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PROLOGO

Una de 1as lineas de investigacién en el 1aboratorio en el que trabajo,
se ocupa del estudio de los mecanismos de regulacién de ciertos procesos
neuroendicrinos y los factores y condiciones que pueden conducir a
disfunciones y aiteraciones patoldgicas en los mismos en diversos
organismos. Indudablemente, algunos de 1os fenémenos biolégicos que
llaman mas la atencién lo constituyen 1as alteraciones halladas en diversos
procesos de secrecién y en los distintos mecanismos de regulacién de 1a
proliferacién celular. Estas alteraciones resaltan por la incidencia que
alcanzan en 1a poblacién humana y por el detrimento que tienen sobre la
vida del individuo.

Como fines de estudio, nosotros hemos elegido un modelo de
crecimiento tumoral adenohipofisiario inducido en ratas por 1a
administracién de estrégenos, que involucra principalmente a 1as c¢élulas
llamadas lactotropos y cuya patologfa se conoce con el nombre de
prolactinoma. Este modelo es facilmente reproducible y, si bien ha sido
caracterizado ampliamente en los Gitimos 40 afios, aln no se conocen los
mecanismos {inos por los cuales 10s estrégencs ejercen estos efectos. Aln
més llamativo resulta el hecho de que 10s mecanismos de disparo y/o
control de la hiperplasia de 10s lactotropos en roedores parecen ser una
caracteristica altamente variable dado que 12 sensibilidad a los estrégenos
es dramdticamente distinta segln 1a variedad de rata. Consideramos que un
acercamiento al problema podria lograrse mediante el estudio de este
fendmeno en ratas ubicadas en los extremos opuestos de la gama de
sensibilidad ya mencionada. Entre estas se encuentran las ratas
pertenecientes a 1as cepas Wistar ( W ) y Sprague-Dawley ( SD ), a 1as que
tenemos acceso en ¢! 1nstituto de Investigaciones Biomédicas ( I1B ), UNAM.

Pensamos que, para conocer el grado de participacion que tienen los
estrégenos en 1a induccién tumoral de 1a adenohipdfisis ( AH ) de la rata, es
necesario conocer el efecto Que provocan en el crecimiento y en el
funcionamiento de la glandula, es decir, las alteraciones que pueden
producir en 1a proliferacién y metabolismo de los factotropos, en 1a sintesis
¥ on 1a secrecién de prolactina ( PRL ). Con este fin, realizamos una serie de
determinaciones que consistieron en 1a medicién del peso en fresco de 1a
adenohipéfisis, del contenido total de protefnas y de 4cido
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desoxirribonucleico { ADN ) en esta gldndula, asf como de 10s niveles de PRL
en sangre. También se registré el peso corporal de los animales durante el
tratamiento experimental.

Hay que mencionar que e modelo de crecimiento tumoral
adenchipofisiario én fa rata, inducido por 1a aplicacién de estrégencs, puede
considerarse un modelo Otit en el estudio de 105 posibles mecanismos y
factores que participan en el desarrolio de este tipo de tumores en el
hombre, ya que presentan caracteristicas morfolégicas y funcionales
semejantes y pueden ser manipulados a conveniencia.



INTRODUCCION
1 ) Generalidades.

El propdsito del presente trabajo es resaltar la importancia del
estudio de los fendmenocs de tumoracién por dos razones : primero, por
tratarse de procesos bioldgicos en 108 que participan diversos, ¥ ain fio bien
caracterizados, factores y mecanismos de regulacién y, segundo, por
tratarse de problemas sobresalientes de salud plblica.

La importancia manifiesta del estudio de los tumores y de las
alteraciones en 1a secrecion de fa gldndula hipofisiaria se hace evidente por
12 incidencia que alcanzan y por el impacto que tienen sobre Ja poblacién
humana en edad reproductiva. A continuacién se expondran algunos datos
epidemioldgicos que hablan de 1a relevancia det problema.

Los desérdenes de la hipdfisis encontrados més frecuentemente en la
practica clinica son los que involucran a las alteraciones de tipo
proliferativo y secretor de las células secretoras de PRL o lactotropos, que
originan las patologias conocidas como prolactinomas e hiperprofactinemia
(1-4). Se sabe que 105 tumores de ia hipdfisis representan ef 10 8 de todas
1as neoplasias intracraneales (1, 3) y que, incluso, el examen rutinario de la
gldndula durante las autdpsias revela una tasa de prevalencia de
microadenomas en 1a podlacién hasta del 25 (1) y 27 &8 (5). Se estima que
ia incidencia de prolactinomas és de 10 a 20 veces mayor en las mujeres
que en los hombres (6). Por otro lado, la aparicién del cuadro
hiperprolactinémico en mujeres se asocia, en gran medida, con {a presencia
de este tipo de tumores adenohipofisiarios (6, 7). Asi, se presume que el
desarrollo de estos prolactinomas es responsable, por 10 menos, del 30 8 de
los casos de mujeres con hipersecrecién de PRL (7). La hiperprolactinemia
se ha encontrado en un 70 8 de los pacientes con anormalidades de la silla
turca ( estructura ésea en la base del crineo en donde se aloja 1a hipéfisis )
que no presentan hipersecrecién de la hormona de crecimiento ni de la
hormona corticotrépica o ACTH (3, 0).

Actuaimente se reconoce a 1a hiperprolactinemia y a los tumores
hipersecretores de prolactina como una de jas causas principales del
sindrome de galactorrea-oligomenorrea en mujeres y de infertilidad e
impotencia en hombre (1, 2). Se considera que la hiperprofactinemia es la
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segunda causa de amenorrea secundaria (1), llegando a producir hasta el
40% de los casos (8). Aproximadamente del 25 2l 30% de los casos de
infertilidad en la mujer se deben 2 dicha alteracién (1). En fos hombres la
hiperprolactinemia se presenta como la causante del 5 al 25% de los casos
de impotencia ().

Estos datos justifican el interés en el estudio de los mecanismos que
producen estas alteraciones ya que, en buena medida, es la poblacién en
edad reproductiva ta mds vulnerable.

Por otra parte, no puede considerarse de menor importancia el
estudio cientifico del proceso de tumoracién en un modelo experimentat
como e} que resulta de la induccidn estrogénica en 1a rata, ya que permite la
manipulacion necesaria para la disertacidn de los posibles factores y
mecanismos involucrados tanto en un crecimiento de tipo patolégico como
en uno normal. Entre otros de los muchos fendémenos de estudio que
también nos son accesibles gracias al modelo experimental de la rata, se
encuentran el de Ja reproduccidn y el del envejecimiento que, junto con el
de tumoracién, presentan interesantes correlaciones en e! organismo.

Como se demuestra a continuacién, es un hecho muy conocido que la
formacién de tumores ademohipofisiarios, particularmente aquellos
hipersecretores de profactina, es una caracteristica del envejecimiento de la
rata, a 1a vez de que representan la patologia mas comin a edad avanzada
(9-11)

Existen reportes de que estas alteraciones proliferativas en las ratas
de diversas cepas (Wistar, Sprague-Dawiey, Holtzman, Long-Evans, etc.) son
maés frecuentes en las hembras que en los machos {G-11). Este fendmeno se
correlaciona de igual forma en los humanos (6), o que pone de manifiesto
una asociacién entre 1a incidencia de ja patologia ¥ 1a condicidn sexual,
estando, evidentemente, implicados 10s niveles circulantes de hormonas
estrogénicas, de las que las hembras son preponderantemente productoras
(12, 13).

Es sabido que 1as alteraciones proliferativas de 1os lactotropos en la
rata comienzan a manifestarse desde mediana edad ( méis de 10 meses de
vida ) slendo comunes cuando 10s animales envejecen ( mas de 24 meses de
edad ) (9-11). Esto también parece tener correlacién con o reportado en ef
hombre, ya que aunque ¢! desarrolio de prolactinomas llama ef interés por
las implicaciones que tienen sobre las personas en edad reproductiva, su
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expresién, sin embargo, parece acrecentarse también conforme avanza la
edad {14, 15).

Por otra parte, tanto fa formacién de tumores espontinecs de fa
adenohipdfisis en ratas, como aquellos inducidos por el tratamiento
ostrogénico én estos animales, o presentan como un fendémenc altaments
variable segln el tipo de cepa de rata e, incluso, segin ef grupo de ratas
analizado dentro de una misma cepa (11, 16-22). A continuacién, expondré
algunos datos sobre la incidencia de estos tumores espontdneos de 10s
lactotropos en 1as ratas de diversas cepas.

Se ha reportado para ja cepa Wistar/ Furth/ Ico una incidencia del
32.7 ® de prolactinomas en ratas de mas de 10 meses de edad, cifra que
alcanza su maximo ( 56.2 % ) entre 10s 28 y 32 meses de edad. En el primer
¢aso la incidencia en hembras es del 74.2 ® y en ¢l segundo de 88.8 R.
Ademads, se encuentra una correlacion tineal entre el logaritmo del peso del
profactinoma o del tamafio de! tumor y el logaritmo del grado de
profactinemia alcanzado (11).

También se ha observado que, en machos de 1a cepa Charles River, de
aproximadamente 25 meses de edad, existe una incidencia del 70 ® de
prolactinomas, y que en 1a cepa Wistar/ Furth es del 60 8. Por otro 1ado, se
encontrd que las ratas que portan adenomas tienen un Peso corporal menor
que las que carecen de oilos (9), fendmeno que se expresa de igual forma en
ratas tratadas con estrégenos, como se verd mas adelante.

Finalmente, se ha reportado una incidencia de mds del 50 R de
prolactinomas en la poblacién de ratas macho de 1a cepa Long-Evans
mayores de 36 meses de edad. También se observé que algunos
prolactinomas mostraron una actividad muitihormonal pues, ademds de
PRL, secretaron otras hormonas como GH, ACTH, etc.(10).

Debido a las caracteristicas morfolégicas y a l1as respuestas
farmacolégicas similares que presentan, no s de extrafiar que ya algunos
autores (10, 11) hayan propuesto al modelo de tumoracién espontdnea que
invotucra a 1os lactotropos de ratas como un modelo Util para ef estudio de
dicha pawlogfa en humanos,

En su mayorfa, ambos prolactinomas, el de humanos y el de roedores,
8¢ presentan como adenomas hemorrdgicos, es decir, muy vascularizados
(23). Las cétulas que predominan en ei tumor presentan pocos grénulos y



en su mayorfa son positivas a la inmunotincién con anticuerpos anti-PRL y
presentan bien desarroilado el reticuto endopldsmico rugose (2, 11).

Sin embargo, en todos 105 tumores de este tipo existe una variacién
estructural considerable, 10 que, entre otras cosas, ha llevado a algunas
personas a tratar de clasificarlos como micro y macroadenomas y como
adenomas lactotrdpicos densa y pobremente granutados (1, 2, 4, 5). Ademds
de las variaciones morfoldgicas, también se han observado variaciones
funcionales en ellos puesto que, mientras para algunos pacientes resulta
convenionte cierta terapia farmacolégica o quirlrgica, para otros resulta
ineficiente (1, 4, 5). Estas variaciones bien pudieran estar sugiriéndonos
mecanismos distintos de regulacién por los cuales se estarian generando
estas patologias, entre los que posiblemente se encuentran aiteraciones en
1a regulacién que el hipotalamo ejerce sobre 10s lactotropos, especialmente a
través de la hormona dopamina o DA (24), y/o bien en 10s que la accién
directa e indirecta de factores periféricos, como es el caso de 1os esteroides
ovéricos, pudiera ejercer un papel importante (32).

En realidad, se requieren de estudios mas finos en el escrutinio de la
glandula adenohipofisiaria y de criterios mas unificados para resolver lo
que, en algunos ¢casos, a Ja vista se revela inconexo, como es 10 que se
observa ante la existencia de un estado hiperprolactinémico sin el aparente
desarrollo tumoral de la AH, pudiendo si haberlo (12). Como mencionan
Furth y cols,(15), no hay que perder de vista que los tumores de la hipdfisis
parecen ser mas {recuentes en el hombre y en la rata de lo que se reporta
en 1a literatura, ya que no se realiza la examinacién rutinaria de 1a gldndula
en necropsias y a que, de hecho, muchos tumores son microscépicos, de
lenta evolucién y cominmente se presentan como “adenomas silenciosos”.

2 ) Generalidades de la Regulacién Endécrina.

