicio v el
mantenimiento de la secrecién lactea son determinados por las
hormonas adenohipofisiarias que forman los compleijos
hormonales lactogénico y galactopoiético (Cowie y col, 1980;
Tuckex, 1974; Tucker, 1988). De estas hormonas se conoce el
papel preponderante que desempefia la PRL en el desarrollo
de la glandula mamaria y en la sintesis y secrecidén de los
diferentes componentes de la leche. Por esto, algunos autores
(Cowie, 1969) atribuyen la disminucidén en el volumen de leche
que ocurre al final de la lactancia a una menor secrecidén de
PRL.

El ciclo de la lactancia se caracteriza por una fase
inicial de incremento de la producciédn lactea, una intermedia
de sostén y otra final de menor produccidn. Sabemos que al
final del ciclo, en la rata y en 1la coneja lactantes,
disminuye la accidén trdfica de la PRL sobre la glandula
mamaria; y ellc va unido a una mayor latencia y menores
magnitud y duracién de la accién estimulante de la PRL sobre
la secrecidén lactea (Mena vy col, 1982; Grosvenor ¥y Mena,
1973b; Clapp y col, 1987).

Como se vera mas adelante, existen causas diversas que
determinan los cambios neuxroendocrinos de finales de 1la
lactancia, y entre ellas desempefian un papel importante Jas
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de la

cuantitativas
. Succidn

modificaciones cualitativas Y
estimulacién aferente que recibe la madre durante la

por las cxrias.

ad Importancia de la prolactina en la secrecidén lactea.

la sintesis de
usando
En esta

PRL en

relativa de la
se ha determinado

La importancia
leche por las glandulas mamarias
animales lactantes intactos o hipofisectomizados.
vltima condicidén, desde hace tiempo se conoce que las
hormonas necesarias para restituir la funcidn varian entxe
aunque siempre ha sido necesario incluir a la

PRL. en el tratamiento sustitutivo (Cowie y Tindal, 1971). Por
en un caso extremo como el del cceonejo, la PRL poxr
la lactancia después de 1la

hipofisectomia (Cowie ¥y col, 1969). En otras especies como la

rata es necesario administrar adrenocorticotropina (ACTH) v
(GH) ademas de PRL para obtenexr el

1961 ).
la madre gqueda sometida a

las especies,

otra paxrte,
si sola es capaz de restituir

hormona de crecimiento

mismo resultado (Cowie y Tindal,

Una vez iniciada la lactancia,
la accidén reguladora de los estimulos externos proporcionados
(succidn ¥ estimulacidn exteroceptival, los
continuada de las hormonas

por las crias
secrecidn

cuales mantienen la
necesarias para la secrecién de leche.

En relacién con la secrecidén de PRL, los estudios en la

la lactancia depende de modo muy

activa el influio

rata han mostrado que
regular de la

frecuencia con que se

nervioso aferente. En efecto, la aplicacidén
con intervalos intersuccidén no mayores de ocho horas
1970a; Mena y col,

critico de la

succidn,

(Grosvenoxr y Mena, 1971; Grosvenor y col,

1980b), determina un nivel adecuado de sintesis de PRL por la

hipéfisis y una secrecién normal de la hormona hacia la
el funcionamiento adecuado de los

circulacidén, asi como
la demanda de

mecanismos hipotalamo-hipofisijiarios acorde a

las wvariaciones en
reflejan en

las crias.
Ahora bien,
secrecién de leche por las

como es de suponerse,
glandulas mamarias

1s



mayoxr o menor grado la secrecidén de PRL por la hipdfisis. En
apoyo a esto, se ha obsexrvado que la secrecidédn de la hormona
por la succidn no ocurre cuando la misma se aplica en la rata
anestesiada (Grosvenor <y Mena, 1971); cuando de
selectiva se ha blogueado la secrecion de PRI, mediante
extractos hipotalamicos o agonistas dopaminérgicos
v col, 1967b),

manera

(Grosvenoxr
o cuando la succidén es aplicada
intervalos sin succidén excesivamente prolongados

hr) (Grosvenor ¥y col, 1970a).

después de
(de 16 a 24
situaciones se

produccidén lactea. La
disminucién de la secrecidn lactea en estos animales se
evitar mediante la

En todas estas
observd una reduccidén drastica de la

pudo

administracidén previa de PRL, sola o

combinada con otras hoxrmonas, como tirotropina (TSH)Y, GH,
ACTH y oxitocina (Grosvenor y col,

1970a) .

¥ otros sobre la
periodicidad de la estimulacidén

para inducir
hormona

Estos estudios

relacién entre la

afexrente Y su efectividad

fisioldégicas de secrecidén de la
(Grosvenor y col, 1967a), indican que
lactante existe un paralelismo funcional
mamaria vy la

respuestas

en la rTata

entre la glandula
porxr la hipdfisis.
similares para otras

especies © para otras hormonas Yy no sabemos si es posible su
extrapolacidn.

secrecidn de PRI,

Desgraciadamente, no tenemos datos

b3 Acciones de la prolactina sobre la glandula mamariae

El mecanismo de accién de la PRL

sobre la glandula
mamaria no se conoce plenamente yvya qQue,

entre otros aspectos,
la sintesis y la incorporacidédn de cada uno de los componentes

de la leche secretada han sido analizadas por separado debido
a la complejidad de cada mecanismo.

En general, las acciones de la PRL sobre la glandula
mamaria pueden agruparse en tres categorias:

a) estimuladoras de la proliferacién del epitelio alveolar,
b)) relacionadas con la diferenciacidén del teiido secxretoxr, y
c) relacionadas con la estimulacién vy el mantenimiento de 1la
funcién secretora.

Existen revisiones amplias en las que se detallan las
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acciones de la PRL en la glandula

mamaria (véase: Foxrsyth,
1986; Linzell y Peaker, 1971; Shiu y Friesen, 1980; Topper Vv
Freeman, 1980; Rillema vy col, 1988; Tuckerx, 1974 ¥ 1988;
Wallis y col, 1985),

Por lo que s&lo
acciones de la PRL rTelacionadas con el mantenimiento de la
secrecidén lactea.

mencionareé algunas

La PRL estimula la funciéﬂ secretora de la glandula
mamaria estimulando de manera generalizada el metabolismo del
epitelio alveolar. Esto implica, la estimulacidén de la
sintesis de proteinas, tanto de las secretadas

en la leche
(caseina, «-lactalbimina,

etc) como de las enzimas que
participan en la sintesis de otros componentes de la leche

(lactosa, leche, etc); asi
también la estimulacidén del metabolismo de los lipidos
regulacidén del flujo idnico a través
{(Shiu y Friesen, 1980).

lipidos especificos de la como
¥ 1la
del epitelio secretoxr

b.1) Asccidén de la preolactina sobre la permeabilidad epitelial
de la glandula mamaria.

Durante la secrecidédn de la leche, la glandula mamaria
transporta grandes cantidades de fluido isotdnico. El

contenido idénico de este fluido es mantenido parcialmente pox

txransporte activo y los principales iones <que
+ + -

en la leche son Na , K v Cl1 . Con respecto al plasma, la

concentracién de Na+ v Cl en la leche es baja vy la del K+
alta.

se encuentran

es

la PRL puede
estar implicada en el mantenimiento de las diferencias

la composicidén idnica de la leche v la
1969; Taylor ¥ col, 1975:
col, 1975), va

En diversos estudios se ha sugerxrido gue

entre
del plasma (Cowie,
Peaker y Tavlor, 1975; Linzell vy
que esta hormona puede modificar el movimiento
de iones y moléculas pegquelias, como la lactosa, a traves del
epitelio mamario (Linzell y col, 197S5). La lactosa es el
principal azidcar de la leche y por ser un regulador osmdético
de la célula mamaria, determina en buena parte el volumen de
leche secretada (Linzell y Peaker, 1971).

Desde el punto de vwvista fisiolégico, existe una
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hipdétesis que permite imaginar la accié4n de la PRL
secrecién de la fase acuosa de la 1leche

sobre la

v su posible
mecanismo de accidén en las células alveolaxres de la glandula

mamaria. Linzell v Peakexr (1974), han propuesto que 1la
pexrmeabilidad idénica del epitelio secretor mamaxrio

involucxa
dos wvias: a) una transcelular, a través de las células, y Db)
una via paracelular, en la cual participan las "uniones

estrechas" que existen entre las células alveolares.

Estos autores han encontrado que la PRL
permeabilidad de la glandula mamaria a través de
paracelular y asi, mantiene la diferencia en 1la
idnica de la leche con respecto al plasma (Peakex
1975; Linzell y col, 1975).

reduce la
esta via
composicién

vy Taylor,

En la coneja, al principio de la lactancia, cuando
secreta mayorxr cantidad de leche (poxr la

se

accién de 1la
lactosa), la composicidén idénica de la leche es distinta de la

del plasma. Como va mencioné, en la leche, el x* v la lactosa
estan en mayor concentracidén que el Na+ v el c1~

Sin embargo, al final de la lactancia 1la
iénica de la leche tiende a parecerse a la del

composicidn

plasma. En
. +
esta fase, decrece la concentracidén del K vy

la leche y aumenta la del Nat v del c1 , lo cual se asocia
con una menor produccidén de leche. Esta situacidén se

de la lactosa en

explica

con base en que al principio de la lactancia existe un

mecanismo de bombec que funciona en la membrana basal de la

célula alveolar. De esta forma, en la célula se mantiene baja

la concertracién del Na' v del Cl1” v alta 1la del K
lactosa. Al final de la lactancia, esta

v la
diferencia de
concentraciones se invierte y la hipdétesis considera que esto

se debe a que se altera la permeabilidad a estos ijiones ya que
se establece una permeabilidad inespecifica a través de la
via paracelular en el epitelic mamario.

Dado que la PRL consexrva la permeabilidad de las células
alveolares e impide la apertura de la wvia
menor secrecién al f£inal de la lactancia detexrminaria 1la
reduccién del volumen de leche secretada por la apertura de
la via paracelular y la pérdida de lactosa pox esta via.

Por otro lado, (Falconer y Rowe, 1977) obsexrvaron que la

paracelular, su
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incubacién con PRL de rebanadas de glandulas mamarias de
conejas disminuyd la concentracién intracelular de Na+ v
aumentd la de K+. Dado gue estos efectos de la PRL fueron

revertidos con ouabaina, se postuld que involucraban la
activacién de un transporte activo (ATPasa Na/K) a través de
la membrana. Con base en estos resultados, Falconer Yy Rowe
(1977) refutaron la hipdtesis de la wvia paracelular. Sin

embargo, dicha hipdtesis explicaria cédmo ocurre el transito
de moléculas mayores entre la leche y el plasma, por lo cual,
es evidente su valide=z=.

<D Interrelacidn entre succidn, prolactina b secrecion
1actea.

Ahora me referiré a la relacidén temporal gue existe
entre la liberacién de la PRL por la hipéfisis y su efecto de
estimulacidén de la produceidén lactea en la glandula mamaria,
asi como a la duracidn e intensidad del efecto de la hormona
sobre esta glandula.