Las funciones del cuerpo estin reguladas en forma integrativa por
tres sistemas principales de control : el nervioso, el inmunolégico, y el
hormonal o enddrino. En general, este Gitimo, mediate la produccién y
liberacién de efectores quimicos llamados hormonas, se relaciona con las
diversas funciones metabdlicas del organismo, controla 1a intensidad de
funciones quimicas en l1as célutas, rige ¢l transporte de sustancias a través
de las membranas celulares y otros aspectos del metabolismo de las células,
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como crecimiento y secrecidén (25). La mayor parte de las hormonas se
producen y secretan en las glandulas endécrinas y son transportadas por la
sangre hacfa todo el cuerpo (25). Algunos efectos hormonales se producen
en segundos, otros requieren dias para iniciarse y pueden mantenerse
desde segundos hasta meses (25).

Existe una unidn intima entre los sistemas nervioso y enddcrino al
nivel del hipotdlamo y la hipéfisis que sirve para integrar a 10s dos sistemas
en una unidad de control funcional (13), el llamado sistema neuroendécrinoe.
El regulador central enddcrino de las demds glandulas enddcrinas
periféricas que controla una gran diversidad de funciones y que ademds se
halla regulada de manera compleja es la glandula hipéfisis (26).

La hipdtisis tiene grandes influencias sobre ¢l metabolismo celufar de
carbohidratos, proteinas, lipidos y acidos nucleicos; sobre el balance hidrico
y electrolitico; sobre la diferenciacién celular; sobre el crecimiento,
maduracién, metabolismo y temperatura corporal; en la regulacién de
funciones cardiovasculares y en 10s fendmenos de reproduccién y lactancia;
en la pigmentacién de 1a piel; en 1a modulacién de! comportamiento; en la
resistencia al estrés e infecciones, etc. (26).

La hipdfisis se halla alojada sobre una estructura ésea en la base del
crdneo conocida como silla turca ¥ estd unida al hipotdlamo por el tallo
hipofisiario. Desde e punto de vista fisioldgico, 1a hipéfisis se divide en dos
porciones : 1a hipdfisis anterior o adenohipdfisis, y 1a hipéfisis posterior o
neurohipéfisis (25).

En gran parte, 1a secrecién de la hipéfisis estd controlada por sefiales
hormonales ¢ nerviosas provenientes del hipotdlamo. La secrecién de la
hipdfisis posterior estd controlada por fibras nerviosas originadas en los
nlcleos paraventricular y supradptico del hipotdlamo (25). En contraste, no
existe una conexién nerviosa directa entre el cerebro y la adenohipétisis,
por 1o que el arreglo especial de neuronas de la parte inferior del
hipotdlamo que terminan en una regién conocida como “eminencia media®,
es 1a Que ejerce control sobre 12 AH mediante {2 liberacidn de factores
hipotaldmicos de tpo estimulatorio e inRIbItOric que se transportan a 1
gléndula a través de pequefios vasos porta, del llamado sistema porta
hipotdlamo-hipofisiario (S, 25). Asi, la AH recibe la mayor{a de su aporte
sanguineo a través de la circulacién porta-hipofisiaria. En ella, 1a



concentracién de los factores hipotaldmicos reguladores es varios érdenes
de magnitud mayor que en fa circulacién periférica (23).

En 12 adenohipdfisic existen clnco tipos colulares blen definidos, cada
uno de ellos especializado en la sintesis y secrecién de hormonas bdien
caracterizadas. Aei, 106 somatotropos producen a las hormonas de
crecimiento ( GH ), los corticotropos a la corticotropina ( ACTH ), los
tirotropos a 1a hormona estimuiante del tiroides { TSH ), los gonadotropos
producen 3 1a hormona juteinizante ( LH ) y a 1a hormona estimulante del
foliculo ( FSH ) y, finalmente, 10s lactotropos estin especializados en la
sintesis y secrecién de 1a prolactina ( PRL ) (25).

La secrecion hormonal de estas céiulas estd regulada a distintos
niveles y constituye parte importante de sistemas endderinos en 10s que
operan mecanismos de retroalimentacién, como son los sistemas
hipotalamo-hipéfisis-drganos periféricos. Asi, diversos factores proteicos
provenientes del hipotdlamo regulan la secrecién de fas hormonas de la
hipéfisis. Estas hormonas hipofisiarias, a su vez, se desplazan por la
circulacién periférica ejerciendo sus efectos en ¢érganos blanco, en su
mayoria gldndulas. Como respuesta de la comunicacién hormonal, estos
érganos dlanco liberan también distintas hormonas que, ademds de
participar en diversos procesos, retroalimentan nuevamente al sistema a
nivel nervioso central y/o hipofisiario.

Un ejempio de ésto lo muestra el sistema hipotilamo-hipétisis-
génadas. La hormona hipotaldmica liberadora de gonadotropinas { GnRH )
actua sobre los gonadotropos de 1a AH induciendo 1a produccién y secrecién
de FSH; ésta actia sobre las gémadas estimulando la produccidn de
hormonas sexuales como los estrégenos. Estos, ademds de jugar un papel
fundamental en Jos fenémenocs de reproduccidn, promoviendo, por ejemplo,
1a proliferacién y diferenciacién del tracto reproductivo y de la glandula
mamaria en ciertos periodos y de participar en el control de 1a maduracién
dsea, en o metabolismo del caicio, en promover la sintesis de varias
proteinas del higado, en contribuir a 1a regulacién del metabolismo de
lipidos y a la distribucién de grasa y en muchos procesos més,
retroalimentan nuevamente a} hipotdlamo y a 1a hipéfisis regulando, asi, su
propia produccién (26).

Igualmente, como se ilustra en ¢l esquema siguiente, existen otros
érganos blanco para las distintas hormonas producidas en la adenohipéfisis,
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Hipotalamo

Gonadas

Cortisol

Tejide blanco

Esquema.  Representacién esquemadtica de Ia funcién de los sistemas de
retroalimentacién hipotalamo-hipdfisis-principales érgancs blanco. Las flechas
con simbolos negativos representan la inhibicién del sistema sobre la sintesis y
secrecion de factores reguladores, mientras que las flechas con simbolo
positivo representan la estimulacidn del sistema. Adenohipdfisis (AH),
neurohipdfisis (NH), glandula (G.), factores hipotaldmicos (FH), triyodotironina
(T3), tetrayodotironina (T4), hormona estimulante de la tiroides (TSH),
hormona de crecimiento (GH), hormona adenocorticotrépica (ACTH), hormona
estimulante del foliculo (FSH), hormona luteinizante (LH), prolactina (PRL),
sistema nervioso periférico (SNP).



como son : la glandula tiroides para TSH, la glinduja mamaria y otros
tejidos para PRL, las glandulas suprarrenales para ACTH y préacticamente
todos 10s tejidos det cuerpo para GH (26).

3 ) Regulacién Endéerina de los Lactotropos.

Es notorio como la mayoria de las células adenohipofisiarias
dependen para su funcionamiento de factores hipotaldmicos de tipo
estimulatorio, ya que e} bloqueo de 1a accién hipotaldmica, ya sea por medio
de lesiones en el tailo hipofisiario, o por 1a induccién de alteraciones
electroliticas en fa eminencia media, o debido al transplante de 1a AH fuera
del alcance hipotaldmico en las ratas ( bajo la cipsula renal, por ejemplo ),
ocasiona que casi todas las células sufran atrofia y plerdan la havilidad de
producir ¥ secretar sus hormonas (25, 26). La Gnica excepcién 2 ésto lo
constituyen los jactotropos ya que, bajo las mismas condiciones, 12 sintesis ¥
secrecién de PRL se ve estimulada (5, 25).

Esto se debe a que el hipotdlamo ejerce predominantemente una
inhibicién ténica sobre 1a sintesis y secrecion de PRL, principaimente
mediante 12 dopamina (5, 27). Numerosos trabajos, tanto iz v/re como 2
viro en 106 que se emplean agonistas dopaminérgicos, como son 108
derivados del ergot, apoyan lo anterior (5, 28, 29). En forma contraria, se ha
observado que e! empleo de agentes bloqueadores de la accién
dopaminérgica, como son 10s que impiden su sintesis ( o metil p-tirosing ) o
los que compiten por los receptores ( Haloperidol, Perfenazina, etc. ),
estimulan 1a sintesis y liberacidn de PRL (5). Ademds, hay evidencia de que
en la regulacién de la sintesis y secrecién de PRL participan también
factores hipotatdmicos de tipo estimulatoric como son l1a hormona
liberadora de tirotropina ( TRH ), serotonina, e! péptido intestinal
vasoactivo { VIP ), etc. (5). Iguaimente, la PRL tiene efectos
retroslimentadores sobre su propia secrecién, en este caso negativos, ya
que, en 1a clrculacidn, estimula a las neuronas tuberoinfundibulares del
hipotdlamo provocanao 1a iberacién de DA (30, 31).

Los factores hipotalamicos de tipo inhibitorio y estimulatorio actban
como intermediarios de estimulos fisiolégicos como son la succidn, of ciclo
tuz-oscuridad y ol estrés, y en procesos bioldgicos como son 12 factancia, el
ciclo circddico y el ciclo ovulatorio, en 1os que también participan hormonas
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¥ factores periféricos, como 108 estrégenos y 1a progesterona, que llegan a la
AH a través de la circulacidn sistémica y/o que alteran la regutacién directa
del hipotalamo sobre 12 gtanduta (5, 32).

Se sabe que los estrégenos estimulan 1a sintesis y secrecién de PRL ¥
que también tienen un efecto hipertréfico y mitogénico sobre los
lactotropos (1, 20, 22, 32-35). Existe conocimiento de que parte de dicha
regulacién depende de mecanismos directos de los estrégencs sobre 108
lactotropos. Esto se evidencia en estudios 2 v/t en 105 que 105 estrégenos
estimulan la sintesis y secrecion de PRL y la proliferacién de los
lactotropos, pero lo hacen en menor medida que cuando se administran
directamente a 10s animales(20, 36, 37). Asi ademds de 105 efectos directos,
se cree que 10s estrégenos regulan también a estas células, a través de
mecanismos indirectos alterando la accidn de neuronas hipofisiotrépicas, ya
sea contrarrestando la regulacién inhibitoria que ejerce el hipotdlamo, ¢
favoreciendo 1a regulacién por agentes estimulatorios, como es TRH (5, 32,
38). Inctuso, se ha encontrado que los estrégenos inducen la produccién de
diversos factores de crecimiento en ciertos dérganos { cerebro, rinén, higado,
Qtero ), capaces de estimular 1a proliferacién y funcionamiento de 1os
lactotropos {39).

Otro agente periférico que también tiene influencia sobre los
factotropos es la progesterona, contrarrestando el efecto estimulatorio que
105 estrégenos tienen sobre 1a liberacién de PRL (40).

A su vez, el interés en el estudio de la regulacién en el
funcionamiento y crecimiento de 10s lactotropos se pone de manifiesto por
105 datos que se describen a continuacién.

La prolactina es la més versatil de todas las hormonas de la hipdfisis,
tanto por el nimero como por 12 diversidad de procesos fisioldgicos que
regula (29). Se han reportado 85 distintos efectos de 1a PRL en los
vertebrados (41), 1o que indica la importancia de esta hormona en la
fisiologia y evolucién de los vertebrados. El efecto de la PRL que se ha
estudiado mdas ampliamente es el que tiene sobre !a glindula mamaria. En
los mamiferos, 1a profactina juega un papel decisivo en fa preparacion y
mantenimiento de 1a glandula mamaria para la sintesis y evacuacién de la
leche durante la lactancia (29, 42), de ahi que también se la haya llamado
hormona mamotrépica o factogénica (41).

H
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La llamada prolactina no es una molécula tnica si no una familia de
variantes moleculares que difieren, unas de otras, en su actividad bioldgica
¢ inmunolégica (5, 29). Tal parece que diferentes formas moleculares de
PRL son preferenciaimente liberadas en respuesta a diferentes estimulos
fisioldgicos y patologicos (5, 43). Esto podria explicar, en parte, las
considerables discrepancias que se han notado en consideracién a fa
cuantificacién del contenido de PRL en la gldndula hipofisiaria v en la
sangre usando diferentes sistemas de bdloensayos, de métodos
electroforéticos y de radioinmunoensayos (5). Igualmente, se ha sugerido la
existencia de una heterogeneidad funcional de 10s lactotropos en la glandula
adenohipofisiaria normal en base a resuitados obtenidos con métodos de
separacién celular, como son 1os de sedimentacién, y al anélisis del patrén
de secrecién de PRL de células individuales, ante diferentes procesos
tisioldgicos (5). No seria de extrafiar, que en determinadas condiciones
patolégicas, como son l1a formacién de tumores hipersecretores de PRL,
algunas de las "subpoblaciones” de lactotropos y algunas de las variantes
moleculares de 1a PRL estuvieran mds o menos favorecidas en su expresion
dependiendo del posible tipo de mecanismo que ha dado origen a dicha
alteracién, 1o que concordarfa con fas variaciones morfolégicas observadas
en 10s prolactinomas y las discrepancias hatladas en la cuantificacién de PRL
por diversos métodos.