Hace afios se observé gque la secrecidén lactea continuaba
varias horas después de la hipofisectomia en la rata (Cowie y

Tindal, 1961), o después de transplantar una glandula mamaria
de una cabra lactante a una cabra macho castrada (Linzell,
1971). Como en ambas situaciones experimentales faltaban las

hormonas necesarias para mantener la lactancia, se cons idexrd
que la persistencia de la secrecidn lactea se debia a la
secrecidn de PRL o de hoxrmonas hipofisiarias previa al
tratamiento quirdrgico. Es importante recordar que en general
la vida media de las hormonas adenohipofisiarxrias en la

circulacién tiende a sexr breve, por ejemplo, la PRL en 1la
rata tiene una vida media de 3 a 5 minutos. Sin embargo, su
efecto se manifiesta muchas horas después de haber

desaparecido de la circulacidn.

En estudios recientes Tealizados en la rata lactante se
ha determinado con cierta precisidén el periodo de latencia de
la aceién de la PRL y la cantidad minima de hormonas
necesarias para producir un efecto éptimo sobre la glandula
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mamaxia. Asi, los resultados mostraron que

secrecién de PRL por la estimulacidén natural,
de que se administra PRL
esperar de 8 a 12

después de 1la

©o bien después
en forma exégena,

es necesario
horas para

que las glaéndulas
leche corxrespondiente a dicha
(Grosvenor y Mena, 1973b}. Una vez
periocdo de latencia,

mamarias
produzcan la

estimulacidén
hormonal

conocido el
en estudios subsecuentes se determiné la
cantidad minima o umbral de hormona,

un efecto Sptimo
mostraron

suficiente para producir

lactea. Los resultados
que una cantidad muy pequefia de solo 2 pg de

en la secrecidn

total exra
mg de PRL

dosis
suficiente para producir un efecto Sdptimo.

fueron administrados por via IV
ng/min durante 5 minutos.

Estos 2
en dosis de 400

Cuando se administraron 400
durante 4 minutos o 200 ng/min durante 10

obtuvo un efecto paxrcial
paxrte,

ng/min
minutos, solo
(Grosvenor vy col, 1975) .
cuando se aplicd un periodo de succidn de

gque por otros estudios (Grosvenor y col,

se
Poxr otxa
5 minutos,

1979) se sabe
induce la secrecidén de 400-500 ng/min de PRL,

estimulacidén Sptima de la secrecidén lactea.
En conjunto,

que
se encontrdé una

estos estudios muestran que
lactea es un proceso continuo gracias al efecto
acumulativo de la PRL sobre la

la secrecidn

sostenido vy
glandula

mamaria. Asimismo,
indican que la hormona tienme un periodo de latencia
determinado para producir su accidn sobre el efector.

Conociendo este periodo se puede decir que la cantidad de
hormona para producir un efecto éptimo es realmente muy baja.
Mena vy colaboradores (1982), han determinado la
magnitud y duracién del efecto de la PRL
glandula mamaria de la conela.

latencia, sobre la
Estos autores
esta Thormona en
periodo de latencia egquivalente
Ademas, han mostrado gque la
24 a 32 hr),

han precisado
esta especie tiene
al observado
duracioén

gque la accidn de un

en la xata.

del efecto de la PRL (de

explica porqué en la coneja,

gue provoca la secrecidn de
mantenexr la lactancia

una sucecidén diaria
la hormona es
noxrmal (Mena
pexriodo de
periocodo inductivo de la PRL,

suficiente paxa
v col, 1i982). Se ha

sugexrido, que el latencia, o también

l1lamado

en otxras especies de mamiferos,
debe ser similar al de la Tata ¥y

la conejia, ya <qgue estas
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especies estarian en los extremos de la relacién frecuencia
de succién/latencia de accidén de la hoxmona.

Al final de la lactancia, la produccién de leche
- disminuye de manera natural y es posible que esto se deba a
una modificacién en los parametros de latencia, magnitud vy

duracién del efecto de la PRL.

Estudios hechos en ratas mostraron que, s3i Dbien el
periodo de latencia no se modificaba durante la fase final de
ia lactancia, la cantidad minima necesaria de hormona para
producixr un efecto éptimo era & a 5 veces mayor gqgue la
requerida a principios de la misma (Grosvenor y Mena, 1973b).

Por otra parte, se sabe gque al final de la lactancia la
secrecidén de PRL es menor (Cowie, 1969; Linzell vy Peaker,
1971), y se ha sugerido gque la reduccidédn de leche se debe a
esta disminucién de PRL y a una alteracién del efecto de ésta
sobre la glandula mamaria.

: A continuacién se revisan algunos estudios recientes

sobre el analisis de los mecanismos que determinan estas
alteraciones.

d) Regulaciédn de la lactancia al final del ciclo.

Ahora me referiré a las variaciones gque con respecto a
los estimulos externos como ia sucecidén Yy la estimulacidn
exteroceptiva, occurren normalmente durante la lactancia y que
posiblemente contribuyen a determinar el final del ciclo.

Como vya mencionéeé, en la xata lactante el contxrol
hipotadlamo-hipofisiario de la secrecidn de PRL esta
influenciado por la succidén v por la estimulacidn
exteroceptiva provenientes de las crias. Sin embargo, la
estimulacidén exterocceptiva, a diferencia de la succidn,
provoca la secrecidén de PRL sé&lo durante las fases intermedia
v f£inal del ciclo de lactancia, es decir durante la 2 vy 3*
semanas postpartum (Grosvenor y col, 1970b).

Poxr esta caracteristica se ha considerado que el
estimulo exteroceptivo opera por un condicionamiente de la
madre que asocia el estimulo de la succién por las crias con
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la presencia de ellas. A partir de la segunda semana y hasta
el final del ciclo de lactancia, aumenta la sensibilidad del
mecanismo exteroceptivo de la secrecién de PRL (Mena vy

Grosvenor, 1972), con lo cual la secrecidén de la horxrmona

pPox
la hipéfisis y la respuesta de la glandula mamaria alcanzan
un alto grado de funcionalidad. Ademdas, la succidén en cuanto
a frecuencia se refiere, tiende a espaciarse debido al

desarrollo de las crias gue gradualmente se independizan de
la madre para su nutxricidén.

Al final de la lactancia, sin embargo, aparece
mecanismo adicional de tipo exteroceptivo, decisivo
cese de la misma. En esta fase la estimulacién

un
para el

exteroceptiva
de las crias, ademas de provocar la secrecidn de la PRL,

activa un mecanismo periféricco inhibitorio que interfiere con
la accién estimulante de la PRL sobre la glandula mamaxria
{(Grosvenor y col, 1977; Grosvenor Yy Mena, 1973a).
consecuencia de este efecto paradéiico de la

Como
estimulacidén
exteroceptiva, la PRL, aungue se secreta a la circulacién, no
llega a estimular a la glandula mamaria vy pox lo tanto,
ocurre una menor secrecidén de leche al final del periodo.

En otros estudios se ha determinado gue el mecanismo de
esta inhibicidén de origen exteroceptivo es de naturaleza
simpatica, vya gque la estimulacidén exteroceptiva de las crias
aumentd la produccidén lactea cuando se administraron drogas
simpaticoliticas a ratas gque se encontraban al final de la
lactancia (Grosvenor ¥y col, 1977).

Estos resultados cbtenidos en la rata a 1lo largo del
ciclo de la lactancia, indican la importancia relativa de los
estimulos externos en la regulacién de las primeras fases del
ciclo. Asi, al principio del ciclo, cuando las crias dependen
completamente de la leche matexrna, estos estimulos aumentan
la funcionalidad del sistema hipotalamo-hipéfisis-glandula
mamarxria, para gue se satisfaga la demanda de leche. A medida
que avanza el ciclo ¥y que las crias dependen menos de la
madre para su subsistencia, succionan menos frecuentemente,
perxro como compensacién se hace efectiva entonces la
estimalacién exteroceptiva. De este modo, a pesar de la menox
frecuencia con que succionan las crias, se sigue produciendo
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leche ¥ se evita la disminucidén nutricional de la fuente
materna. Sin embargo, al final del ciclo las crias son mas
independientes de la madre y su nutricién proviene de otras
fuentes. Es entonces cuando el estimulo exteroceptivo activa
un mecanismo, aparentemente de naturaleza simpatica, que
impide que la PRL estimule a la glandula mamaria.

Se ha observado que si se modifica experimentalmente la
frecuencia de succidén en la coneja, de acuerdo a la fase de
la lactancia en que se realiza la operacidn, se obtienen
efectos distintos. Asi, el incremento de la succidén al inicio
de la lactancia se acompaiia de un aumento de la secrecidén
lactea, mientras que la misma maniobra al final del ciclo
resulta en una reduccidn de ella (Mena Yy col, 1981).
Incrementos aun mayores en la frecuencia de la sucecidén al
inicio del ciclo, traen consigo una desaparicidédn del efecto
estimulante. Dichos efectos inhibitorios al principio v al
final de la lactancia, se contrarrestan por la administracidn
exégena de PRL o de drogas simpaticoliticas. Considexando
estos datos, Clapp y col, (1987) propusieron que:

a) la succidn ejerce influencias galactotxréficas v
galactoliticas al principio Yy al final del ciclo de la
lactancia, respectivamente;

b) el umbral para activar influencias galactoliticas es
menoxr al final de la lactancia;

c) la accidén galactolitica de la succidén se ejerce,
entre otros posibles mecanismos, antagonizando la acecidén
estimulante de la PRL sobre la glandula mamaria vy,

d) gque dicho antagonismo parece sexr mediado poxr el
sistema nexrvioso simpatico.

Se desconoce el mecanismo intimo de naturaleza simpdtica
que en la rata y en la coneja parece ser responsable de la
inhibicidén de la secrecién lactea al final del ciclo. Sin
embargo, como ya mencioné anteriormente, la activaciédn del

sistema simpatico o la administracion IV de catecolaminas

provoca una vasoconstriccién en la glandula mamaria. Esto
traeria como xTesultado una Treduccidédn del acceso de las
hormonas a la glandula (Hebb vy Linzell, 1951) vy de los

Precursores indispensables paxra la sintesis de la leche
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(Linzell, 197&4).

Por otxro lado, la hipdtesis de Linzell vy

Peaker (1971)
considera que

la menor secrecidn lactea al final del ciclo se
debe a que la reduccién en la secrecién de PRL altera la
permeabilidad de la membrana alveoclar mamaria poxr la apertura
de una via paracelular en la membrana apical.

En un estudio en ratas lactantes,

Mena vy colaboradores
(1974) observaron gue la administracién de dosis grandes

(2-4
- U) de oxitocina deprimia la secrecidén lactea. Encontraron gue
la seccidn espinal o la administracidén de drogas

simpaticoliticas bloqueaban la accién inhibitorxria de la

oxitocina y propusieron que dicha accidén de la oxitocina se
ejercia por medio de un mecanismo simpatico.
Linzell vy Peaker (1971) en una serie de estudios en cabras
utilizaron también dosis grandes de oxitocina

inhibicidén de la secrecidn lactea.

Poxr otra parte,

para producir

Mostraron qgue el mecanismo

de dicha inhibicidén era precisamente inducir la apertura de

la via paracelular en la membrana apical de la célula

alveolar mamaria.

Estos resultados apoyan la hipdtesis de que la

activacidén simpatica fisiolégica inducida por la estimulacidn
extexoceptiva al final de la

lactancia de la rata Yy la
coneja,

v gque determina el cese de la funcidén, se puede debex
en parte a una alteracién en la permeabilidad de 1la

membrana
alveolar de la glandula mamaria.