4 ) Alteraciones en 1a Regulacién de 1os Lactotropos.

Hasta 1a fecha, la etiologifa de los tumores adenohipofisiarios
hipersecretores de prolactina en humanos y roedores es atin poco conocida.

En base 2 10 expuesto en la seccidn anterior, cabe suponer que el
origen de dicha patologfa obedece, al menos en parte, a disfunciones en
cualquiera, o en ambos, de los sistemas hipotaldmicos o periféricos que
regulan 2 la adenohipdfisis. Concretaments, en estos Gitimos, en lo que
concierne a 1a accién ejercida por los estrdgenos.

Para muchos autores 1a fisiopatologia coman en todos 106 desdrdenes
que involucran a la hiperprolactinemia parece ser un defecto en los
mecanismos de regulacién que ejerce el hipotdlamo y en especial la
dopamina sobre los lactotropos (1, 4, 5, 15, 44, 45). Esto se basa en el hecho
de que lesiones en el tallo hipofisiario, el transplante de 1a AH de ratas a
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sitios alejados de 1a influencia hipotaldmica ( como es 1a cdpsula renal ), y 2
que el emplec de drogas antagonistas de la accién dopaminérgica, inducen
una hipersecrecién de PRL (1, 5, 23, 26).

Se han planteado hipdtesis alternativas por las que alteraciones en el
sistema hipotaldmo-hipdfisis podrian estar induciendo la formacién de
prolactinomas. Por un lado, se piensa que podrian encontrarse dafiadas las
neuronas tuberoinfundibulares que son 1as que producen {a DA que llega a
la AH, ¥y que, por lo tanto, el aporte de esta hormona a los lactotropos
estaria reducido. Por otra parte, se postuta que un estado de insensibilidad
de estas células al estimulo dopaminérgico podria originarse por
alteraciones en los elementos de la comunicacién, por ejemplo, en los
receptores (24).

Otra propuesta interesante sobre cémo se podrian generar los
prolactinomas en el hombre y en 12 rata la hace el grupo de R. Weiner (23,
46). Se ha observado que en la mayoria de 10s casos, en el tumor
adenohipofisiario del hombre y de la rata, existe la formacidén adicional de
vasos provenientes de la cardtida (19, 23, 46). Estos vasos estarian
supliendo a 1a AH de una irrigacién adicional de sangre periférica, lo que
traeria como consecuencia una dilusién de las concentraciones de DA que
llegan a la AH por el sistema porta-hipofisiario, ocasionando un “escape” de
10s factotropos del tono inhibitorio dopaminérgico.

Estas suposiciones podrian explicar, en un momento dado, las
disfunciones halladas en 1a maquinaria sintética y secretora de! lactotropo
pero hasta 1a fecha no hay informacién contundente de que, por si sola, la
ausencia del factor dopaminérgico pueda provocar cambios en la tasa de
divisién celular de los lactotropos. En un estudio particutar (47) observan
que lesiones en el hipotdlamo medio basal en ratas ovariectomizadas ( que
carecen de esteroides ovdricos ) incrementan la secrecidn de PRL y
aumentan ¢! volumen adenohipofisiario ocupado por los lactotropos. Sin
embargo, no logran discriminar si dicho aumento se debe a una hipertrofia
0 2 una hiperplasia celutar.

Por otro lado, 1a suposicién de alteraciones hipotaldmicas explica
parciaimente ¢! problema, ya que si bien ¢l tratamiento con agonistas
dopaminérgicos, como es el caso de la bromocriptina, revela, en la mayoria
de los casos, resultados satisfactorios, para algunos pacientes no resuita
exitoso (1, 48). Por otra parte, sl blen la administracién de agentes
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dopaminérgicos puede resolver en alguna medida e} problema, ésto no
necesariamente quiere decir que una alteracién en la accidn dopaminérgica
fuera 1a causa de dicha patologia, puesto que las dosis tan elevadas de los
farmacos que se administran hacen responder al sistema favorablemente
impidiéndonos conocer 108 mecanismos reales del origen de 1a patologia.

En realidad, hay que pensar al fendmeno de forma integrativa
entendiéndolo como resuitado de la interaccién de multiples y diversos
factores actuando quizas bajo condiciones distintas. En este sentido, valdria
la pena pensar que alteraciones en los sistemas de regulacién periférica
sobre a AH, como 105 que se ejercen a través de la accién de los estrégenocs,
estarian teniendo también una participacién en 1a induccién y/o regulacién
del proceso de tumoracién adenohipofisiaria.

Tanto en el hombre como en 1a rata, existen distintos estadios
tisioldgicos en 105 que los estrégenos mantienen una regulacién importante
sobre 10s lactotropos (49-52), como se detaltard mds adelante. Sin embargo,
se presenta un hecho muy llamativo que sugiere que el desarrolio de
tumores espontinecs hipersecretores de PRL en la rata parece ser un
proceso mediado principalmente por esteroides ovdricos y se basa en el
hecho de que ia administracién de estrégenos en estos animales induce 1a
formacién de prolactinomas (16, 17, 19, 20, 22, 33, 53-55).

Como ya se menciond, 1a accién estrogénica responsabdle del origen y
mantenimiento del prolactinoma puede ser mediada directamente sobre los
factotropos © puede expresarse de forma indirecta modificando fla
regulacién inhibitoria y estimulatoria que mantiene ! hipotdlamo, 2 12 vez
que promueve la participacién de otros factores de tipo estimulatorio
capaces, también, de actuar en la AH (38, 39, 56).

S ) Regulacién Estrogénica de los Lactotropos en Distintos Estadios
Fistolégicos y Clinicos.

Se sabe que 106 estrdgencs tienen numeroscs efectos y a distintos
niveles scbre el funcionamiento de 108 factotropos, que van desde la
secrecion hasta la replicacion celular, Sobre 108 mecanisnios que regulan la
replicacién de estas células practicamente no existe informacién. Sodre el
proceso de transcripcién de 1a PRL existe informacién de g afios a 1a fecha,
mientras que para 1a sintesis de PRL de hace 15 afios. Es definitivamente en
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el estudio de Jos procesos de secrecidn en donde se cuenta con una gran
cantidad de trabajos. En su mayoria se trata de investigaciones agudas por
1o practico que resuitan. Es por ésto, que en algunos de 106 ¢asos quedard
mejor expuesto lo relacionado a la sintesis y secrecién de PRL pero no por
ollo nay que perder dé vista la posibilidad de que estos ofectos se ejerzan a
distintos niveles.

En estudios iniciales sélo se podia tener una idea del grado de
produccién de PRL en la AR estimando e} contenido total de dicha hormona
en la glandula, 1o cual no necesariamente revela el estado funcional del
sistema, puesto que pueden existir condiciones fisioldgicas en las que las
glandulas enddcrinas liberen muy poco de su producto, 1o que af cabo del
tiempo se traduce en 1a presencia de niveles hormonales elevados en dichas
glandulas y no estrictamente en altos niveles de produccion.

Un mejor acercamiento para entender el fenémeno de produccién
hormonal lo constituye el empleo de métodos en 10s que se puede estimar
1a sintesis proteica, y obviamente hormonal, ya que se puede evaluar la
actividad celular conociendo la cantidad producida de una proteina por
unidad de tiempo. Uno de tales métodos se basa en la incorporacion de
aminodcidos marcados en las células. Un método mas fino para abordar lo
mismo se basa en 1a deteccion celular de niveles de RNA mensajero
especificos para determinadas proteinas, puesto que éstos son los
precursores inmediatos de las mismas y tienen una vida media corta lo que
haria imposible su almacenamiento.

Por otro lado, existen estudios en los que se trata de correjacionar ¢!
contenido ¥ 1a secrecion de PRL en la AH, lo cual no resuita muy facil por ja
variacién y 1a complejidad en 1a que se regulan estos procesos. Asi, puede
hater ¢asos en 10s que se detecten bajos niveles de PRL en 12 AH y elevados
en la circutacidn, 1o que nos estaria hablando de que &l mismo tiempo existe
una gran produccién y liberacién de dicha hormona, es decir, que J
actividad de los lactotropos estd muy aumentada. De otra forma, pueden
coincidir bajos niveles de PRL tanto en AH y como en sangre, sugiriendo
que este sistema enddcrino estd casl apagado. Como éstos, podemos
encontrar muchos ejemplos mas.

Es conocido que en distintos estadios fisioldgicos, los estrégencs
ejercen una regulacién sobresaliente sobre ef funcionamiento de 108
lactotropos. Aunque éstos fenémenos se presentan en todos 10s mamiferocs,
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estan mejor estudiados en la rata y en e! hombre. Sin embargo, todavia
quedan poco claros tos mecanismos por los que dichas hormonas median su
accién. Ademds, el uso de estercides ovaricos en la poblacién humana, con
fines anticonceptivos y terapeliticos, ha despertado una polémica sobre la
posible participacidn de estas hormonas én ¢l desarrolle de alteraciones on
los tactotropos, como se vera mas adetante.

a) Ciclo Reproductor Femenine.

Se sabe que la sintesis ¥ secrecién de PRL cambia durante el ciclo
estral de 1a rata y que los niveles de estrégenos circulantes durante este
periédo parecen ser ef principal factor que regula dicho fendémeno (32, 49,
50,52, 57).

Es reconocido que ¢! pico de estrégencs que se da en la tarde del
proestro es el responsable de 1a secrecion caracteristica no sélo de PRL si no
de LH en ese periddo (5, 32, 50, 52). Se ha encontrado que el contenido de
PRL en la AH estd elevado en la mafiana de! proestro mientras que en la

tarde alcanza su nivel mds bajo como resultado de su liberacidn masiva ala .

circulacién (57). Los niveles de mensajero de PRL en ia AH presentan un
pico en el proestro ¥ otro en el estro; el primero se explica como resuitado
de l1a accidn de los estrégencs, y ! segundo como consecuencia de la
estimulacién en la proliferacién de los lactotropos, inducida también por
estas hormonas (57, 58). De igual forma , a concentracién mas baja de PRL
on sangre se observa durante el diestro 11 (50), correspondiendo con el bajo
nivel de los estrégenos (59). B! pico de PRL del proestro puede ser
prevenido con la aplicacién de antiestrégencs, como ¢s ol caso del
Tamoxifén (60) y con anticuerpos contra estrégenos (52), lo que evidencia
el control estrogénico sobre el patrdn ciclico de 1a secrecién de PRL.

Cabe mencionar que los niveles de PRL reportados en ratas durante
ol ciclo estral varian seglin 1os estudios, 1o cual puede deberse & la
variabilidad que existe entre las distintas cepas de rats, al método de
cuanuricacién empieado, etc. Por ejempio, se reporta que 12 cepa
Wistar/Furth presenta un promedio de 120.7 + 24.7 ng/ mi de PRL en ¢l
proestro ¥ 20 + 3.4 ng/ mi en el diestro I1 {(S0). En las ratas de la cepa
Sprague-Dawley se observa un promedio de 68.5 + 7.4 ng/mi de PRL en el
estro { 10 reportan como ef nivel més atto ) ¥ 27.6 + 5 ng/mi en e} dlestro 11
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(49). Inctuso, se reportan diferencias en 10s niveles de PRL en e] ciclo estral
en una misma cepa de rata en diferentes laboratorios (50), 1o cual nos havla
de que a pesar de existir un comportamiento general se presentan
variaciones entre grupos de organismos aislados reproductivamente y atn
entre individuos. A groso modo, $6 cbserva que los niveles mas elevados de
PRL durante el ciclo estral van de 2 a 6 veces aquellos encontrados en el
diestro I1 (49, 50).

Ademds de existir mecanismos directos por 1os que los esteroides
ovéricos regulan el ciclo reproductivo, también hay evidencia de que estas
hormonas participan de forma indirecta alterando el comportamiento de
neuronas neurohipofisiotropicas. Estas hormonas sexuales también pueden
estar modificando la sensibilidad de 1a AH a determinados agentes tréficos
mediants 1a regulacién a nivel de receptores. Concretamente, o1 pico de PRL
hallado en el proestro puede verse favorecido por la induccidn de
modificaciones en el funcionamiento de neuronas dopoaminérgicas, ya que
en algunos estudios (56, 61) se ha encontrado que 10s estrégenos provocan
una inhibicidn en la liberacién de DA en sangre portal en este periddo.
También, se ha reportado que los estrégencs provocan el incremento en el
numero de receptores al secretagogo TRH en ef mismo periddo (38).

Por otra parte, 10s estrégenos, ademds de regular el comportamiento
de 1a secrecién de PRL en el proestro, también regulan sus niveles en otras
fases del ciclo estral puesto que cuando se practica la ovariectomia en los
animales, estos niveles disminuyen significativamente y pueden
restablecerse con 1a administracién exdgena de estrégenos (12, 32, 49, 50).
Esto también se observa con métodos que detectan directamente niveles del
mensajero de PRL en muestras de pequetio tamafio (62).

En un estudio particular, se encontré que en ratas de mediana edad
(10 a 12 meses de edad ) el efecto de la ovariectomia por un periédo
prolongado ( por més de 7 meses ) provoco una disminucién notable de fa
secrecion de PRL y también redujo 1a proporcién de céjulas secretoras de
PRL incluso por debajo de 1o encontrado en ratas jévenes ( 2 2 3 meses de
edad ) . Aunque el primer pardmetro se revierte con la aplicacién de
estrogenos, como ya se menciond, queda ligeramente suprimida la
respuesta al secretagogo TRH y aumentada 12 sensibilidad a DA en estas
células. Se observa, que de alguna forma la presencia de los estercides
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ovaricos durante la vida de! animal tiene un marcado efecto sobre la
replicacidn y 1a suceptibilidad de 105 lactotropos (38).

Todo ésto se refuerza con lo encontrado en las ratas macho adultas,
en 1as que los niveles de PRL son bajos y no sufren fluctuaciones, 1o mismo
que 106 niveles de estrégencs (49, 59).

En cuanto al comportamiento ciclico de 10s niveles de PRL en el ciclo
reproductivo de 1a mujer, hasta la fecha existe poco consenso. Algunos
estudios indican poca variacién durante el ciclo menstrual mientras que
otros reportan niveles elevados de PRL aparejados a 1os de LH (32), o por lo
menos considerablemente mas elevados durante 1a fase lutea dei ciclo (13).

Iguaimente se considera dudosa la relacion que existe entre la
ingesta de estrégencs en forma de anticonceptivos orales y el desarrollo de
prolactinomas y de un estado de hiperprolactinemia (1, 63, 64). Si bien se
ha reportado que los niveles de PRL en sangre son similares tanto en
mujeres que ingieren estas hormonas como en las que no (63), hay que
tener presente que 10s métodos que se utitizan para la deteccién de la PRL
no son capaces de detectar todas las variantes que resultan del
" procesamiento natural de la hormona que pudieran estar involucradas
durante 1a génesis y/o regulacién, no séto de los tumores adenohipofisiarios,
st no también, de otros tumores como es el de 1a glndula mamaria (46).

La existencia de mecanismos estrogénicos indirectos sobre los
lactotropos podrian explicar, en parte, el que el 25 8 de las mujeres que
descontinlian la ingesta de estas hormonas presentan el sindrome de la
hiperprolactinemia (1), y en mujeres en las que ya se presentaban algunos
signos de la patologia éstos se ven recrudecidos (8). En un estudio se
encontrd que més que ef uso de estas hormonas para el control de la
natalidad, es su uso para corregir transtornos de la menstruacién el que
involucra un riesgo significativo en 1a génesis del prolactinoma (65). Por
otro lado, es factible pensar que la presencia adicional de estrégenos
pudiera causar la expresién de lesiones prexistentes en la adenohipdfisis
(3).

Finalmente, un hecho llamauvo 10 marca la alta incidencia de
prolactinomas que se presentan en personas que ingieren estrdgenos para
corregir su fenotipo sexual (64, 66).
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b) Embarazo

Un fendmeno ampliamente conocido que expresa una regulacién
directa de los estrégencs sobre 105 lactotropos se presenta en mujeres
embarazadas.

Es sabido que e} incremento en el tamafio de 1a adenohipdfisis, en el
nimero de lactotropos ¥ en la secrecién de PRL durante el embarazo en
mujeres estd correlacionado con €1 aumento en 105 niveles enddgenos de
estrogenos (1, 3, 5, 64). Los niveles de estradiol en sangre se elevan
progresivamente desde comienzo del embarazo, alcanzando niveles de hasta
130 veces entre las semanas 4 y 38 de gestacién, mientras que 10s niveles
de PRL se elevan 19 veces durante el mismo intervalo (13).

Esta estimulacién en 105 niveles de PRL depende directamente de los
estrégenos puesto que en mujeres con deficiencia de sulfatasa placentaria,
que a su vez presentan bajos niveles de estrégenocs, existen también niveles
disminuidos de PRL (32).

En mujeres embarazadas, en 1as que previamente se ha detectado un
prolactinoma y éste ha sido tratado terapeiticamente, existe un incremento
en el crecimiento de este tumor (1), indicando 1a aita suceptibilidad de este
tejido a la presencia de estrdgencs.

Por e contrario, se sabe que durante el periodo de gestacién de la
rata los niveles de PRL en adenohipdfisis y en sangre, asi como los niveles
de RNAmM de PRL en AH, aparecen disminuidos durante 12 mayor parte del
tiempo, elevandose significativamente uno o dos dias antes del parto (40,
49, 50, 62). Una posible explicacién de ello, es que se ha encontrado que los
niveles de estrégenos en 12 sangre de venas del ovario permanecen bajos
durante 1a mayor parte de la gestacién y sélo se elevan al final de este
periédo, al mismo tiempo que los niveles de progesterona decaen, la cual se
ha encontrado que inhibe la accién estimulante de los estrégenos sobre la
liberacién de PRL (40, 49, 50).
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“¢) Lactancia.

La lactancia constituye 1a Uitima fase del ciclo reproductivo de todos
los mamiferos (42, 67), en la cual la secrecién de un compuesto con
propiedades nutritivas, 1a leche, es el responsable de la supervivencia de
10s neonatos y por 1o tanto de 12 especie (42).

El proceso de la lactancia tiene lugar gracias a fa activacién de
mecanismos neuroenddcrinos en los que ! estimulo neurogénico de la
succion juega ¢! pape! predominante, quedando en segundo término, entre
otros, factores periféricos como los estrogenos (42, 67, 68). En estos
mecanismos participan, principaimente, un complejo de hormonas
(complejo galactopoiético) cuyos componentes varian de acuerdo con las
especies y entre las que destaca fa PRL, ¥ que son las que determinan la
secrecién de la leche por la glandula mamaria (42, 68).

Duraate el periédo de 12 factancia es que se pueden encontrar los
niveles mas eleévados en la sintesis y secrecién de PRL ¢n 12 rata y en ¢l
hombre (13, 49, 62), v s precisamente en donde ¢ presenta y se ha
estudiado mejor una de las regulaciones hipotaldmicas més complejas e
importantes sobre la sintesis y secrecién de esta hormona. Dicha regutacién
también es de tipo pleitrépico porque participan muaitiples factores en
interacciones diversas. Asi pues, 1a secrecion de PRL no debe considerarse
como el resultado de la adicién de factores inhibitorios y estimulatorios
actuando sobre los lactotropos, sl no como 12 integracién de multiples
sefiales hormonales (69).

El mecanismo de regulacién de la secrecidn de PRL durante la
factancia ya habia sido anticipado por Grosvenor y Mena (69, 70) y ha sido
confirmado con numerosos estudios. En realidad, forma parte de un sistema
de retroalimentacidn en el que el estimulo neurogénico de 1a succién activa
un reflejo neuroendicrino que genera la liberacidn de PRL hacia la
circutacién (68).

A Qroso modo, se na encontrado que ! estimuio de 1a succién genera
impuisos nerviosos que convergen en el sistema nervioso central { SNC )
modificando 1a actividad de las neuronas TIDA en el hipotdlamo. Como
consecuencia de ésto, se crea inmediatamente una disminucién transitoria
en 10s niveles de DA que alcanzan a la AH, permitiendo una respuesta
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potenciada de la secrecidn de PRL en los lactotropos por factores
liberadores de PRL, como es TRH (71). En otras palabras, es ¢! escape
transitorio a 1a accién dopaminérgica 10 que potencia la accién estimuladora
de la liberacion de PRL por varios secretagogos hipotalamicos (71). Se ha
descrito, ademds, que este procesc ocurre en forma “fdsica” ya que se
requiere de la transformacién de la hormona antes de que ésta sea liberada
(68). La liberacién potenciada de la PRL persiste en presencia dei estimulo
de 1a succién, cuando éste cesa, el control sobre 1a secrecién de PRL es
reasumido nuevamente por todos los estimulos y factores de los que ya
hemos estado hablando (68). Incluso, como ya se ha mencionado, 12
regulacién en 1a secrecion de PRL también estd mediada por los propios
niveles circulantes de la hormona (31, 61). E! incremento en los niveles de
PRL en la sangre, como ocurre en 1a lactancia, estimula 1a actividad de las
neuronas TIDA originando un mayor recambio en 1a sintesis de DA, 1o que
finalmente se traduce en una considerable inhibicidn sobre 12 liberacién de
PRL (31, 61).

En el modelo de la lactancia es en donde mejor se ha estudiado la
regulacién hipotaldmica de ja secrecién de PRL porque permite el control
experimental preciso del estimulo, en este caso 1a succidn, ¢osa que no
resulta f4cil en of estudio de la regulacién que ocurre en el proestro del
ciclo estral de 1a rata. Gracias a 1as convenientes condiciones experimentales
de dicho modelo 8 que se han podido estudiar mecanismos de regulacion a
nivel celular como es 1a sefiatizacién mediada por segundos mesajeros, por
el comportamiento de canales iénicos como los de calcio, ete. (69).
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d) Envejecimiento.

A diferencia de 10 que ocurre en la tactancia, en e envejéecimiento los
estrégenos parecen tener una participacién importante en las alteraciones
de tipo proliferativo y secretor que involucran a 1os lactotropos.

Aunque 1a aparicién del cuadro hiperprolactinémico y el desarrollo
de prolactinomas son patologias que resaitan por el impacto que tienen en
la poblacién en edad reproductiva, se ha observado que de aljguna manera
su incidencia s¢ incrementa con o1 envejecimiento (14, 15). EHsto es
especialmente evidente en l1a rata (11, 50, 51, 72).

A pesar de que en algunos de 10s casos (5, 32, 65) se consideran estos
fendmenos como resultado de posibles defectos en el control inhibitorio que
ejerce ol hipotdlamo a través de 1a DA sobre los lactotropos, no debemos
dejar de pensar en la intervencion de multiples factores actuando a
distintos niveles y quizds en diferentes periodos de tiempo en la vida del
organismo.

Hay que mencionar que, aiin cuando a fa vista resulta paraddjico, el
hecho de que estas aiteraciones se hacen mds frecuentes en una etaps de 2
vida en la que 10s niveles endigencs de estrégencs se encuentran
disminuidos, como ¢s ¢l caso de 1a vejez (12), no por elio se puede excluir 2
participacién de dichas hormonas en 12 genesis del fendmeno, ya que se
piensa que, como resuitado de una larga exposicidn & estas hormonas
durante 1a vida reproductiva del animal, se puede haber creado un estado
de mayor sensibilidad a estas hormonas en los lactotropos ¥ que, incluso,
pudieron haber tenido lugar efectos acumulativos sobre las células de la
AH, entre ellos de tipo mitogénico, que se expresarian posteriormente en la
vida de! 2nimai (38). Se ha observado que la ovariectomia a temprana edad
previene 1a hiperprolactinemia que se encuentra en ratas de edad
avanzada, mostrando de nuevo la participacién de los esteroides ovaricos en
18 expresién de esta patologia (12).
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¢) Ratones Hipogonadicos.

Un caso interesante que muestra fa influencia de 10s estrégenos sobre
el funcionamiento de los factotropos 1a presentan los ratones hipoganadicos.
Como resultado de una mutacién, estos ratones carecen del gen do la
hormons liberadora de gonadotropinas ( GnRH ) por o que tienen una
marcada deficiencia en 12 sintesis de gonadotropinas ( FSH y LH ) 1o que no
permite el desarrollo de las génadas y, por lo tanto, de 1a secrecién de
estrégenocs. Como resultado, 1as hembras presentan bajos niveles de PRL en
adenohipdfisis y en sangre, que pueden elevarse con la administracién
exégena de estrégenos (73).