OBJETIVO DE LA TESIS

En general, la finalidad de

nuestro trabaio de
investigacién es la de

estudiar la Tegulacidén de la
paxrticulax en los
gque llevan a cabo esta regulacidn.
Dado que, como hemos wisto,
responsable de activar diversos
secrecidén y la evacuacidédn lactea,

lactancia, con énfasis

mecanismos
neurchumorales

el estimulo de la succidn es
mecanismos que Tegulan la

en la presente tesis se ha
planteado el objetive de investigar algunos de los mecanismos
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neurochumorales que en el SNC regulan la lactancia.

La regulacidén de la secrecidn y la evacuacidén lactea

es
compleda y en ella participan mecanismos neurales y humorales
diversos, como sSon: al las

hormonas
oxitocina,

hipofisiarias
b)) el sistema nexrvioso autdnomo, a txravés
Adel sistema simpdtico adrenal y de la inexrvacidén mamarias
mecanismos locales

(mecanoxrreceptor

(PRL,
etc.);

c)
particulares de

ductal); b a) mecanismos

regulacidén neural que pueden Tegular el
funciconamiento del aparato motor de la glandula mamaria.
Por todo lo anterior,

la glandula

mamaria

centxales
adrenérgicos de

los objetivos generales de este
estudio estan orientados a determinaryr en qué grado participan
los mecanismos centrales adrenérgicos y peptidérgicos en la
contyactilidad de la glandula mamaria.

Los objetivos especificos de la presente tesis
siguientes:

son los

a)d Determinar el efecto de aplicar por wvia
intracerebroventricular (ICV) agonistas h's antagonistas
adrenérgicos sobre la contractilidad de la glandula mamaria
en Tespuesta a la oxitocina. .

a.l) Determinax cédmo interactian los mecanismos
centrales & y 2 adrenérgicos sobre la contractilidad de la
glandula mamaria.

a.2) Determinar si existe una interaccidén entre la
activacidédn del mecanorreceptor ductal y los efectos centrales
inhibidor y facilitador del tono ductal de

los agonistas o
(NA) v 3 adrenériicos (isoproterenol, respectivamente.

s5 las hormonas hipofisiarias
liberan durante la succidén a la circulacidn,

al liqguido

IS0P),
b)) Determinax

que se

' supuestamente

cefalorragquideo, influir

Prueden

directa o
indirectamente en la evacuacidén lactea.

De dichas hoxrmonas,
en la presente tesis estudiamos si la administracidén por via
ICV de oxitocina y PRL,

puede modificar la contractilidad de
la glandula mamaria a la oxitocina exdgena;

v si sus efectos
pueden deberse a mecanismos adrenérgicos.

Para este estudio utilizamos la via ICV ya gue es una
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ruta directa de acceso al SNC,
obtenerse con la administracidén de
neurotransmisores.

cuya activacidén puede
catecolaminas u  otxos
Esta activacién neural puede repercutir en
el funcionamiento de la glandula mamaria mediante

mecanismos
neuroendocrinos como la

secrecidén de oxitocina, o
mediante la inervacidén simpatica de la glandula.

Por otro lado, el liquido cefalorragquideo puede
vehiculo para la comunicacién

bien

sexr un
Y transportar
a 1lo largo del elje

Tregiones del SNC, o Dbien
hipdbfisis (Knigge ¥y col, 1980).

neuroendocrina
moléculas biolégicamente activas

cerebroespinal, a otras a la

RESULTADOS Y DISCUSION

XID Factores mewuwrales y hormonales que regulan
a contractilidad de la glandula mamaria de 1a rata

en respuesta a la oxitocina.

Como mencioné previamente, la tasa vy magnitud de 1la

evacuacién lactea dependen de la cantidad de

oxitocina que
llega por wvia sanguinea

al mioepitelio efector, de 1la

sensibilidad de éste a la hormona y de la resistencia del

sistema de conductos a la salida de la 1leche (Mena <y «col,
1985). También describi a grandes rasgos nuestra hipdétesis de
trabajo sobre la regulacidn de la evacuacidédn lactea en 1la

Trata. En esta hipdétesis desempefian una funcidén primordial:

a)
la liberacidén de oxitocina por el estimulo de la succidn, b))
la activacidn del sistema simpatico adrenal pox el mismo

estimulo ¥y c) los mecanorreceptores ductales que facilitan la

accién oxitocinérgica en el miocepitelio mamario al inhibir la
activacidén simpatica.

Por otro lado, en esta

seccidédn se presentan los
resultados obtenidos

con el analisis de los

mecanismos
centrales de naturaleza

adrenérgica y peptidérgica que
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regulan el tono ductal de la gladndula mamaria de la rata poxr
medio de la inexrvacién eferente mamaria. Para esto utilizamos
ratas lactantes (dia 7 a 1Spp) implantadas previamente con
una canula guia a cada ventriculo lateral cexrebral. En el dia
del experimento las ratas fueron anestesiadas con uretano
{Apéndice I), se les administrd oxitocina por via IV y se les
registré la PIM en una glandula mamaria abdominal. De esta
manera, se estudid la sensibilidad del miocepitelio a la
oxitocina y la resistencia que opone el sistema ductal

mamario a la salida de leche.

a) Estudios sobre el sistema regulador central del aparato

motor de la glandula mamaria.

Para analizar los mecanismos centrales adrenérgicos que
regulan la contractilidad mamaria, administramos pequefias
cantidades de ADR, NA, ISOP yv DA, en un ventriculo lateral
cerebral. Determinamos los efectos de estos farmacos sobre
las respuestas de la glandula mamaria a la oxitocina exdgena
mediante el xregistro de la PIM. Como se puede observar en la
figura 2, la administracién ICV de ADR (0.5-8 xg) aumentd la
amplitud de respuesta de la glandula mamaria a la oxitocina
exégena. Dicho efecto fue xeversible v dependiente de la

dosis.
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Fig.2. Respuestas de PIM de una glandula mamaria abdominal de
una rata lactante anestesiada. A las ratas se les
administraron dosis de oxitocina IV (indicadas por los puntos
debajo de cada registro), antes v después de diferentes
cantidades de adrenalina (ADR) (indicadas por las flechas) en
un volumen de 1 w1, aplicadas en un ventriculo lateral
cexrebral (ICV). Los numeros sobre cada registro indican los
minutos despuées de la inyeccidén ICV.

Dada la similitud de estos resultados con los obtenidos

por la supresidén, quirdrgica o farmacoldégica, del tono
simpatico (Grosvenor y col, 1972), se analizd el efecto de
administrar ADR ICV en el animal hipofisectomizado. Los

resultados obtenidos mostraron que el efecto también se

obtuvo en dicha preparacidén (Fig. 3).
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Fig. 3. Efecto de la inyeccién de adrenalina (ADR) poxr via
ICV en una rata lactante anestesiada, hipofisectomizada 3 hr
antes, sobre las respuestas de PIM a la inyeccidn de
oxitocina (indicada por los puntos debajc de cada registro).
Los numeros sobre cada registro indican los minutos después
de la inyeccién ICV.

Posteriormente aplicamoes NA, ISOP y DA por wvia ICV en el
animal intacto. Encontramos un efecto similar al de la ADR
paxra la NA y la DA; y un efecto de disminucidédn en la amplitud
de las respuestas con el ISOP (Fig. 4).
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Fig. 4. Respuestas
antes y después

abdominales de ratas lactantes anestesiadas,

de aplicar diferentes cantidades de noradrenalina (NA),
isoprotexrenol (ISO) Yy dopamina (DA) (indicado por las
flechas), en un volumen de 11, en un ventriculo lateral

cerebral (ICV).

En estudios previos se habian reportado efectos de
estimulacién o inhibicidén de la evacuacidn lactea por 1la
Yy otras substancias, en dosis
que las utilizadas poxr nosotros
Yy Richard,

aplicacidn ICV de estas
similares o aun mayores
(Tribollet y col, 1978; Clarke y col, 1979; Moos

1979a). En todos los casos se reportd gque estos efectos se
debfan a la interaccidén de estas substancias con la secrecidén
de oxitocina y <que en ninguin caso se modificd la

responsividad de la glandula mamaria a la oxitocina exdégena.

Si bien nuestros resultados no eliminan la posibilidad
de gque estas substancias modifiquen la secrecidn de
oxitocina, si indican que existen mecanismos independientes
de 1la oxitocina <que son Tesponsables de los efectos
obsexrvados.

En wvista de estos resultados, detexrminamos si los

efectos de las catecolaminas podian transmitirse por la
inervacién directa de la gl&andula mamaria. Para esto,
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correspondientes b4

seccionamos las raices ventrales

registramos simultaneamente dos glandulas mamarias

abdominales, una de las cuales quedaria sujeta a
encontrd que la

En este experimento se
los aumentos o
PIM a la

disminuciones de la
oxitocina exdgena
NA o ISOP ya gue
mientras

desnervacidn.
desnervacidén bloqued
amplitud de las respuestas de
obtenidas por la administracién ICV de ADR,
tal efecto estuvo limitado a la glandula desnexvada;
gque los efectos de las drogas administradas ain se obtuvieron

en la glandula intacta (Fig. 5).

ADR licv).
2y (oerposn)
W ——— e VA TN
as ST~ as —
Q25 Oxi NA - —_—— —_
1 o
' <l 2s /\_ 2

[
Roizr Venrol (TgTa)
Secudn (Giand w8

oxitocina IV

Fig. 5. Respuestas representativas de PIM a la
de dos glandulas mamarias abdominales (Gl. 7 ¥y 8) de xatas
obtenidas antes y después de inyectar
(ISOP)

lactantes anestesiadas,
adrenalina (ADR), noradrenalina (NA) e isoproterenol
poxr via ICV. Nétese que el efecto de las aminas solo ocurre

en la glandula mamaria inervada.

las mismas

Poxr otra parte, cuando administramos
excepto

catecolaminas por via IV, observamos que todas ellas,
la DA, disminuyeron la magnitud de las respuestas de PIM a la

oxitocina exédgena (Fig. 6).
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Fig. 6. Respuestas Tepresentativas de la PIM de xatas
lactantes anestesiadas,

a inyecciones de oxitocina (indicadas
por los puntos negros ba3jo cada registro) después de la
administrxacién IV de norxradrenalina (NAa), adrenalina (ADR),
isoproterenocl (ISOP) y dopamina (DA). Los numeros sobre cada

registro indican los minutos después de la inyeccidén Iv de
catecolaminas.

En sintesis, con estos resultados iniciales obsexrvamos:

la facilitacidén o inhibicidén de la respuesta de PIM
oxitocina exdgena,

a) a 1la

inducida por la aplicacidén ICV respectiva
de ADR, NA y DA, o de ISOP; b) la persistencia de estos
oefectos en el animal hipofisectomizado y c) el blogqueo de
estos efectos por la desnexvacidn de la glandula mamaria.
esto, consideramos gque en la rata, el SNC

puede regular 1la
evacuacién lactea a través de la

inexrvacién directa de la
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glandula mamaria. Dado gque tanto la secrecidn de oxitocina

como la de catecolaminas son Teguladas centralmente, estos

resultados aumentan la compleijidad de la regulacidén
integrativa de la evacuacidén lactea.
Hemos investigado un poco mas acexca de

central v los resultados obtenidos
continuacidén.

este mecanismo

se presentan a

@1l Efecto de la aplicacidédn ICVY de agonistas y antagonistas
adremstrgicos.