6 ) Tumoracién Adenohipofisiaria en Ratas : Participacién de Estrégenocs.

a) Caracteristicas del Tumor.

Se han hecho propuestas para considerar a los tumores
adenohipofisiarios espohtdneos de las ratas viejas como un modelo de
estudio del tumor adenohipofisiario en el hombre por las similitudes
histoldgicas y funcionales que presentan (11). Sin embargo, el estudio de
esta condicidén dificilmente hubiera podido revelar aiguna luz sobre la
etiologia de los profactinomas en ambas especies ya, que nos enfrentamos a
un fendémeno espontinec en el que es diffcll controlar el estimulo
tumorigénico y en el que se desconoce cuales animales presentan fa
patologia, por 1o que ni siquiera se podria monitorear el crecimiento
tumoral y, si este fuera el caso, consumiria mucho tiempo.

En cambio, experimentalmente estd comprobado que la
administracion de estrégenos en ratas, origina el desarrollo de
prolactinomas que muestran similitudes morfolégicas y funcionates con ios
profactinomas humanos (1, 18), ademis de acompafiarse, en algunos de tos
casos, del desarrollo de tumores mamarios y/o de transtornos en 1a
lactancia (21, 64, 74). Este consigue ser un modelo Util de estudio porque ¢l
fenémeno es altamente repetitivo, de rdpida evolucién y se puede
manipular a conveniencia, controtando multiples variables.

Asi pues, numerosos estudios coinciden en que el tratamiento agudo
o crénico con estrégencs en ratas hembra y macho genera un incremento en
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¢! metabolismo general de la AH, lo que se refleja en la induccin de
prolactinomas, en el incremento del tamafio de la adenohipdfisis, en el
aumento del nimero y tamafio de los lactotropos, en una acelerada
actividad de la transcripeién y sintesis de PRL y en una hipersecrecién de
esta hormona (1, 15-17, 20-22, 33, 54, 55, 75).

En contraste, la suspension del estimulo estrogénico en estas ratas
provoca la involucién tumorat de la glandula y la reversién de todos 108
parametros anteriormente sefialados (22, 55, 75).

En 1a mayoria de los casos, estos tumores se muestran hemorragicos y
cuando son muy grandes llegan & ser invasivos (15, 44).

Con la ayuda de! microscépio electrénico y con técnicas de
inmunohistoquimica se ha resuelto que estos tumores, antes catalogados
como cromoéfobos, en realidad en su mayoria constan de célufas productoras
de PRL (16). La mayoria de las células presentan nicleo grande y nucleofo
bien definido, reticulo endopldsmico rugoso y aparato de Golgi muy
hipertrofiados, ocupando la mayor parte del volumen celular, y un nimero
moderado a reducide de granulos secretorios de forma irregular pero de
gran tamafio; indicios de una acelerada actividad secretoria (16, 20, 53). Se
presentan cambios de marcada hipertrofia e hiperplasia celular, con un
contenido moderado de figuras mitéticas (16, 20, 33, 53). Como sé observa,
estas caracterfsticas son semejantes a las halladas en prolactinomas
espontaneos en el hombre y en la rata (11, 19, 44).

Hasta la fecha, en 1o que respecta a {a interpretacion sobre el tipo de
crecimiento observado en la AH de ratas tratadas con estrégencs, existe
poco consenso . La gran mayoria de los autores (15-17, 19, 21, 22, 53-55,
58) lo nombran un crecimiento de tipo tumoral, en algunos de los casos (17,
19), haciendo referencia al término arbitrario utilizado por Clifton y Meyer
(1956),(53) y, en otros, como Wiklund y cols, (22), con base en el tamafio
anormal de la gldndula y a la apariencia alterada de las células. Otros
autores (76) opinan que este crecimiento hiperplasico no debe ser llamedo
“tumor” porque cesa en cuanto se retira et estimulo que 1o produo.

St blen 1o QIUMO 65 clerw, hay que mencionar que este UpPo ge
proliferacién celular puede dar lugar a verdaderos tumores auténomos, ya
que repetidos transplantes de estos tumores primarios en ratas
previamente estrogenizadas permite, finalmente, el crecimiento de dicho
tefido en un ambiente hormonal normal e incluso en uno carente de
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esteroides ovaricos como es ef caso de ratas gonadectomizadas. Aun asi,
algunos de éstos tumores retienen su respuesta a 10s estrégenos (74).

A pesar de que en el crecimiento adenohipofisiario inducido en ratas
por la aplicacién de estrégenos alin no existe un criterio morfoldgico para
diferenciar un crecimionto hiperplasico de uno tumoral, nosotres, con fines
précticos, nos referiremos a esta patologia como un prolactinoma o tumor
de los lactotropos.

b) Sensivilidad Variabie a 105 Estrégenos en Ratas de Diversas Cepas.

A pesar de que el desarrollo de prolactinomas en ratas tratadas con
estrdégencs es un fenémeno ampliamente conocido, es importante destacar
que los mecanismos de disparo y/o control de 12 hiperpiasia de los
lactotropos parecen ser una caracteristica altamente variable dado que la
sensibilidad a los estrégenos es draméticamente distinta segin la variedad
de rata (1, 3, 15, 17, 22).

Aunque se han reportado datos variables segin distintos

faboratorios, en general, se ha encontrado que la adenohipdfisis de ratas de

1as cepas Fischer 344 manifiesta una estimulacién constante ante el efecto
estrogénico, (o que al cabo de! tiempo se traduce en el desarrollo de grandes
prolactinomas (15, 16, 19, 20, 22, 23, 34, 55, 75). Si bien en muchos
trabajos se considera que las ratas de 1a cepa Wistar presentan e! mismo
tipo de respuesta que {2 observada en las ratas Fischer 344 (20), hay que
mencionar que o encontrade en la literatura revela mas varjaciones al
respecto de 10 que se ha creido (34, 54, 77-79). Por ¢} contrario, las ratas de
1a cepa Holtzman presentan una respuesta tardia a dicho estimulo, por lo
que se requiere de una exposicién proiongada a estas hormonas ( mas de 9
meses 6 40 semanas de tratamiento ) antes de poder observar crecimiento
alguno (22, 53). Lo mismo parece ocurrir en las ratas de 1a cepa ACL (17).
Finalmente, 1as ratas de 1a cepa Sprague-Dawiey presentan una respuesta
transitoria a dicho estimulo por 1o que el crecimiento de su adenchipdfisis
se ha reportado como pequefio (35, 46) o inciuso nuto (17).

Cabe aclarar que las variaciones encontradas en la respuesta al
estimulo estrogénico en diversos trabajos s¢ pueden deber a variaciones en
o] periddo de exposicién al estimulo estrogénico, a as dosis, forma de
administracién y tipo de agente estrogénico empleado, asi como al tipo de
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vehiculo con el que se aplica el estrdgeno, y también a las variaciones
intrinsecas que existen entre las distintas cepas de rata.

En diversos estudios sobre las ratas de la cepa Fischer 344 se han
observado incrementos en el tamafio de 12 AH que van de 5a 10 veces en
respuesta al estimulo estrogénico. Al parecer, lo que varia en éllos o5 of
tiempo requerido para observarlos. Mostrando aigunos ejemplos, Wiklund y
¢cols, (22), reportan un crecimiento de 1a adenohipdfisis de ratas hembra
Fischer 344 entre 6 y 10 veces mayor que el de ratas control por el
implante durante 8 semanas de capsulas de silastic conteniendo
dietilestilbestrol ( DES ). En otros estudios se reporta el mismo crecimiento a
tas 7 (16, 19) y a las 12 semanas (20) con e! mismo tratamiente. En un
estudio (75), se observa que el implante con 17 B-estradiol por 4 semanas
induce un incremento de 5 veces en el peso de la AH de ratas tratadas
( peso promedio por AH de 64.5 « 4.7 mg ) que en ratas ovariectomizadas
{ peso promedio por AH de 10.0: 0.3 mg ).

En estudies realizados en las ratas de la cepa Wistar se han
encontrado las variaciones mas extremas en ¢! crecimiento ¥
funcionamiento de la gldndula AH en respuesta a estrégenos. En 1o que toca
a) tamafio de 12 AH, se han observado incrementos de 2 hasta 21 veces
sobre 1os controles. Hay que mencionar que en algunos <¢asos las
comparaciones resultan un tanto dificiles por la complejidad de los
protocolos experimentales.

Asi se ha reportado que la implantacién con cdpsulas de silastic
conteniendo tanto DES como 17 8-estradio] durante 3 semanas, fué capaz de
aumentar én mas del doble ¢! peso de Ja AH de ratas hembra Wistar /Furth
(34). Por otra parte, se ha observado un incremento en el tamaiio de la AH
de ratas Wistar de 5-6 veces por 1a implantacién con cdpsulas de silastic
con DES durante ¢ semanas (77). La aplicacién de dipropionato de estradiol
( inyecciones de 5 mg a intervalos de 4 semanas ) induce incrementos
progresivos en el peso de 1a AH de ratas hembra Wistar. En un estudio se
reportd que en las primeras ¢ semanas de tratamiento dicho parémetro no
alcanza a ser el doble de 105 controles, mientras que a las 24 semanas
resulta 4 veces mayor (79). En otro estudio (78) se observé en estas ratas
un crecimiento adenohipofisiario 6 veces mayor a las 16 semanas con ef
mismo tratamiento pero a intervalos mas cortos ( 2 semanas ). Por otra
parte, ol tratamiento con valerato de estradiol ( inyecciones de 2 mg cada 3
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y1/2 semanas durante 21 semanas ) induce incrementos 21, 6 y & veces
mayores que los controles al cabo de 7, 16 ¥y 28 semanas de conciuido el
tratamiento (54).

En ratas hembra ACI se observd un crecimiento adenohipofisiario de
1.5, 2 y 5 veces mayor que of de los controles por la implantacién de
comprimidos de 5 mg de DES por 4, & y 30 semanas respectivamente (17),
Como se ve, se requiere de un tiempo muy prolongado ( 30 semanas ) para
obtener un crecimiento considerable de 1a AH ( de 5 veces ).

Aungue se ha reportade por algunos faboratorios (17) que el
tratamiento con DES ( implante de 5 mg hasta por 30 semanas ) es incapaz
de alterar ef crecimiento de 1a AH en las ratas de 12 cepa Sprague-Dawley,
en otros ¢asos (23), se ha observado que ol tratamiento con 17 8-estradiol
(implante de silastic por 9 semanas ) induce un aumento del tamafic de la
AH dos veces mayor que el de los controles.

El hecho de que el tratamiento estrogénico provoca no séfo el
incremento en el tamafio de 1a AH st no también el aumento en of tamafio y
nimero de lactotropos, 1o que ademds se refleja en la gran proporcién de
estas células en 1a glandula, se demuestra por diversos meétodos que
revelan no sé1o el aumento en of nlimero de 1os lactotropos si no también el
aumento en el contenido de 4cido desoxirribonucleico en la adenohipdtisis.

En ratas Fischer 344, ¢! porcentaje de lactotropos en 1a AH cambia del
30 ® en condiciones normales al 70 ® después de § semanas de!
tratamiento con DES, obteniéndose un incremento de 7 veces en el niimero
de estas células at cabo de dicho periddo (20). De forma semejante, en ratas
Wistar /Furth se observa un cambio en la proporcion de 10s lactotropos en fa
AH del 30 al 60 % al cabo de 9 semanas con e} mismo tratamiento (77).

Wiklund y cols, (22), observaron que e incremento en ei peso
adenohipofisiario de las ratas Fischer 344 tratadas con DES fué acompefiado
por incrementos paralelos en ¢l contenido de ADN en fa AH. Bn otro estudio
se observd que e! contenido de ADN en 1a AK fué casi 5 veces mayor en
estas ratas al cabo de ¢ semanas de tratamiento con 17 8-estradic! que en
10s respectivos controles ovariectomizados (75). Iguaimente, en ratas Wistar
¢l tratamiento con valerato de estradiol { 2 mg cada 3 1/2 semanas durante
21 semanas ) provocd que el contenido de ADN en j2 AH se incrementara §,
6y 7 veces respecto a 1os controles al ¢abo de 7, 18 y 28 semanas de
concluido e tratamiento.
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Otros métodos utilizados para determinar el grado de replicacién
celular se basan en la determinacion de 1a sintesis de ADN mediante la
incorporacidn de nucledtidos marcadoes. Haciendo uso de éstos, se observéd
que la sintesis de ADN fué mas del doble en ratas Fischer 344 implantadas
con DES por 8 semanas que en 1os controles (16, 55).