Como habiamos observado, la administracién ICV de NA (1
a S ug) o de Isop (1L a 10 wug) incrementa o disminuye
respectivamente, la magnitud de la respuesta de PIM de la
glandula mamaria a la oxitocina exégena. Tales cambios son
significativos y dependientes de la dosis y probablemente se
deban (véase mas adelante) a la respectiva disminucidén (NA) o
aumento (IsopP) del tono ductal. Investigamos si la
administracién de NA ICV podia antagonizar el efecto central
del ISOP y encontramos que al administrar NA antes del IsopP
prevalece el efecto facilitador de la primera (Fig.

7).
NA (icv) ISOP 1soP min -
1 p9 19 29 despues
I N SRONY AP )

Fig. 7 Respuestas representativas de PIM de una glandula
mamaria abdominal de una rata lactante anestesiada, obtenidas
al inyectar oxitocina (indicada pox los Ppuntos baijo cada
registro) antes y después de aplicar noradrenalina (NA) o
isoproterencl (ISOP), en un volumen de 11 porxr via ICV. Los

numeros sobre cada registro indican los minutos después de la
inveccién ICV.



Por otra parte, la

administracién IV de
(antagonista 2F-adr.),

contrarresta el
obtenido por la administracién ICV de

propranclol
efecto inhibitorio
ISOP (Fig. 8).

S0P
20;:9 03;“9 z::aq desSé‘é‘s
L __M A5

a5
asmiy Oxi —~_ A . 8
CONTROL > -
~ e azs
et
A min

Fig. 8 Respuestas rTepresentativas de PIM de una glandula
mamaria abdominal de una rata lactante anestesiada, obtenidas
al inyectar oxitocina (indicada

por los puntos bajo cada
registro) antes vy después de aplicar por via ICV Aosis de
isoproterenol (ISOP), en un volumen de 11 y Jdespués de
aplicar 0.3 mg de propranoclol (PROP) IV. Los numexros sobre
cada registro indican los minutos después de la inveccidén
Icv.

Estos resultados sugieren

que el tono ductal de la
glandula mamaria se inhibe al aplicar NA ICV v

este efecto
la 4inhibicidn
aplicacidn ICV del

central dec tipo «-adrenérgico predomina sobre
de las respuestas que se logra

con la
ISOP. El propranolol IV

contrarresta a su vez el efecto
central del ISOP actuando como blogqueador de
3-adrenérgicos

farmacolégica).

los receptores
en la glandula

Esto
influencias neurales

mamaxia

(desnervacidn
indica la naturaleza

simpatica de las
sobre la glandula mamaria.

si los efectos
podian anularse o disminuir

antagonista,

Para detexrminaxr

adrenérgicos centrales
mediante la

aplicacién de un
administrar una

dosis ICV de un
antagonista <« o 7 adrenéxgico respectiva y posteriormente

probamos

a
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una dosis de NA o de ISOP. Los antagonistas empleados fueron:
la fentolamina como antagonista <« y el propranolol como
antagonista r?.

Como se muestra en la figura 9, la aplicacién ICV de NA
inhibe el tono ductal de la glandula mamaria v aumenta “la
amplitud de las respuestas. La aplicacidén ICV del antaéonisté

a—-adrenérgico antes de la administracién ICV de NA anulé el
aumento de las respuestas de la glandula (Fig. 9). :
NA (icv) Ferfolanina (icv) Na (icv) N
1 ug 2 g 2 ug (seTinss)
——— 1 — T 25 1 o5 —. 1 —_ Qas

a1mu oxi a

Fig. 9 Respuestas representativas de PIM de una glandula
mamaria abdominal de una rata lactante anestesiada, obtenidas
al inyectar oxitocina (indicada por los puntos bajo cada
registro) antes y después de aplicar por vwvia ICV dosis de
noradrenalina (NA) en un volumen de 1=l y de aplicar por la
misma wvia una dosis de fentolamina. Los numeros sobre cada
registro indican los minutos después de la inyeccién ICV.

el tono

Con una dosis ICV de ISOP (5u4g) se incrementa
anulé

ductal de la glandula mamaria. Esta accién-del ISOP se
cuando administramos = previamente una dosis de bra g de

propranoclol ICV (Fig. 10).
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ISo (icv) PROP (icv) IS0 (icv)
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Fig. 10 Respuestas representativas de PIM de una glandula
mamaria abdominal de una rata lactante anestesiada, obtenidas
al inyectar oxitocina (indicada poxr los puntos bajo cada
registro) antes y después de aplicar isoproterenol (ISOP)
(5022 en 1x121) en un ventriculo latexal cerebral y de aplicarxr
por la misma via &g de propranolol (PROP). Los numeros sobre
cada registro indican los minutos después de la inyeccidén

ICcv.

2.1.1> Efecto de la aplicacidn ICVY de isoproterencl sobre 1a

tasa de entrada de lechs a la gliandula mamaria.

al aplicar una dosis de ISOP (5ug) poxr

Como ya mencioneé,
amplitud de las

via ICV observamos una disminucién de 1la
respuestas de la glandula mamaria a la oxitocina exdgena.
Este efecto inhibidoxr podria deberse a que la aplicacidén Icv
de ISOP provogue una vasoconstriccién gque dificulte la
llegada de la oxitocina a la gldndula mamaria; o bien, gque el

ISOP provoque una constriccién de los conductos de 1la
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glandula mamaria que antagonize la contraccién miocepitelial
inducida por la oxitocina vy con ello resulte una menoxr
amplitud de la respuesta de PIM. Con xespecto a la
posibilidad de la wvasoconstriccidén, ésta se descartd en
principio dado gque el efecto inhibidor del ISOP se manifestd
sélo sobre la amplitud de las xespuestas de presisén
imtramamaria y no sobre la latencia de las mismas a 1la
oxitocina exdgena.

Con respecto a la ductoconstriccién, ésta fue analizada
determinando la tasa de entrada de leche a una glandula
mamaria, lo cual se hizo mediante el método descrito poxr
Grosvenor y Findlay (1968) (ver Apéndice I).

Se midié la tasa de entrada de leche en 1la glandula
mamaria de una rata anestesiada, registrando el tiempo que
toman dosis de 0.1 ml de leche en entrar a la glandula a una
presién constante (90 mmHg). Si bien este método permite
conocer de manera indirecta la resistencia de los conductos
mamarios sélo al flujo de entrada vy né de salida de la leches;
era de utilidad para determinar si dicha Tesistencia se
alteraba después de administrar ISOP ICV.

Asi, encontramos que al aplicar 2uwg de ISOP por via ICV,
la tasa de entrada de leche no se modificd. Con una dosis de
Swmg de ISOP ICV obsexrvamos una ligera disminucidén en la tasa
de entrada; aunque con frecuencia ocurridé la xruptura de la
glandula mamaria y la consecuente pérdida de presidén. Si bien
esta Tuptura ocurridé también cuando se utilizé la dosis de
10g de ISOP ICV, fue posible observar una disminucidén clara
de la tasa de entrada de leche después de aplicar el farmaco
(Fig. 11). Este resultado nos indicd que, en efecto, la
administracién ICV de ISOP provoca una ductoconstriccidén que
se opone al flujo de la leche poxr los conductos de la
glandula.
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Las graficas muestran la modificacién de la tasa de
entrada de dosis (0.1 ml) subsecuentes (c/5min) de leche a
glandulas mamarias de ratas anestesiadas con uretano, por la
aplicacién ICV de sol. salina (1x1) o de 1sop lug, S5pg o
10pg. La tasa de entrada de leche = [(tiempo de flujo por el
sistema/tiempo de flujo por la glandula) X 1001]. Cada punto
representa el promedio * E.E. Los numeros a la derecha de
cada linea representan el numero de glandulas probadas.

De todos estos resultados podemos concluir gue existe
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una regulacién adrenérgica central del tono ductal de la

glandula mamaria que llega a ella por medio de su

inervacién
eferente.

@2.28) Efectos centrales de la oxitocina y . la prolactina sobre

el aparato motor de la glandula mamaria.

Como se ha mencionado repetidamente

en la presente
tesis, las hoxrmonas PRL Yy oxitocina

desempefian wun papel
fundamental en los procesos de secrecidén y evacuacidn

de la
leche porxr la glaéandula mamaria. Asimismo, dado que éstas vy
otras hormonas que previamente eran consideradas
exclusivamente hipofisiarias, se sintetizan en el SNC v

desempefian diversas funciones, es posible gue como parte de

estas hormonas ejexrzan efectos
neurales especificos que contribuyan a la compleia regulacidn
del funcionamiento de la glandula mamaria.

la tesis se Ppresentan Jos resultados

la regulacidén de la lactancia,

En esta seccidén de

obtenidos por la
administracidédn central de oxitocina y de PRL.

Aa..1D Efectos centrales de 1la oxitocina sobre la
contractilidad de la glandula mamaria.
Como mencioné en la Introduccidn, la oxitocina se

sintetiza en las neuronas de los nacleos supradptico vy

paraventricular del hipotalamo. Si bien estas neuronas

proyectan sus principales terminales

axédnicas hacia la
neuxrohipéfisis,

se sabe que existe una distxribucidén amplia de
fibras oxitocinérgicas en el SNC (Sofroniew,

col, 1985; Sawchenko v Swanson, 1985).
todas las especiles estudiadas,
circulacidén (Mena y col, 1985;

1983; Buijs v
Ademas, sabemos gque en
la oxitocina se libera a 1la
Grosvenor y col, 1986) y en la
oveija al liquido cefalorraquideo (Kendrick y col, 1986,
respuesta al estimulo de la succién.

Dada la importancia de esta hormona
analizamos si la oxitocina puede

en

en la lactancia,
tenexr acciones centrales

{(directas o indirectas) sobre el funcionamiento del aparato
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motoxr de la glandula mamaria. R}

analizax
encontramos que,

como se maestra en la
administracién ICV de oxitocina (en dosis

12.5 w&g) provocd la
glandula mamaxia

esta posibilidad
figura 12, la
de 0.625, 2.5 vy

disminucién del <tono ductal de 1la

¥ un aumento de 1la amplitud de las
respuestas de PIM a la oxitocina exdgena. Obsexvamos que este
efecto fue independiente de la dosis de oxitocina
administrada poxr via ICvV.

OXI (iev)
Q625 )49 .
-l ( mm_)
. ) después
__/L 3
025 mu oxi ~_;j\;_1
amin ; A | O
e s A
20
20
10" . R
ocm H0

S oxI (icv)

) s 25 4g -
JL l o5
Amu oxd __,N_
_/kaa
axx ticw)
425 g

ﬁfy\\‘_‘_ ! _T/P*\‘Qi

o5 muoxi _k_§
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Fig. 12 Respuestas representativas de PIM de una glandula
mamaria abdominal de una rata lactante anestesiada, obtenidas
al inyectar oxitocina IV (indicada por los puntos

baio cada
registro) antes y después de aplicar diferentes dosis de
oxitocina (OXI) en un wvolumen de 1u1l pox via ICV. Los numerxros
sobre cada Tegistro indican los minutos después de la
inveccidén ICV.
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Dado que como se sabe, la concentracién de oxitocina se
incrementa en el Plasma v sobre todo en el liguido
cefalorragquideo durante la succidén (Kendrick vy col, 1986),
estos resultados sugieren la participacidén de la oxitocina en
la regulacidén de la evacuacidn lactea. Asimismo, dada la
existencia de la bhormona en las terminales sindapticas
(Sofroniew, 1983; Buijs v col, 198s5), no se excluye su
participacién come neurotransmisor o neuromodulador en las
estructuras implicadas en la regulacidn neural del
funcionamiento mamario.

De 2. 2D Efectos centrales de la prolactina sobre 1=

contractilidad de la glandula mamaria.

Respecto a las hormonas adenochipofisiaxias que regulan
la lactancia, la PRL es particularmente importante como parte
del complejo hormonal galactopoiético. En la rata lactante,
se sabe que la PRL se libera a la circulacidédn en respuesta a
la succidén (Mena y col, 1980a; Grosvenor Yy col, 1986). Se
sabe también gque un aumento en el nivel circulante de PRL
puede significar un incremento de la concentracisén de la

hormona en el liquido cefalorraquideo (Clemens Y Sawyer,

1974; Login y Mac Leod, 1976). Por otra paxrte, evidencias de
tipo inmunocitogquimico (Fuxe y col, 1977 Toubeau Yy col,
1979a; Toubeau y col, 1979b; De Vito, 1988a; Harlan v col,
1989), bioguimico (Schachter y col, 19843 De Vito v col,
1987; De Vito, 1988b) y biolégico (Dudley ¥ col, 1982; Harlan
v col, 1983; Emanuele v col, 1986), algunas de ellas

obtenidas en animales hipofisectomizados, muestran que en la
rata existe una proteina tipo PRL en neuronas, pPrincipalmente
del hipotalamo. Con técnicas de inmunocitogquimica se ha
determinado que estas neuronas tienen proyecciones hacia
wvarias regiones del cerebro. Ademas, la PRL central
inmunoreactiva se libera por la estimulacién de rebanadas de
hipotalamo n witro (De Vito vy col, 1987), puede estar
diferencialmente distribuida en el cerebro de machos 6 de
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hembras (De Vito, 1988c) y se ha determinado que se sintetiza
va que en el cerebro se ha encontrado RNAm
similar al de la PRL hipofisiaria (Schachter y col, 1984) ).
L.os estudios de localizacidn subcelular indican gque la PRL
almacenada en estructuras
col, 1987) y su presencia en
indican que podria funcionax
Recientemente,

en las neuronas,

inmunoreactiva del hipotalamo es
asociadas a membranas (De Vito y
fracciones ricas en sinaptosomas
como un neuromodulador (Emanuele y col, 1987).

Nishizuka vy col (19%0), han encontrado gque en cuerpos

celulares principalmente del hipotdlamo medioc basal, existe

Estos autores determinaron la naturaleza
ya que encontraron

PRI, inmunoreactiva.
neuronal de estas células
inmunoreactividad tipo PRL en axones y en sinapsis
a dendritas.

Poxr otro lado, se sabe que la PRL hipofisiaria posee
distintas variantes que se forman por modificaciones
post-traduccioconales del mondmero. Tales modificaciones pueden
deamidacién, fosforilacidédn, agregacidn Y
monomérica

asociadas

sexr: glicosilacidén,
protedlisis. La protedlisis convierte a la PRL
cuyo pesc molecular es de 24,000 daltones (24 KA4) en
estructura de dos cadenas polipeptidicas {(una de 16,000
daltones (16 Kd) y otra de 8,000 daltones (8 KXA4) de peso
moleculaxr) unidas poxr un puente disulfuroc (Mittra, 1980) y a
la variante de 16 Kd se le ha atribuido actividad mitogénica
en la glandula mamaria (Mittra, 1980; Clapp ¥y col, 1988). Con
neural, en el hipotalamo ventral del

una

respecto a la PRIL
cexrebro de la rata se han identificado wvariantes de bajo peso

molecular (16 y 12Kd) qgue son mas abundantes en el cerxrebro de

la rata hembra ciclante (De Vito, 1988a).

Considerando esta informacidn, era posible que la PRL
influyese directa o indirectamente en la

Hemos analizado dicha posibilidad con la
lactantes

(y/0 sus variantes)
evacuacion lactea.
administracién ICV o IV de PRL en Tratas
anestesiadas y determinamos su efecto sobre la contractilidad

de la glandula mamaria a la oxitocina exdgena (Morales vy

Mena, 1990).

Encontramos que la aplicacién ICV de un estandaxr de PRL
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(rPRL-B6) (NIH) (20pg a 1pug) aumentd significativamente la
amplitud de las Tespuestas de lJa glandula mamaria a la
oxitocina exdégena con una latencia de 5 a 10 min (Fig. 13).

rPRL (icv)

S eTes) 'chzp“:"’ ) =23 (o)

Qas ﬂ':J oxi * 7\ = o5 ﬂ'\:J O=i - N\ 5 as n;J Oxi ° s
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{: TJA\;E A min -TJ\\;Q } ) _ /\V«y

© om H©O S~ 2O s /\ 15

T R TR e T tastied
e y 035 mu Oxi ;;f\\_z 03 L Oxi ;_j\\_g
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Fig. 13 Respuestas representativas de PIM de una glandula
mamaria abdominal de ratas lactantes anestesiadas, obtenidas
al inyectar oxitocina IV (indicada por los puntos bajo cada
registro) antes y después de aplicar diferentes dosis de
prolactina (PRL) en un volumen de 1521 porxr via ICV. Los
nameros sobxe cada registro indican los minutos después de la
inyeccion ICV.

Ya gque la PRL se libexra a la circulacidén en respuesta a
la succidén, investigamos si la aplicacién sistémica de esta
hormona podijia influir en la contractilidad de la gl&ndula
mamaria. La administracién IV de PRL (rPRL-B6 10 mg) también
aumentd la amplitud de las rTespuestas, pero con una latencia
mayor (20 a 30 min) (Fig. 14).
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Fig. 14 Respuestas representativas de PIM de una glandula
mamaria abdominal de una rata lactante anestesiada, obtenidas

al inyectar oxitocina IV (indicada por los puntos bajo cada
registro) antes y después de aplicar una dosis de PRL por via
IV. Los numeros sobre cada registro indican los minutos

después de la inyeccién ICV.

La administracidn Icv del fragmento de 16Kd4A de la
molécula de PRL (200 pg) aumentsd la amplitud de las
respuestas de la glandula mamaria (Fig. 15). Cuando aplicamos

una dosis mayor (4100 ng) no obtuvimos efecto (Fig. 15).

rPRL 16K (CV) rPRL 16K (icv)
200 pg (adlBles) 400 ng

N = S/ NS S N
O5 mu Oxi A ’5’

05 mU Ox
CONTROL CONTROL o —
o — N a0
4|0 = - :
20 Iz" AN )
o cm HzO o cm HO S
' = — “1 rmin /\ 20

Fig- 15 Respuestas representativas de PIM de una gl&ndula
obtenidas

mamaria abdominal de xratas lactantes anestesiadas,
al inyectar oxitocina IV (indicada por los puntos bajo cada
registro) antes y después de aplicar dosis de PRL-16K4Ad poxr

via ICv.
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Otro fragmento de. PRL que wutilizamos fue el de 8KA4A.
Encontramos que laaplicacién ICV de 160 ng . .de PRL-8KAd no
modifié6 la'ahplitud de las respuestas de la glandula mamaria
(Fig. 16): ‘

. rPRL
8 Kd (ICV) (DI, 20)
1480 ng pue
N3 N ;
L]
O7 mU Oxi N - 5”'
CONTROL - ~ '

B N - T

N__ 20

Fig. 16 Respuestas Tepresentativas de PIM de muna glandula
mamaria abdominal de una rata lactante anestesiada, obtenidas
al inyectar oxitocina IV (indicada por los puntos baijo cada
registro) antes y después de aplicar 160 ng de PRL.-8Kd poxr
wvia ICV.

En la siguiente figura graficamos el porcentaje de
cambio de la amplitud de las respuestas de PIM sobxre la
respuesta control, a lo largo del tiempo, para definir si el
efecto central de la PRL era dependiente de la dosis
aplicada. Encontramos que la magnitud del efecto central de
la PRL (24Kd) sobre la contractilidad mamaria fue dependiente
de la dosis y que, como yvya mencioné, tuvo una latencia de 5
min (Fig. 17, panel izquierdo).

En relacidén con los fragmentos de PRL, como ya mencioneé,
la aplicacién ICV de la PRL 16Kd provocd un efecto similar al
obtenido con la PRL monomérica, mientras que la aplicacidn
ICV del fragmento de 8Kd no tuvo efecto (Fig. iz, pPanel

dexrecho) .
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Fig.

17 Efecto central de diferentes dosis de PRL v de una
dosis de los fragmentos de 16Kd y de 8Kd de la PRL, sobre las
respuestas de PIM. La grafica muestra el porcentaje de cambio
sobre las respuestas de PIM controles, 2, 5, 10 v 15 min
después de la aplicacidén ICV de las hormonas.

Otra hormona que se libera a la circulacidn como parte
del compleio hormonal galactopoiético es la GH. Esta
es muy jmportante en la lactancia dado
principalmente, en la estimulacidén del
glandula mamaria (Cowie y Tindal,

hormona
que participa,
crecimiento de la
1971; Tuckexr, 1988).
la PRL y otras hormonas hipofisiarias
detectada en el cerebro de

técnicas de radioinmunoensavo,
inmmunohistoquimicas (Pacold ¥y col, 1976;

Ho3jivat y col, 1982).

La GH al igual que
(ACTH, TSH, LH) ha sido la Tata,
poxr medio de biocensayo e

Pacold ¥y col, 1978;
Dado gque la GH neural se encuentra en el
SNC independientemente de la hormona hipofisiaria (Hojvat vy
col, 1982) y dada su homologia estxuctural con la PRL (Wallis
w¥ col, 1985),

investigamos si podia participar también en la
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regulacidén de la contractilidad mamaria.
Observamos gque la aplicacidn ICV de GH (xGH-B6)

1ng) aumentsd la amplitud de las respuestas de
Sin embargo,

(10pg a
la glandula.
la magnitud de este efecto de la GH

fue menox
que el de la PRL (Fig. 18).
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18 Respuestas Trepresentativas de PIM de una glandula
mamaria abdominal de una rata lactante anestesiada, obtenidas
al inyectar oxitocina IV (indicada por los puntos bajo cada

registreo) antes y después de aplicar diferentes dosis - de
hormona de crecimiento (GH) por wvia ICV.

Es posible gque la GH hava tenido tal

efecto dada 1la
homologia que existe entre esta

hormona ¥ la PRL. Otxra
posibilidad es que el estandar de GH gque

utilizamos no exa
muay puro y pudiese tener una cantidad

muy pequeiia de PRL,

Finalmente, también es
posible gque la GH esté involucrada en la regulacidén del
ductal de la glandula mamaria.

suficiente para provocar el efecto.

tono

Por otxra parte, con respecto al efecto central de la
PRL, quisimos determinar los mecanismos por los
hormona modifica la contractilidad mamaria.

informacién presentada en la introduccidn

cuales esta
Considerando 1la
v nuestros datos
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obtenidos con agonistas adrenérgicos, pensamos que existian
varias posibilidades. Una era que la PRL provocase una
disminucién de 1la actividad simpatica adrenal; otra
posibilidad exa que la PRL estimualara la liberacidén de
oxitocina y con ello aumentara la amplitud de las rTrespuestas
de PIM. La utltima posibilidad era gque la PRL influyese Jla
contractilidad mamaria por medio de la inexrvacidéa que xrecibe
la glandula mamaria y qgue esto fuese a través de mecanismos

adrenérgicos.