En ratas de la cepa Sprague-Dawley se han realizado estudios a corto
plazo en 10s que se evallia el grado de replicacién de los lactotropos en
respuesta a estrégenos. En un reporte se ha encontrado que 1a actividad
mitética de 10s lactotropos se incrementa ai doble durante los primeros 6
dias posteriores a la inyeccién ( 12 mg ) de dipropionato de
dietilestilbestrol ( DESD ) en ratas macho (35). Curicsamente, en otro estudio
(80), se observa que aunque este tratamients { con 10 mg ) no parece
aumentar el contenido de ADN en la AH, si logra elovar 1a sintesis de ADN
hasta 4-5 veces durante los primeros 3 dias posteriores a la aplicacién
estrogénica, al cabo de lo cual, sin embargo, se detecta una caida
considerable en este pardmetro.

Tanto las caracteristicas funcionales como ultraestructurales de los
prolactinomas evidencian un marcado aumento en 1a sintesis de proteinas,
especialmente en 1a produccién de PRL.

En prolactinomas inducidos en ratas Fischer 344 por la implantacidn
con DES durante 7 semanas se ha observado que la sintesis proteica total
( expresada como la incorporacion de aminodcidos marcados en todas fas
proteinas ) es 10 veces mayor que 1a de ratas intactas (19).

Una gran cantidad de trabajos muestran que el tratamiento
estrogénico a corto o large plazo eleva los niveles de PRL en Ila
adenohipofisis y en la sangre como resuitado det aumento en la sintesis y
secrecidn de esta hormona (22, 49, 49, S0, 81).

La sintesis de PRL representa del 40 a1 50 ® de la sintesis proteica
total en la AH de ratas Fischer 344 estimuladas por & semanas con DES,
mientras que en ratas intactas es aproximadamente del 7 % (22). Al
parecer, este efecto se consigue muy pronto puesto que Ja sintesis de PRL
equirvale a mae g¢l 50 % d¢ 1a sintests proteica twtal en adenohipdtisis de
ratas hembra o macho Sprague-Dawiey anatiadas tan solo 24 hrs. después
de 1a aplicacidn de una dosis de 10 ug de 17 B-estradiol (81).

Una observacidn comin es que el contenido de PRL en las
adenohipéfisis de ratas estrogenizadas se incrementa aunque no de forma
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marcada (49) y dada la alta tasa de sintesis proteica, en particuiar de PRL, ¥
los niveles tan elevados de esta hormona en sangre, es que se puede
deducir que, ademés de estarse produciendo y lberando PRL en grandes
cantidades, en realidad no existe un aimacenamiento considerable de esta
hormona én la glandula AH. Esto contrasta con ef hecho de que en ratas
Sprague-Dawley la administracién de benzoato de estradiol ( 0.1 y ! ug por
6 dias ) eleva los niveles adenohipofisiarios de PRL 2 ¥ 3-4 veces respecto a
1os controles ovariectomizados ( 230 y 360 ng/mg vs. 130 ng/mg }40).

Se incrementa el nimero de estudios en 10s que se reportan niveles
elevados de! mensajero de PRL ( RNAm de PRL ) en la AH de ratas por la
aplicacion de estrégenos (34, 82, 83).

Asf, en un estudio, se observaron niveles elevados de RNAm de PRL
on adenohipéfisis de ratas hembra plberes y en machos tratados con 17 8-
estradiol ( inyecciones de 10 pg por 3 a 6 dias). En este trabajo, los niveles
‘del mensajero alcanzados después del tratamiento se correlacionaron con el
grado de sintesis de PRL en las glandulas. En otro estudio, se observaron
niveles elevados de RNAm de PRL en tumores adenohipofisiarios inducidos
¢on DES en ratas hembra Wistar (34). Particularmente, el tratamiento con
17 B-estradiol ( inyecciones de 10 pg durante 14 dias ) en ratas
ovariectomizadas elevd también los niveles de RNAm de PRL en AH en
cuestidn de minutos (83).

Los mecanismos por los que los estrégenos regulan la expresién del
gen de PRL son poco conocidos y son motivo de miltiples estudios en la
actualidad, pero de 1o que ain nada se sabe y queda mucho por resolver es
sobre su participacién en los mecanismos que regulan la replicacion celular.

En lo que toca a la secrecidn de PRL, se ha observado que en ratas de
cepas altamente suceptibles al estimulo estrogénico, los niveles de PRL
circulante aumentan progresivamente a medida que se desarrolla el tumor
adenohipofisiario (17, 22).

En ratas de 1a cepa Fischer 344 se han reportado niveles de PRL en
sangre que van de 4 a 100 veces sobre valores normales dependiendo,
principalmente, del tiempo de tratamiento.

Asi, ratas de la cepa Fischer 344 llegan a presentar niveles de PRL en
sangre de ¢ a 80 veces mas elevados que sus respectivos controles al cabo
de 3y 12 semanas de tratamiento con DES ( 288 + 66 vs. 75 + § ng/mi en el
primer caso, y 8,084 + 66 vs. 107 + § ng/mi en ¢! segundo ,Lloyd ), y de 65
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a 100 veces mas elevados al cabo de 7 semanas (16). La implantacién con
17 B-estradiol por 4 semanas Provocs, en estas mismas ratas, niveles de
PRL en sangre hasta 65 veces mis elevados que en 105 controles
ovariectomizados (75).

En ratas de 1a cepa Wistar se ha encontrado que los niveles de PRL
circulante no legan a ser tan elevados como los de las ratas Fischer 344.
Aln méis, bajo practicamente los mismos tratamientos, distintos
laboratorios reportan niveles contrastantes en este pardmentro en estas
ratas.

Asi, se ha reportado que 1a aplicacién de dipropionato de estradiol
{ inyecciones de 5 mg 2 intervalos de 4 semanas) en ratas hembra Wistar
indujo niveles de PRL circulante 5, 4.3 y 8.3 veces mas elevados que los de
ratas intactas al cabo de 4, 12 y 24 semanas de tratamiento (79). En cambio,
el mismo tratamiento pero 2 intervalos menores ( 2 semanas ) elevé los
niveles de PRL en sangre 50 veces { 3,013 ng/ml ) sobre 10s de os controles
(60 ng/mi ) al cabo de 16 semanas de tratamiento (78). En otro estudio, 1a
aplicacidn estrogénica { inyecciones de 2 mg de valerato de estradiol por
intervalos de 3 semanas ) provocé que la concentracién de PRL en sangre
aumentara 12 veces respecto a la de los controles después de 7 semanas de
tratamiento (54).

En ratas de cepas con poca suceptibilidad al desarrollo de
prolactinomas por el tratamiento con estrégenos, se observan discrepancias
en relacién al efecto que 1os estrégenos tienen sobre 12 secrecién de PRL. En
€] caso de ratas de 1a cepa Sprague-Dawley, la mayoria de los estudios no se
observan valores tan elevados de PRL en 1a circulacién como los alcanzados
por la cepa Fischer 344. En contraste, ésto no parece ser el caso para las
ratas de 1a cepa Holtzman ya que presentan niveles tan elevados de PRL en
sangre como 105 de l1as ratas de 1a cepa Fischer 344 en tan sdlo 8 semanas
de tratamiento estrogénico (22), requiriéndcse, en cambio, més de 40
semanas ( 9 meses ) bajo 1a accién de estas hormonas para desarrollar un
crecimiento significativo de 1a AH (53).

Holaman y colg, (17), reportan que el implante con DES en ratas
hembra Sprague-Dawley por periodos de 1.4, 4, 8 y 30 semanas provocaron
incrementos de PRL en sangre de 3.4, 9.7, 7 v 3.6 veces respecto a los
controles. Como se observa el pico mds alto se encuentra a 1as 4 semanas y
luego comienza a declinar hasta valores encontrados al inmicio del
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tratamiento. En contraste, Weiner y cols,(23), observaron que 10s niveles de
PRL en sangre en estas ratas se elevaron 6, 20 y 28 veces con la
implantacién de capsulas de silastic conteniendo 17 8-estradiol durante !
172, 4 ¥ 9 semanas. En este caso 10s niveles de PRL parecen ir aumentando
con ¢! tiempo de tratamiento.

En todos 10s casos, es una observacién muy comin el que el peso
corporal de ratas sometidas al tratamiento estrogénico aumenta en menor
proporcién que el de ratas intactas (20-22, 54).

Por otra parte existe el consenso general de que la aplicacién de
estrogenocs en ratas provoca en la adenohipdfisis una ligera reduccion en el
nimero de somatotropos y de otros tipos celulares (16, 20) pero que tiene
poco o ningln efecto sobre la transcripcion del gen de la hormona de
crecimiento (82), sobre la sintesis de esta hormona (19, 22, 81) y sobre el
contenido de esta en la glandula y en la circulacién (54).
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OBJETIVOS

Como se ha estado mencionando, hasta la fecha los factores y los
mecanismos que pueden estar implicados en Ja induccién tumoral de la
adenohipdfisis de la rata por fa aplicacién de estrégenos se encuentran poco
claros. Es por ésto, que para su estudio resulta sumamente Util contar con
variedades de ratas ubicadas en los extremos opuestos de la gama de
sensibilidad ya mencionada. Entre éstas, se encuentran las cepas Wistar y
Sprague-Dawley, a las que tenemos acceso como lineas reproducidas
endogdmicamente por largos periodos de tiempo en el bioterio del Instituto
de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

Con este {in, nos hemos propuesto determinar, en primera instancia,
las diferencias en la suceptibilidad al estimulo estrogénico que pudieran
existir entre las ratas hembra de las cepas Wistar y Sprague-Dawley a las
que tenemos acceso; ¥, en segunda, pretendemos determinar el grado de
participacién y los mecanismos que tienen los estrégenos en 1a induccién
tumoral de la adenohipdfisis de estas ratas.

Para abordar lo anterior, pensamos que es necesario conocer ef efecto
que los estrégenos provocan en el crecimiento y funcionamiento de la
adenohipdfisis, es decir, los cambios que pueden producir en la replicacién
y comportamiento de 10s factotropos, en 1a sintesis y en 1a secrecién de PRL.

Esto no podria conseguirse sin 12 caracterizacién mas amplia posidle
del fendmeno, la que pensamos lograr mediante el desarrolio de los
siguientes puntos :

1) Inducir l1a formacién del tumor adenohipofisiario en respuesta a
estrégenos para determinar la velocidad de crecimiento de l1a glandula
mediante la determinacién de varios pardmentros como son : el peso en
fresco de 1a AH, ¢l contenido total de ADN y proteinas en la misma, y la
concentracion de PRL en la circutacién.

2) Establecer 1a evolucidn de dichos prolactinomas para conocer si Su
desarrollo persiste indefinidamente en presencia del estimulo estrogénico o
sl lloga a presentar un valor de ¢crecimionto maximo.

3) Describir el comportamiento de regresidn tumoral de la
adenohipéfisis ante 1a suspensién abrupta del estimulo estrogénico en ratas
cuya gldndula ha alcanzado previamente un crecimiento importante por
dicho tratamiento.
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PROCEDIMIENTOS

1 ) Animales.

En nuestro estudio empleamos ratas hembra reproducidas
endogamicamente por largos perfodos de tiempo ( més de 10 afios ) en el
bioterio del Instituto de Investigaciones Biomdédicas, UNAM, y derivadas
tempranamente de Wistar y Sprague-Dawley. Convenimos trabajar con
ratas sexualmente maduras dado que la génesic del prolactinoma se
manifiesta como una patologia de 1a reproduccién. Si bien la rata hembra
Wistar comienza su ciclo estral fértil aproximadamente a los 42 dias de
edad, con un peso corporal promedio equivalente a los 88 g (84), se
pretende que también estén por completar su madurez sexual, la cual se
estima entre 10s 85 a 90 dfas de edad 6 200 g de peso corporal (85). Por
otra parte, ¢s conveniente el evitar trabajar con ratas viejas porque
presentan una alta tasa de prolactinomas “espontdneos” (9, 11, 72).