Al investigar la primera de estas posibilidades
encontramos gque la adrenalectomia bilateral no modificéd el
efecto central de la PRL (Fig. 19). Estos resultados

descartan que la acecidén central de la PRL esté mediada poxr la
inhibicién de la actividad simpatica adrenal.

. PRI (icv) i
Adx: 100 pg (aeZPBes)
N~ Y D
OS5 mU Oxi N5
CONTROL .
__Nar
25

Fig. 19 Respuestas representativas de PIM de una glandula
mamaxria abdominal de ratas lactantes anestesiadas b'd
adrenalectomizadas, obtenidas al inyectar oxitocina Iv
(indicada por los puntos bajo cada registro) antes y después
de aplicar una dosis de PRL poxr wvia ICV.

Analizamos la posibilidad de que los efectos centrales
de la PRIL se debiesen a una liberacidén de oxitocina y nd a
mecanismos neurales, mediante la determinacién del efecto de
la PRL ICV en ratas hipofisectomizadas. Como se observa en la
figura 20, la aplicacién ICV de una dosis de PRL en animales
hipofisectomizados aumentd la amplitud de las respuestas de
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PIM a la oxitocina exdgena.

H PRL min
Hx 24 |r<d Qcwv) (desi:ues)
200 pg ;
T ¥ 2
- L 4
Q5 mU Oxi -
CONTROL ==

Fig. 20 Respuestas

representativas de
mamaxria

PIM de
abdominal de una yrata lactante
hipofisectomizada 3hr antes, obtenidas al invectar oxitocina
IV (indicada poxr los puntos Dbasjo cada rTegistro) antes vy
después de aplicar una dosis de PRL por wvia ICV.

una glandula
anestesiada e

Al investigar si el efecto central dJde la
través de encontramos
la seccidén de
correspondientes a la glandula

registrada,
bloquearon el efecto de la PRL ICV (Fig 21).

mecanismos
seccidédn espinal como
(Tio-Taz),

PRL. era a

que tanto Ja
las raices

neurales

ventrales
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SECCION rPRL (icv)
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- 1 min
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Fig. 21 Respuestas representativas de PIM de una gldndula
- mamaria abdominal de ratas lactantes anestesiadas, obtenidas
al inyectar oxitocina IV (indicada por los puntos bajo cada
registro). El efecto de la PRI ICV se bloqued en las ratas
con seccidén espinal 6 con seccidn de las raices ventrales
correspondientes a la glandula registrada.

*

3

Respecto a la posibilidad de que entre los mecanismos

adrenérgicos centrales previamente estudiados y la PRL se ae
una interaccidén qgue determine los efectos observados poxr 1la

@ administracién ICV de la hormona, investigamos el efecto de

aplicar una dosis ICV de PRL después de aplicar por via IV o
é ICV bloqueadores adrenérgicos [(prazosina (ca ), pPropranolol
- ()1, Los resultados obtenidos mostraron que la

g administracidén ICV de prazosina (2xg) no bloqgueéd el efecto
e central de PRL sobre las respuestas de la glandula mamaria
(Fig. 22).

50



PRAZOSINA (IC\V) rPRL (1C\V)
2 Mg 200 pg

! ’ 1

(de?ér\.‘xés)‘ :
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Fig. 22 Respuestas representativas de PIM de wuna glandula
mamaxria abdominal de una rata lactante anestesiada, obtenidas
al inyectar oxitocina IV (indicada por los puntos bajo cada
registro).

La dosis ICV de prazosina no blogued el efecto de
la PRL ICV. Los nimexos sobre cada registro indican los
minutos después de la inyveccidn ICV.

Poxr otra parte, la administracidén IV (0.3 mg)

~xg) de propranolol bloquearon el efecto de la PRL
23). Esto sugiere,

[ Icv (&
ICVv (Fig.

tentativamente, que en efecto existe

un
ciexrto grado de interaccidén entre la PRL ICV y los mecanismos
centrales 3 adrenérgicos inhibitorios, pPreviamente
discutidos. Sin embargo, dado gue el propranclol antagoniza

también receptores a serotonina (5-HT), es necesario analizar

con mas detalle esta interaccidén entre la PRL vy

los
mecanismos centrales adrenérgicos.

Con respecto al
del efecto de la PRL ICV por el propranoclol 1V,

debe intexpretarse como un resultado que apoyva

blogqueo
dicho blogueo

la mediacidédn
neural del efecto de la PRL, va que el efecto del propranolol

corresponde al de una desnexvacién farmacoldgica.
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Fig. 23 Respuestas representativas de PIM de una glandula
mamaria abdominal de ratas lactantes anestesiadas, obtenidas
al invectar oxitocina IV (indicada por los puntos baio cada
registro). La aplicacidén IV o ICV de propranolol blogued el
efecto de la PRL ICV. Los numeros sobre cada registro indican

los minutos después de la inyeccién ICV.

Finalmente, dado gque Harlan y col (1983) reportaron que
en la regién dorsal del

la infusién de antisuero anti-PRL,
poxr

cerebro medio, inhibié la conducta de lordosis provocada
la aplicacidén de PRL en la misma regidén, investigamos s la
aplicacién ICV de antisuero anti-PRL podria blogquear el
efecto central de la PRL sobre la contractilidad mamaria.
Obsexrvamos que la aplicacién ICV (aguda) de cada uno de

antisueros anti-PRL (NIH, J. Neill vy R. Gala),
oxitocina exégena Y
Sin

tres
deprimieron las respuestas de PIM a la
aparentemente antagonizaron el efecto central de la PRL.
cuando en el animal adrenalectomizado se aplicé pox

anti-PRL, encontramos que las
el

embargo,
wvia ICV el anticuerpo
respuestas de la glandula mamaria no disminuyeron como en

animal intacto (Fig. 24).
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Fig. 24 Respuestas Trepresentativas de PIM de wuna glandula
mamaxria abdominal de ratas lactantes anestesiadas, obtenidas
al inyvectar oxitocina IV (indicada por los puntos bajo cada
registro) antes y después de aplicar una dosis de uno de
los anticuerpos anti-PRI.. Los numeros sobre cada rTegistro
indican los minutos después de ia inyeccidén ICV.

Posteriormente,

utilizamos otro antisuero

anti-PRL (C.
Grosvenor), perxro esta vez lo administramos por wvia ICV o6
intratecal (IT, a nivel de Tro-Tai) 48 Thoras antes del
registxro

anti-PRL,
ICV. Por
PRL. pero

respuestas de PIM (Fig.

de la PIM. De esta manera, por via ICV el anticuerpo
blogued el efecto de la PRL ICV, perd né el de la NA
via IT el anticuerpo blogued también el efecto de la
ndé el de la oxitocina la NA «(IT™),

25).

o

sobre las
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Fig. 25 Respuestas representativas de PIM de una glandula
mamaria abdominal de ratas lactantes anestesiadas, obtenidas
al inyectar oxitocina IV (indicada por los puntos bajo cada
registro) antes y después de aplicar una dosis de PRL icv o
IT. El anticuerpoc anti-PRI. fue aplicado [7%:] hx antes. Los

mimeros sobre cada registro indican los minutos después de la
inyeccién ICV o IT.

En conjunto, los resultados presentados en esta secciodn,

sugieren que la PRL tiene acciones centrales que facilitan la
contractilidad de la glandula mamaria a la
puede estar implicada en 1la
lactea.

oxitocina vy que
regulacién de la ewvacuacidn
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Dado que los efectos de la PRL fueron obtenidos

poxr 1la
PRL 16Kd4d, reproducidos poxr la GH,

¥ blogqueados por 1la
desnervacidén quirvrgica o farmacolégica simpatica,

que tanto la PRL de origen hipofisiario
neural participen de manera especifica
central del aparato motor de la glandula
través de interactuaxr en ese
adrenérgicos.

es posible
como la de oxrigen

en la Tegulacidn
mamaria, quizas a

nivel con mecanismos

El resultado de gque la adrenalectomia bilateral

bloqued
el efecto inhibidor del anticuerpo

anti-PRL, sugiexre que
dicho anticuerpo deprimid las respuestas de la glandula
mamaria a la oxitocina exdédgena al activar inespecificamente
al sistema simpatico-adrenal. Sin embargo,

el hecho de que el
anticuerpo aplicado 48 horas antes del

registro bloqueara

sugiere que la PRL
endégena puede participar en la regulacidén

ductal mamario.

especificamente el efecto de la PRL,

neural del tono

b)  Experimentos de la interaccion entre el sistema regual ador
central y el mecanorraeceptor ductal sobre 1la

contractilidad
de la glandula mamari=a.

Se sabe que la aplicacién intraductal Ade

un requefio
volumen de leche (0.1 ml) en 2 glandulas torxracicas en la rata
lactante anestesiada,

activa los mecanorreceptores ductales.
Esta activacioéon, a su vez, inhibe la activacidén fasica del
sistema simpatico adrenal (Mena y col, 1979; Clarp Y col,
1985) y disminuve el tono ductal de la glandula mamaria (Mena
v col, 1979).

Dadas las consecuencias de la activacién del sistema de
mecanorreceptores ductales y su efecto sobre el tono
se considerdé importante determinar la
entre este sistema y el sistema regulador central del tono
ductal, a fin de entender mayormente cémo ocurTre la
evacuacién lactea en la rata. Para investigar tal
interacecién, utilizamos el registro de la PIM (Apéndice I1).

ductal,
posible interacecidn
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Encontramos que la inhibicién de las respuestas
que se observa cuando se

de PIM
activa el sistema 3 adrenérgico
mediante la aplicacidén de ISOP ICV (5uzg), se contrarraesta por
la activacién del mecanorreceptor ductal (Fig. 26).
TISOR (icv) { N
015" snedsShtear. WPS aomine.
NS NS N N
f\ Arnt) Oxy P
N5
- Py . CONTROL. - =
AmU Oxid g N
—
CONTROL - . -
’\ 28 ’\.48
N PN
4 min
Fig- 26 Respuestas representativas de PIM de una glandula
mamaria abdominal de una rata lactante anestesiada, obtenidas
al inyectar oxitocina IV (indicada por los puntos bajo cada
registro) antes v después de aplicar una dosis de
isoproterenol (ISOP) por wvia ICV. Las dosis ICV de IS0P se
administraron antes vy después de aplicar leche intraductal en
2 glandulas toxracicas. Los numexos sobre cada Tregistro
indican los minutos después de la inyeccidén ICV.

Por otra parte, cuando simultaneamente a la activacidédn
del sistema facilitador ot adrenérgico (mediante la
administracién de NA ICV) se estimuld el receptoxr ductal, se
obtuvo un aumento en la amplitud de las Trespuestas de la
gladndula mamaria a la oxitocina (Fig. 27).
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Fig. 27 Respuestas representativas de PIM de una glandula
mamaria abdominal de una rata lactante anestesiada, obtenidas
al inyectar oxitocina IV (indicada poxr los puntos bajo cada
registro) antes y después de aplicar diferentes dosis de
noradxenalina (NA) e isoproterenocl (ISOP) por wvia ICV y de
aplicar leche intraductal en dos glandulas tordacicas. Los
nuimeros sobre cada registro indican los minutos después de la

inyeccidon ICV.

estos sistemas

Estos resultados sugieren que en
ciexrto equilibrio

reguladores « y /3 adrenéxrgicos existe un
puede inclinarse a favor de la facilitacidén

que, sin embargo,
activacién del

de la ewvacuacidn lactea cuando intexrwviene la

mecanorreceptor ductal. De esta manera, el sistema
adrenérgico central puede sumar sus efectos inhibidores del
tono ductal a los producidos pox la activacidn del
mecanorreceptor ductal, lo cual, durante la succidn

facilitaria el desplazamiento de la leche por los conductos

de la glandula mamaria.