Los animales se mantuvieron en condiciones constantes de humedad
y temperatura, bajo un ciclo de 12 hrs. luz y 12 hrs. oscuridad,
alimentandose ad libitum con alimento preparado para roedores y agua.

2 ) Disefio Experimental.

En forma preliminar ¥ en un grupo de 50 ratas Wistar intactas
determinamos las curvas de peso corporal y adenohipofisiario con el fin de
identificar la fase més apropiada para llevar a cabo el resto del estudio.

Este comprendié tres grupos experimentales y en cada uno de ellos se
trabajé en forma paralela con ratas Wistar y Sprague-Dawley :

a ) Grupo Testigo.

Este estuvo integrado por grupos de c¢inco ratas que permanecieron
ovariectomizadas por 1, 2, 4 6 9 semanas.

b ) Induccién Tumoral de la Adenchipéfisis.

En este grupo se aplicaron estrégenos por perfodos variables. Las
ratas fueron ovariectomizadas e implantadas subcuténeamente en 12 regién
dorsal con cdpsulas de silastic conteniendo aproximadamente 14 mg de 17
B-estradiol cristalino. Igualmente, grupos de cinco ratas fueron sacrificados
alcabo de 1, 2, 4 6 9 semanas de tratamiento.
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¢ ) Regresidn Tumoral de la Adenohipdfisis.

En este grupo se estudié la regresidn tumoral de 12 adenohipdfisis de
ratas tratadas con estrdgencs. Una vez determinado en el grupe anterior ¢
tiempo on of que la adenohipdfisis deé ratas estrogenizadas aicanzé su
crecimiento maximo, y que observamos fué a las 4 semanas para las ratas
de 12 cepa Wistar, procedimos a tratar con estradiol 2 grupos de cinco ratas
por dicho periddo y subsecuentemente suspendimos abriptamente el
tratamiento estrogénico retirando el implante de estos animales por 1/2, 1,
2 6 4 semanas, al cabo de 10 cual 10s animales fueron sacrificados.

3 ) Manjpulaciones.

a ) Ovariectomia.

El objetivo de realizar 1a ovariectomia es conseguir 1a eliminacién de
fa fuente enddgena de estrégenos en los animales, 1o que permite asegurar
que los resultados obtenidos por el tratamiento estrogénico se deban
exclusivamente 2 dicho manejo. Para dar valigéz 2 fa curva de regresién
tumoral de la adenohipdfisis de ratas tratadas con estrégencs debemos
asegurar que no quede presente ningln estimulo estrogénico en el animal
una vez que se ha retirado ef implante.

Para realizar la ovariectomia se anestesian a las ratas con éter y se
afeitan dorsalmente cubriendo una extensién de aproximadamente § cm de
fargo y ¢ cm de ancho. Se practica uma insicidn dorsal en la piel
desinfectade con alcohol 2 1.5 ¢m por debajo de 1a Qitima costilla. Se
procede a separar, por diseccion roma, ia plel de la capa muscular en
direccién diagonal anterolateral y a continuacién se realizan dos insiciones
ventrolaterales, de medio centimetro cada una, sobre la pared ruscular
para extirpar cada uno de los ovarios. Al final se sutura la insicién sobre

plel.
Rste resulta un método de gonadectomia muy conveniente porque es

muy rapido y fécil de ejecutar permitiendo, ademdis, un alto indice de
supervivencia en los animaies ( en nuestras manos, aproximadamente de
cada 100 ratas una muere por esta intervencién ).
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b ) Implantacién de Capsulas con 17 B-estradiol.

Se ha escogido al 17 8-estradio! como el agente estrogénico porque se
trata de una hormona que se produce naturalmente en l0s animales.
Aunque existen muchos trabajos (16, 17, 19-22, 53) én o6 que ¢ utiliza a
una hormona estrogénica de tipo sintético ( DES ) para inducir 1a formacién
del prolactinoma en 1a rata, también se ha reportado que el mismo efecto 10
tiene el 17 B-estradiol (22, 23, 54, 75, 78, 79).

Consideramos que la mejor forma de aplicar el tratamiento
estrogénico es mediante 1a implantacion subcutdnea de capsulas de silastic
ya que dicho material contiene un poro de tamafio adecuado para asegurar
1a liberacién constante y prolongada de! estrégeno por ¢! tiempo en e que
¢l implante permanece on ol animai. Por otro fado ¢l manejo es sencillo y no
resulta traumatizante para el animal. Se ha reportado que un implante de
este tipo, conteniendo 2.5 mg de 17 B-estradiol o de DES, es mis que
suficiente para inducir y mantener la formacidn del tumor
adenohipofisiario en ratas Fischer 344 por un periédo de 8 semanas; asi, se
calcula que la tasa de liberacién de la hormona es de 45 ug por dia. Hay
que mencionar que el efecto observado en la gldndula no se alteré con dosis
mayores a las sefialadas por el mismo periodo (22). Pensamos que en
nuestro caso, la implantacion con una capsula de silastic conteniendo
aproximadamente 14 mg ( 13.8 = 0.1 mg ) de 17 S-estradiol es més que
suficiente para observar efectos durante ef periédo de estudio.

Los implantes se preparan cortando tubo de silastic ( Dow Corning,
Nidland, M1, didmetro interno 0.076 y didmetro externo 0.125 pulgadas )
de 2 ¢m de largo, tapando un extremo con 1/2 centimetro de maders,
agregando 1 cm de 17 8-estradiol cristatino ( Sigma, Chemica! Co, St. Louis,
MO. ) y bloqueando también e} otro extremo con 1/2 centimetro de madera.
Posteriormente ¢¢ cubre cada punta con adhesivo médico silastic y so deja
secar todo un dia.

Los implantes se colocan subcutdneamente en 12 regién anterodorsal
del animal recién ovariectomizado por 1a misma insicién realizada en 1a piel.
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¢ ) Desimplantacién de Capsulas con 17 8-estradiol.

Para poder suspender ¢! tratamiento estrogénico hay que anestesiar
con éter a la rata, afeitarla en la regién anterodorsal ( aproximadamente en
un area de 3 ¢m <uadrados ), realizar una pequefia insicién, menor de 1/2
<m, en 1a piel desinfectada con alcohol y extraer ol implante sin romperlo.
Al final se sutura 1a abertura sobre piel. Asi pues, otra de las ventajas del
manejo de implantes fisicos es la facilidad con la que se puede retirar el
estimulo introducido en el animal.

4 ) Determinaciones.

Para su sacrificio las ratas fueron anestesiadas con éter y
decapitadas. De 1a cabeza se extrajo la adenohipdfisis de cada animal,
retirando previamente a la neurohipdfisis, y se obtuvo el peso en fresco de
12 glandula, en una balanza analitica con precisién de décima de miligramo,
como una estimacién de su grado de crecimionto. Esta se conservé en
mitades a - 20 9C.

Posteriormente se realizé 1a homogenizacién de dicho tejido por
medio de 1a sonicacién de las muestras manteniendo una refacién de | mg
de tejido por cada 100 pl de buffer de carbonatos de sodio 0.05 M 0.1 8 de
Tritén X 100.

En 10 pi de este homogenado se cuantificd la concentracidn de
proteinas totales por el método de Bradford (86) y posteriormente se
caiculé ¢! contenido total de proteina por AH como un indice alternativo del
crecimiento de 12 glandula adenohipofisiaria. Reuniendo, por grupo
experimental ( 5 ratas ), alicuotas individuales de 100 u! de este
homogenado, se determiné también el contenido de ADN por glindula 2
través del método colorimétrico de Burton (87) como una estimacién
indirecta de la actividad replicativa de las célutas.

Por otra parte, se obtuvo el suero de cada animal, y se congelé a -20
C hasta su empleo. Se determinaron los niveles de PRL en sangre, como un
indice de la actividad secretora de los lactotropos, mediante 1a técnica del
radioinmunoensayo ( R1A ) con reactivos provistos por el National Institute
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of Arthritis, Metabolic and Digestive Diseases ( NIADDK ) a través del Rat
Pituitary Hormone Distribution Program, usando e! anticuerpo $-9 y 2
preparacién RP-3 como estandar. Todas las muestras se analizaron por
duplicado y se requiridé desde ! hasta 100 ul de suero para llevar a cabo Jas
determinaciones, segin ¢! grupo experimentat. La dosis minima detectable
de PRL fué de 0.2 ng/tubo.

Finalmente, el peso corporal de cada animat fué monitoreado a 1o
largo de! experimento.

8) Andlisis Estadistico

Las comparaciones entre grupos se amalizaron con e método de
andlisis de varianza ( ANOVA) unifactorial, para una probabifidad mayor
del 958, acoplado a 1a prueba de Fisher para comparaciones muitiples. Esto
se realizé con fa ayuda de un paquete estadistico {(StatView-SE, Abacus
Concepts Inc.) disefiado para el sistema Macintosh (Macintosh Classic, Apple
Computers Inc.). En algunos casos la comparacién entre grupos se realizé
oon 1a prueba estadistica " t student "
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RESULTADOS

1 ) Curvas de Crecimiento Corporal y Adenohipofisiario en Ratas
HembraWistar Intactas.

Al analizar el desarrollc que tiene el peso corporal Yy
adenohipofisiario durante las primeras 26 semanas de vida de ratas
hembra Wistar intactas, se observa que 12 pendiente de crecimiento en
estos dos parametros es mds acelerada en las primeras 12 semanas de
edad, presentindose menores incrementos posteriores a este tiempo
(figuras 1 y 2 ). Dado el interés de emplear ratas sexualmente maduras y fa
conveniencia de trabajar en los rangos de menor varfacién en estos
parametros y a que el manejo de un niimero tan grande ¢ . animales jmpide
su abastecimiento temporal en un corto periddo de tiempo y dificulta, por
ende, el manejo de ratas de la misma edad, es que en estudjos posteriores
se decidié emplear ratas mayores de 12 semanas de edad.

2 ) Efectos del 17 8-estradiol en Ratas Hembra de 1a Cepa Wistar.

a ) Efecto Sobre el Crecimiento Adenohipofisiario.

En la figura 3 se muestran los resultados obtenidos en 3 grupos de
ratas Wistar como peso adenohipofisiario en fresco & lo jargo de hasta 9
semanas de tratamiento. En comparacién con o1 grupo testigo, es decir,
aquellas ratas ovariectomizadas el dia cero de tratamiento, cuya curva de
crecimiento adenohipofisiario muestra una pendiente casi nula, el grupo de
animales ovariectomizados y estrogenizados el dia cero de tratamiento,
mostré una pendiente acelerada de crecimiento adenohipofisiario hasta
alcanzar un plateau a partir de las ¢ semanas de tratamiento. El valor
promedio del peso adenohipofisiario del grupo de animates estrogenizados
{ué significativamente mayor que el valor correspondients del grupo testigo
a partir de la semana de tratamiento y esta diferencia se mantuvo hasta fa
novena semana, en fa que finalizd el experimento.

Un segundo experimento, que también se ilustra en la figura 3,
consistié en implantar con estrégencs a ratas ovariectomizadas en ef dia
cero y retirar quirirgicamente ¢! implante a las 4 semanas de tratamiento,
en el momento en el que el efecto de crecimiento adenohipofisiario ha
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alcanzado su valor méximo y que equivale aproximadamente al doble del
peso registrado en el grupo testigo. En estas condiciones, el tamafio de la
adenohipdfisis mostrd una pendiente muy acelerada de disminucion a la
172, 1 vy 2 semanas de desimplantacidén, en la que los valores alcanzaron
aquelios del grupo testige, y a partir de oste momento no 6 observéd
diferencia alguna con este Gitimo.

Una expresién que ha sido muy socorrida y que algunos autores.

consideran como mas objetiva que el peso adenohipofisiario, como {ndice de
crecimiento adenohipofisiario, es éf contenido total de proteina por AH. En
la figura ¢ se muestra este pardmetro en funcidn de las semanas de
tratamiento en los mismos 3 grupos previamente descritos. De hecho, las
determinaciones de proteina se hicieron en 10s mismos animales y muestras
de aquellos ilustrados en la figura 3 y, esencialmente, los cambios
registrados en el contenido de proteina son idénticos a aquellos observados
por 1a determinacién del peso fresco de 1a AH. Si bien las variaciones en
algin punto son ligeramente mayores que las observadas en 1a figura 3, e!
analisis estadistico muestra las mismas diferencias entre los grupos
experimentales, ya sea por medio de 1a determinacion de este pardmetro

{ contenido total de proteina por AH ) como por 1o presentado en la figura 3
( peso en fresco de 1a AH ).