X )A)g 139 19 degp
¢ 5 ' ' /\_ .5 ‘__/\\\;§ ‘__}n\\\‘§



DISCUSION GENERAL

Los resultados que he presentado en esta tesis se ubican
dentro de la hipdétesis general de la regulacién integrativa
de la lactancia y de la importancia particular que en dicha
regulacién tienen mecanismos centrales adrenérgicos v
peptidérgicos que influyven en el funcionamiento del aparato
motor de la gl&ndula mamaria (Mena y col, 1985). Observamos
gque la aplicacién ICV de ADR y NA (efecto c«—adrenérgico), asi
como también la de DA, disminuyen el tono ductal de 1la
gléhdula mamaria, mientras que lJa aplicacidén ICV de IsopP
(efecto 3-adrenérgico) aumenta el tono ductal de 1la glandula
mamaria. El1 hecho de que el efecto central «-adrenérgico
predomine sobre el de tipo ¢?, sugiere que éste puede ser un
mecanismo para aumentar la eficiencia de la evacuacidén lactea
durante la succidén, yva que al sostener el tono ductal baio,
facilitaria con ello el efecto de la oxitocina sobre el
miocepitelio. El hecho de que la activacidén del
mecanorreceptor ductal blogued el efecto inhibidox de la
evacuacioén del ISOP, sugiere que el mecanorreceptor ductal
puede modular la regulacidén central adrenérgica b reforzaxr
con ello acciones centrales facilitadoras de la evacuacion
lactea.

La posibilidad de que el tono ductal esté sujeto a una
regulacidén activa, fue sugerida desde hace tiempo a partir de
estudios en los que la desnervacidén de la glandula mamaria
provocd en la coneija una dilatacidén de los conductos del
pezdédn (Hebb y Linzell, 1966), b en cabras v cobayos una
dilatacidén de los conductos mamarios (Zaks, 1962).
Posteriormente, Grosvenor y Findlay (1968) mostraron que en
la rata, la desnervacidén de una glandula mamaxria disminuyd
claramente la resistencia de la entrada de leche en 1la
glandula, sugiriendo con ello una rTegulacidén neural ténica
del sistema de conductos.

En esta tesis he mostrado datos de nuestro laboratorio
gue demuestran la existencia de una regulacién
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catecolaminérgica central sobre el tono de los conductos
mamarios. Dado que la seccidn de las xraices ventrales
correspondientes a una gléq_ula mamaria.abdominal antagonizd
los efectos centrales de aéoqistﬁs ‘

2 : i: -G adrenérgicos,
concluimos que esta regulacién central ‘Ilegd "3 1la glandula
mamaria por la inervacidon eferente glandular.

Consideramos que la glandula mamaria es un efector
autondmico y que en la rata el sistema nervioso simpatico se
activa por la estimulacidén eléctrica de un nexrvio mamario
{Mena y col, 1979) y por la succidn (Clapp v col, 1985).
En este estudio, determinamos que las influencias neurales
que Tregulan el funcionamiento contractil de la glandula
mamaria son de naturaleza simpatica vya que al administraxr
propranocleol IV (blogueador Z-adxr) se antagonizé el efecto
centxal del ISOP de disminucién de la amplitud de las
respuestas de PIM.

Teniendo en cuenta, qgue cambios del diametro de los
conductos influirian en la dindmica de la respuesta de PIM a
la oxitocina exdédgena (Grosvenor y Findlay, 1968), ¥ por lo
tanto en el movimiento de la leche poxr los conductos,
calculamos la tasa de entrada de leche en la glandula mamaria
v detexrminamos que el efecto central del agonista
r—-adrenérgico fue inducir una constriccidén de los conductos
de la glandula mamaria, determinando con ello una disminucidn
de la amplitud de la respuesta de PIM a la oxitocina exdgena.

Por una parte, esta ductoconstriccidn mamaria estaria
dificultando el movimiento de la leche poxr los conductos
mamarios. Ademas, las catecolaminas que se liberan a la
circulacidén durante la succidén (Clapp b4 col, 1985)
antagonizarian la accién de la oxitocina sobre el miepitelio
mamario mediante una vaso v/o ductoconstriccidén- En
contraposicién a esta inhibicién, tanto la accién reguladora
del mecanorreceptor ductal (Mena y col, 1979; Clapp Y col,
1985) como la activacidédn del mecanismo central <« adrenérgico,
facilitarian la accién de la oxitocina para la evacuacidn
lactea. Postexriormente, en ausencia de la succidn, se
restituiria el tono 2 adrenérgico.

En estudios previos de otros autores se interpretd que
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sobre la

de las catecolaminas
la

debia a modifjicaciones en
1979; Txribollet y c¢eol,
las catecolaminas

el efecto central
contractilidad mamaria se
secrecidén de oxitocina (Clarke y col,

1978). Se ha mostrado recientemente que
adrenales pueden inhibix la liberacidén de oxitocina durante
adrenérgicos que pueden

la succidén por medio de receptores

estar localizados en el SNC o en la neurochipdfisis
nuestros resultados obtenidos

(Shu-Lan

Song y col, 1988). Sin embargo,
en animales hipofisectomizados mostraron gue los mecanismos
influyen en la evacuacién por

centrales adrenérgicos
mecanismos independientes de la liberacidén de oxitocina.

dada la amplia distribucién y sintesis

Poxr otra parte,
cexrebrales b4 dado que en

de PRL y oxitocina en neuronas
algunas especies se ha reportado su presencia en el liquido

Clemens y Sawyer, 1974; Login
Jordan v Kendall, 1978; Kiefer y Malarkey,
1986; Voogt, 1987; De Vito, 1989) (para
1982; Mens v col, 1983;
central de
presentamos

cefalorraguideo (para PRL ver:
vy MacLeod, 1976;

1978; Barbanel ¥y col,
Robinson y Jones,

oxitocina ver:
investigamos la influencia

Kendrick y col, 1986),
estas hormonas sobre la contractilidad mamaria y

evidencias que apoyan la posibilidad de gque estas hoxrmonas

estan implicadas en la regulacién neural de la evacuacidn

lactea.
Al aplicar la oxitocina ICV obtuvimos un aumento en la
con

amplitud de las respuestas de PIM. Es necesario estudiar
mayor detalle este efecto de la oxitocina para determinar
su accién central sobre la glandula mamaria es por medio de

si

mecanismos neurales.
En relacién con acciones autondmicas de la oxitocina, se
oxitocinérgicas proyectan

principales fibras
caudales del

sabe que las
hacia la neurohipéfisis Yy a
cerebro, por lo que se ha postulado que dicha hormona puede

influir en procesos autondmicos (Sawchenko y Swanson, 1985) .
regulacién central

1983)). La presencia
el micleo
oxitocina

las regiones

La oxitocina puede estaxr implicada en la
de la presién sanguinea (Vexsteeg ¥y col,
de receptores a oxitocina en regiones como
olfatorio y la amigdala sugiere gue los efectos de
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sobxre conducta maternal (Pedersen y Prange, 1979) tendrian
relacidn con péptido sobre dichas
se sabe que areas inervadas poxr fibras
oxitocinérgicas como el complejo dorsal wvagal o el micleo
ambiguo proyvectan directamente a los nGcleos
v supradptico

acciones de este
estructuras. También,

paraventricular
(Sawchenko y Swanson, 1982). o

Dada esta estrecha relacidén anatdmica,

se ha propuesto
que el nmicleo paraventricular del

hipotalamo ocupa una
posicidn estratégica para influir en los procesos autondémicos
(Swanson y Sawchenko, 1980).
(1985), han

paxrticipan,

Incluso Sawchenko

¥ Swanson
sugerido gque las

neuronas oxitocinérgicas
en cada wuna de las +tres
reguladoras {(neurohipofisiaria,
adenochipofisiaria y autondmica) que estan representadas en el
hipot&lamo.- Asi,

en distinto grado,
principales modalidades

tomando en cuenta gque durante la succiébn, en
varias especies la oxitocina se libera a la circulacién (Mena
¥y col, 1985) v al

liguido cefalorraquideo
(Kendrick y col,

en la oveia
1986) pensamos que esta hormona puede tenerxr
acciones centrales gque influyen en la contractilidad mamaria,
¥ poxr lo tanto en la evacuacidn lactea.

Respecto al efecto de PRL

24Kd4d sobre la
mamaria encontramos que la PRL

contractilidad
24Kd ICV aumentaba la amplitud
la amplia distribucidén de la
efecto puede atribuirse a esta

para obtener el efecto
qgue el efecto se
hipofisectomizados.

de las respuestas de PIM. Dada

PRL. neural en el cerebro, este

PRL va que las dosis empleadas fueron
muy bajas vy

obtuvo en animales

La GH ICV provocd un efecto menoxr que

la
PRL 24Kd y dado que fue necesaria una dosis mayor, este
efecto puede atribuirse o bien a l1a homologia estructural
entre ambas hormonas

(Wallis vy col, 1985),
contaminacién con PRL del estandar de
Poxr otra parte,

o bien a una
GH empleado (GH-B6).

tampoco puede excluirse la
posibilidad de que el efecto observado sea genuino de la

poxr el momento

GH,
va gque al igual gque otras hormonas hipofisiarias, la GH se ha
encontrado distribuida en el SNC (Pacold y col, 1976; Pacolad
v col, 1978; Hojvat y col, 1982).

Investigamos también el efecto centxral de los fragmentos
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16Kd y 8Kd que resultan de la protedlisis de la molécula de
PRL 24Kd. Mientras que el efecto de la PRL 16K4A Icv  fue
aumentar la amplitud de las respuestas de PIM, la PRL B8Kd ICV
no produjo efecto significativo. El efecto central de la PRL
16Kd (en su dosis baja) puede atribuirse a que este fragmento
comprende las 2/3 partes de la molécula de PRL 24KA4a v que
dicha porcidén corresponda a la parte activa de la molécula de
PRL de 24Kd. Asi, se podria también explicar 1la falta de
efecto de la PRI 8Kd. Cabe sefialar que la preparacidén de PRL
8Kd era inestable, poxr lo que es necesario conf irmar este
resultado. Por otra parte, es posible que la PRL 16Kd3d posea
efectos centrales propios. Existen receptores a la PRL 16Kd4d

en el cerebro de la rata (Clapp Y col, 1989) Yy se ha
encontrado este fragmento de la PRL en neuronas de diversas
estructuras del cerebro de estos animales (De Vito, 1988a).

Poxr otro lado, el hecho de gque no hayamos obtenido efectos
similares con la dosis alta de 16Kd y con la 8KdA puede
debexrse a que estos fragmentos tienden a oligomerizarse
cuando estan en solucidn acuosa.

Mientras que con la aplicacién aguda de un antisuexo
anti-PRL. en el SNC provocamos una activacidén simpatica
inespecifica, los resultados obtenidos con la aplicacidn del

antisuero 48 horas antes, sugieren gque la PRL enddgena
participa en la regulacidén central de la contractilidad
mamaria. De esta manera, es posible que la hormona esteé

funcionando en el SNC como un neuromoduladoxr vy que el
anticuerpo afecte a esta accidn.

En relacién con acciones bioldgicas centrales de la PRL
24Kd, Harlan y col (1983) encontraron que dosis de PRL
aplicadas en la regidén dorsal del cerebro medio provocaron un
aumento en la conducta de lordosis de ratas ovariectomizadas
v tratadas con estrégeno. Este incremento se contrarrestd por

la aplicacidén en la misma regién del anticuerxrpo a PRL. Porxr
otra parte, Dudley y col (1982) observaron una disminucidén de
la loxdosis con la aplicacidén intraventriculaxr de PRL. Es

posible que esta diferencia se deba a las distintas rTegiones
cexebrales donde se aplicé la PRL. ’
Es interesante mencionar el estudio de Parker v col
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(enviado a publicacidén), en el que encontraron gque la
administracién IV de PRL en 1la rata lactante estimuld
significativamente la liberacién basal de oxitocina. Estos
autores sugieren que la PRL provocd dicho efecto por una
accidén directa sobre el 1lébulo neural de la hip&fisis. De
acuexrdo con nuestros resultados, el efecto de la
administracidén central de 1la PRL sobre la contractilidad
mamaria incluiria mecanismos independientes de la liberacidn
de oxitocina va que dicho efecto fué xreproducido en animales
hipofisectomizados. Esto sugiere que ademds de estimular 1la
liberacidén de oxitocina a la circulacidn, la PRL podria
estimular una via neural oxitocinérgica o Dbien, estimular
wvias neurales de otra naturale=za.

Dada la existencia de PRL (24Kd4d) vy de su forma
submonomérica (16Kd) en el cerebro de la rata, Pensamos que
tanto las PRLs de origen central como hipofisiario podrian
participar en la regulacion central de la contractilidad
mamaria.

En conjunto, los resultados presentados en esta tesis
sugieren la existencia de mecanismos centrales adrenéxrgicos v
peptidérgicos que pueden regular el funcionamiento mamario.

ID> Modelo de 1la evacuacidn lactea en la rata.

Comc ya mencioné, la evacuacién lactea <rTesulta de la
interaccidén de factores antagdénicos, neurchumorales que
regulan el funcionamiento del aparato motor de la glandula
mamaria. Las influencias hormonales son la oxitocina y las
catecolaminas adrenales, las cuales se liberan a la
circulacién durante la succién y ejercen efectos opuestos
sobre las células micepiteliales y los conductos de 1la
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glandula mamaria. Por otro lado, existen mecanismos centrales
e« y 2 adrenérgicos que pueden facilitar o inhibir la
evacuacidén lactea, mediante la inervacién directa de la

glandula mamaria.
La figura 28 sumariza esta compleija combinacidén de

interacciones y propone un modelo para la evacuacién - lactea

en la rata (Mena vy col, 1985). En esta figura, --estan
representados los principales elementos de la gléndula
mamaria implicados en la evacuacidén lactea (pezdén, sistema

la médula espinal, la

ductal, sistema alveolar), el SNC,
neurohipdéfisis y la glandula suprarrenal.

se ha planteado que existe un mecanismo

Poxr una parte,

de control central que puede regular la secrecidn de
oxitocina (Taleisnik y Deis, 1964; Clarke y col, 1978) . Pox
un mecanismo

otro lado, se ha planteado también que existe

central que puede regular el tono vascular vy ductal de la

£ladndula mamaria (Grosvenor y col, 1972)). De acuexrdo a los

resultados mostrados en la presente tesis,
efectos centrales ?-adrenérgicos

de oxitocina v para mantener el
la glandula mamaria, esto WYltimo

en ausencia de la

succidén predominarian los
para evitar la liberacidn
tono ductal y vascular de
estaria reforzado por las

Cuando se inicia la succidn (1), la
asociada con ella activaria la liberacidén a la circulacidn de

catecolaminas (IXA); a 1la vez que
ductal

catecolaminas circulantes.
estimulacidn

oxitocina (IIB) y de
provocaria la inhibicién del control central del tono
inhibicién respectiva de los

mecanismos centrales « v 3 de la glandula
Con la disminucién del tono ductal de la glandula

facilitacién del efecto de 1la
Sin embargo, los efectos de la
serian contrarrestados por la
lo cual reduciria el acceso de
vasoconstriccion) vy
En consecuencia, a

(mediante la activacién y/o
adrenérgicos)

mamaria.
mamaria, tendria lugar una
oxitocina en la glandula.
oxitocina inicialmente
liberacién de catecolaminas,
la hormona a la glandula mamaria (por
pProvocaria una ductoconstriccidén mamaria.

pesar del incremento en los niveles circulantes de oxitocina,

se tendria una latencia prolongada para la salida de la

leche.
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no obstante la menor evacuacidén lactea

Ahora bien,
oxitocina llegaria a 1la

durante este periodo inicial, la
glandula mamaria y de esta manera, la PIM = aumentaria, el
sistema ductal se dilataria b4 se activarian los
mecanorreceptores ductales (III). A su vez, la activacién de
los mecanorreceptores ductales provocaria:i'a) la inhibicidén
b) la inhibicién de la activacién Fasica del
adrenal, c) la - Facilitacidén de la
inhibicidén del sistema (2

del tono ductal,
sistema simpatico
liberacién de oxitocina y 4) la
adrenérgico central.

De acuerdo con esta hipdtesis, la participacién de los_

mecanorreceptores ductales cambiaria el balance de las

influencias antagdnicas a favor de la salida de la leche, con
lo cual aumentaria la eficiencia de la succidn para
Esta accidén facilitadora de la evacuacién lactea

evacuarla.
estaria reforzada por la accidén central de la oxitocina, la

PRL y la GH. Esto ocurriria durante la parte tardia del

periodo de succidn.

Es posible que en otras especies existan mecanismos

similares a aquellos gque regulan la evacuacidén lactea en 1la
Podria esperarse que las diferencias en la capacidad de
almacenamiento de la glandula mamaria (la cual esta en
relacién con la frecuencia de succidn y con la dindmica de 1la
evacuacién lactea), puedan influenciar la importancia
relativa de la oxitocina vy del sistema simpatico en la

eficiencia de la evacuacidén en otras especies.

rata.
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Fig 28 M=canismos involucrados en la regulacidén de la
evacuacioén lactea durante la succidén en la xTata (ver texto
para detalles y explicacién).
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IID Lirwas de investigacidn futura generadas a partir de lox
resultados obtenido=.

Los rTesultados obtenidos indican la existencia de
mecanismos centrales de regulacidn de la lactancia en la xrata
Y por ello permiten plantear el desarrocllo de las siguientes
investigaciones:

a) Mayoxr analisis farmacolégico de los efectos centrales
de los agonistas y antagonistas adrenérgicos, de las hormonas
hipofisjarias y de la interacecién entre ambos; asi como
también del empleo de antisueros, sobre la evacuacidén vy la
secrecidén lacteas. .

b) Andlisis de los efectos centrales de las hormonas
hipofisiarias sobre la secrecidn de las mismas pox 1la
hipéfisis.

c) Estudio farmacolégico, sobre la secrecidén y la
evacuacidén lacteas, de los sistemas centrales colinérgico,
serotoninérgico y endorfinéxrgico, cuya intervencién en 1la
regulacidén de la lactancia ha sido sugexrida.
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APENDICE 1

MATERIAIL Y METODOS.

AD Animales.

En todos los

primiparas de la variedad Wistar,
desarrollada en el bioterio del IIB. El1 numerxro
limitd pocos dias después del parto a
(bajo anestesia) con 1 canula

ratas se implantaron

inoxidable a cada ventriculo lateral cerebral,
Se utilizdé al animal S5 &6 7 dias después de

estexeotaxico.
operacidén.

B> Metodo de registro de

En. la rata lactante, toda
glandula mamaria se drena poxr
galactéfdro principal que se
pezén;

Para registrar la

galactéforo principal de una glandula

expexrimentos

presidn

se usaron ratas lactantes
provenientes de una colonia
de

poxr

crias se

8-10 rata. Las
de
con un aparato

1a

acero

la presion intramamaria.

en cada
hasta un
parte del

la leche
el

continua

producida
ductal
formando

sistema

el
de

se canula
abdominal

intramamaria
mamaria

una rata lactante anestesiada con uretano.
El otxro extremo de la canula gqueda conectado por un tubo

de polietileno a un transductor de presidén.

Dicho transductoxr

se conecta mediante un tubo en T a un reservorio de leche, a
partir del cual se llena todo el sistema. El sistema se
calibra previamente con un mandmetro de agua. Una vez
anestesiado el animal y canulada la glandula mamaria cuya
presién se va a registrar, se permite la entrada gradual de
leche bajo presidn hacia la gladndula (que antes de la



anestesia de la madre ha sido vaciada por las crias),
permitiendo con ello obtener una curva de complianza
estatica, es decir, una curva de presidén/volumen, la cual es
un ifindice de la elasticidad de la glandula mamaria. El1 tiempo
requerido para gque un volumen dado de leche a uana ciexrta
presidn entre a la glandula, da una medida indirecta de la

resistencia del sistema ductal, particularmente de los
conductos grandes. Después de introducir cada volumen, se
puede administrar oxitocina Iv en diferentes dosis v

registrar la presidén intramamaria. A partir de estos datos es
posible calcular el umbral de sensibilidad a la oxitocina vy
la pendiente de la curva dosis/respuesta para cada volumen
introducido.

Posteriormente se administran dosis iguales de oxitocina
a intexvalos raegulares (1-2 min) Yy con esto se Pueden
registrax cambios en la contractilidad de la glandula
mamaria. .

C3> MéEtodo para determinar la tasa de entrada de leche

a la glandula mamaria.

Se utilizan ratas lactantes anestesiadas c¢on uretano,

colocadas en posicidén supina e implantadas con cénulas ICV a
cada wventriculo lateral cexrebral. Las glandulas mamarias de
la rata deben estar vacias.
' Una glandula mamaria abdominal se canula con una canula
de acero inoxidable, la cual se conecta a un tubo de
polietileno y a un transductor de presién Statham P23Db. La
salida del transductor se registra en un poligrafo Grass
previamente calibrado con un mandmetro de Hg. Antes de
canular la glandula se llena con leche todo el sistema.

Se usa una unién T entre el transductor v la glandula
mamaria para agregar leche. El transductor se conecta a un
reservorio mantenido a una presién constante de 90 mm de Hg,
de manera que el fluido entra a la glandula mamaria siempre a
esta presién. El1 volumen de leche que fluve a la glandula
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mamarla se regula con una llave de paso entre la pipeta w la
unién T.

Se dejan pasaxr pox opeTracidén manual de la llave de

dosis de 0.1 ml de leche hacia la glandula. Las dosis
se dan cada 5 min.

Paso,

Se registra el tiempo en segundos que toma la entrada de
cada dosis de leche a la  glandula mamaria
entracice) . E1 tiempo de entrada
requerido para que el mismo
antes de

(tiempo de
se compara con el
volumen fluyva por el sistema
canular la glandula (tiempo de flujyo oor el
sistemc) .

tiempo

La tasa de entrada de leche se calcula de la siguiente forma:

— tiempo de flujo vor el sistema . .40

tiempo de entrada a la glandula mamaria

Esta manera de calculaxr la tasa de entrada de leche
anula las diferencias en la viscosidad de los fluidos que se
usen en cada experimento.
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