Como indice adicional de! crecimiento adenohipofisiario,
determinamos el contenido de ADN por AH en el grupo de ratas
estrogenizadas y en el testigo, ilustrados en la figura 3 y 4. Una limitacién
técnica, sin embargo, dada la sensibilidad del ensayo utilizado, consistié en
el tamafio de la muestra minima necesaria por determinacién. Debido a
ésto, tuvimos que juntar todo el material proveniente de las 5 ratas que
constitufan cada grupo experimental y realizar una determinacién unica.
Estas determinaciones se ilustran en la figura 5, en que se muestra una
tendencia relativamente estable en el contenido de ADN en las
adenohopdfisis de 105 animales ovariectomizados, en contraposicion con un
incremento sustancial de este pardmetro en el grupo de animales
estrogenizados. Nuevamente, el valor maximo se registré a 1as 4 semanas y
su magnitud fué aproximadamente 50 % mayor de la observada en la
correspondiente determinacion del grupo testigo.

En la tabla [ se ilustra, en forma comparativa, el grupo de ratas que
mostré el mayor efecto de 10s estrégenos ( a 1as 4 semanas ) contra el grupo
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de ratas intactas. Para esta comparacién, se utilizaron las tres
determinaciones a las que hemos hecho referencia y que son : el peso fresco
de la AH expresado en mg, el contenido total de proteina adenohipofisiaria,
en mg también, y ef contenido de ADN adenohipofisiario en vg, asi como el
cocients entre ¢l contenido de ADN y, por un 1ado, ¢1 peso fresco de la AH,
y por otro, el contenido total de proteina. Como se puede observar, el peso
fresco adenohipofisiario practicamente se duplicd por el tratamiento
estrogénico, siendo 124 % mayor en e} grupo de ratas estrogenizadas que en
el de intactas. El contenido total de proteina mostré un cambio semejante,
siendo 90 ® mayor en el grupo de ratas estrogenizadas que en el de
intactas. En cambio, el contenido total de ADN por AH sélo aumentd 50 %
por el efecto estrogénico, debido a ello, cuando 1a expresion se hace como el
cociente del contenido de ADN en refacién al peso fresco de la AH o al
contenido total de proteina, éste disminuye por el tratamiento estrogénico.

b ) Efecto Sobre los Niveles de PRL en Sangre.

Los niveles de PRL en sangre en estas ratas a fo largo de las 9
semanas de tratamiento se muestran en 1a figura 6. En comparacién con el
grupo testigo, cuyos niveles de PRL en sangre se mantienen constantes
durante las 9 semanas de tratamiento en valores de 3 a 10 ng/ml, el
tratamiento estrogénico provocé un marcado aumento en 10s niveles de PRL
circulante, cuyo maximo fué registrado a las 4 semanas de tratamijento
estrogénico, mostrando posteriormente, a 1as § semanas, una dismiaucién
sustancial que, sin embargo, sé mantiene por arriba de los niveles
encontrados en el grupo testigo.

Los niveles de PRL circulante de ratas estrogenizadas a 1as 4 semanas
de tratamiento se elevan 58 veces por arriba de 1os niveles hailados en las
ratas ovariectomizadas y 34 veces por encima de 105 niveles encontrados en
las ratas intactas, mientras que a las § semanas s6lo 1o hacen & veces por
encima del grupo ovariectomizado.

Por otr¢ 1280, 1a suspension aprupta el estimulo estrogénico por 12
desimplantacién al ¢abo de 4 semanas de tratamiento, produjo la
disminucién inmediata y dramatica, total a las 2 semanas de
desimplantacidén, de los niveles de PRL en sangre a valores control (figura
6).
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Una amplificacidn de 1a respuesta del grupo ovariectomizado de la
figura 6 se ilustra en fa figura 7, y permite observar cémo el efecto de la
ovariectomia provoca una disminucién répida pero transitoria de los niveles
de PRL circulante hallados en ratas intactas, ya que a las ¢ semanas, y
sobretodo a las  semanas, 10s niveles retornan a valores comparables a los
observados en animaies intactos ( 6 - 64 ng/mi ).

¢ ) Efecto Sobre el Peso Corporal de 105 Animales.

Como se observa en la figura 8, este pardmetro mostré una tendencia
al aumento en los 3 grupos de animales estudiados, siendo el de 1as ratas
estrogenizadas el que sufrié la menor pendiente de crecimiento, el de 10s
animales exclusivamente ovariectomizados ¢! que mostré la pendiente mas
pronunciada, y el de 1as ratas intactas mostré un valor intermedio. Aunque
mas notorio en 1as ratas ovariectomizadas, las curvas muestran que el
crecimiento fué mayor durante las primeras 5 semanas que durante las
Uitimas. .

En la figura 9 se muestran las curvas de crecimiento corporal de los
grupos de ratas desimplantados por distintos tiempos después de haber
estado implantados por 4 semanas. El peso corporal, que sufridé pocas
variaciones durante el periédo de estrogenizacién, e incluso después de
media semana después de la desimplantacion, mostrd una tendencia de
crecimiento acelerada en los animales desimplantados por | semana o maés.

3 ) Efectos del 17 f-estradiol en Ratas Hembra de 1a Cepa Sprague-Dawiey.

En las ratas de esta cepa no se llevaron a cabo todas fas
determinaciones realizadas en las ratas de la cepa Wistar, sin embargo, se
efectuaron las mas importantes como fueron 1as del peso en fresco de la
AH, de! contenido total de proteina por AH, de 108 niveles de PRL en sangre,
y de los valores dei peso corporal de los animates durante ef periddo de
tratamiento.
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a ) Efecto Sobre el Crecimiento Adenohipofisiario.

En la figura 10 se muestran los resuitados obtenidos en I
determinacién del peso en fresco de 1a AH de 3 grupos de ratas Sprague-
Dawley durante § semanas de tratamiento. A diferencia del grupo testige,
de ratas cronicamente ovariectomizadas a partir de! dia cero, en el que la
curva de crecimiento adenohipofisiario muestra una pendiente con ligeras
variaciones durante el periddo de tratamiento, en el grupo de ratas
ovariectomizadas y estrogenizadas el dia cero de tratamiento, se observé
una pendiente acelerada de crecimiento adenohipoftsiario hasta las 2
semanas de tratamiento, a partir de l1as cuales este crecimiento declind 2
valores encontrados en el grupo testige a partir de 12 cuarta semana de
tratamiento, 2 pesar de encontrarse presente ei estimulo estrogénico. Al
igual que en las ratas de 1a cepa Wistar, el valor de crecimiento méximo de
12 glandula adenohipofisiaria en respuesta a estrégenos, que se observé a
las 2 semanas de tratamiento, fué aproximadamente e! doble del
encontrado tanto en el correspondfente grupo testigo como en el grupo de
ratas intactas.

En otro grupo experimentay, ilustrado también en la figura 10, se
implanté con estrégencs a ratas ovariectomizadas en el dfa cero y al cabo de
4 semanas de tratamiento se procedié a suspender abruptamente el
estimulo estrogénico retirando e! implante de estos animales. De esta
manera se observd que el peso de 1a AH disminuyé en forma inmediata y
marcada, en sélo medfa semana después de la desimplantacién, a valores
incluso significativamenté menores de los presentados por el grupo testigo,
de ratas ovariectomizadas. Sin embargo, después de esta sobresaliente
caida, el peso adenohipofisiario de animales desimplantados mostré un
incremento a valores comparables a 1os del grupo testigo al cabo de 2
semanas de desimplantacién.

Como se ha mencionado, una medicién socorrida como alternativa al
peso de 1a AH se considera como un indicador del crecimiento
adenohipofisiaric, 10 constituye 1a determinacién del contenido total de
proteina en fa glandula. En a figura 11 se expresa este pardmentro en
funcidn de las semanas de tratamiento en las mismas ratas de los 3 grupos
descritos en 1a figura anterior. Practicamente, 1as variaciones registradas en
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el contenido de proteina por AH en estos 3 grupos son idénticas a las
observadas por 12 determinacidn del peso Iresco de la glindula,

b ) Efecto Sobre los Niveles de PRL en Sangre.

Los niveles de PRL en sangre en las ratas de esta cepa durante las
semanas de tratamiento se ijustran en la figura (2. En contraste con el
grupo testigo, cuyos niveles de PRL circulante se mantuvieron
constantemente bajos después de la ovariectomizacién ¥ durante las ¢
semanas de tratamiento en valores entre 10s 2 ¥ 22 ng/mi, el efecto de la
implantacién estrogénica produjo un marcado aumento en 1os niveles de
PRL circulante a las 2 semanas de tratamiento, retornando a valores
cercanos a los de ratas intactas pero aln significativamente por arriba de
los presentados por el grupo testigo, a partir de las 4 semanas de
tratamiento.

En las ratas Sprague-Dawley los niveles de PRL en sangre observados
a fas 2 semanas de tratamiento en respuesta a estrégenos se incrementaron
40 veces sobre 10s hallados en 1as ratas del grupo testigo y 3 veces sobre 108
de ratas intactas.

Por otra parte, al igual que en las ratas de Ja cepa Wistar, la
suspensién abrupta del estimulo estrogénico por la desimplantacién al cabo
de 4 semanas de tratamiento, produjo la disminucion inmediata y total, en
medi2 semana, de 10s niveles de PRL en sangre a valores presentados por el
grupo testigo de ratas ovariectomizadas ( figura 12 ).

¢ ) Efecto Sobre el Peso Corporal de los Animales.

De 12 misma forma que en las ratas de 1a cepa Wistar, en la figura 13
8¢ observa que este pardmetro auments tanto en el grupo de ratas SD
estrogenizadas como en el testigo, de las ratas ovariectomizadas, durante las
9 semanas de tratamiento, sin embargo, es en este uitimo grupo en donde
se observaron 10s mayores incrementos.

Por otro 1ado, en 1a figura 14 se muestran las curvas de crecimiento
corporal de los grupos de ratas desimplantados por distintos periodos de
tiempo después de haber sido implantadas por 4 semanas. Se observa que
incluso s mds claro en 1as ratas de esta cepa como el peso corporal, que se
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mantuvo pricticamente constante en los animales estrogenizados por 4
semanas, reinicié su crecimiento en el momento de la desimplantacién.
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Figura 1. Curva de crecimiento del peso corporal (gr.) de ratas hembra
Wistar intactas durante las primeras 26 semanss de edad. Cada punto
representa ¢l promedio « EE de 102 50 animales.
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Figura 3. Efecto del tratamiento con 178-estradiol (implantes de silastic con
14 mg) y de fa suspensién del mismo sobre el peso adenohipofisiaric de ratas
hembra Wistar. Grupos de ratas ovariectomizadas y estrogenizadas (OVX +
E2X0), y los grupos control, de ratas ovariectomizadas (OVX)(A), fueron
sacrificados al cabo de 1, 2, 4 6 9 semanas de tratamiento. El grupo de ratas
intactas se representa en el punto 0 del eje de las absisas. Un cuarto grupo fue
desimplantado por 1/2, 1, 2 6 4 semanas , después de 4 semanas de
estrogenizacién, (OVX + Ep, - E2)(0). Cada punto representa el promedio ¢ EE
de 5 animales. El asterisco denota diferencias estadisticamente significativas
contra su respectivo control (p<0.05).
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Figura 4. Efecto del tratamiento con 178-estradiol (implantes de silastic con
14 mg) y de la suspensién del mismo sobre el contenido total de proteina
(mg) en 1a adenohipdfisis (AH) de ratas hembra Wistar. Grupos de ratas
ovariectomizadas y estrogenizadas (OVX + E2)(0), y los grupos control, de
ratas ovariectomizadas (OVX)(a), fueron sacrificados al cabo de 1,2, 46 9
semanas de tratamiento. El grupo de ratas intactas se representa en el punto
0 del eje de las absisas. Un cuarto grupo fue desimplantado por 172, 1,26 4
semanas , después de 4 semanas de estrogenizacién, (OVX + E, - E2)(0). Cada
punto representa el promedio ¢ EE de 5 animales. El asterisco denota
diferencias estadisticamente significativas contra su respectivo control

(p<0.05).
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Figura 5. Efecto del tratamiento con 178-estradiol en el contenido total de
ADN (ug) on 1a adenohipéfisis (AH) de ratas hembra Wistar ovariectomizadas
y estrogenizadas (OVX + E2 XO) hasta por 9 semanas, ¥ en 1os grupos control
de ratas ovariectomizadas (OVX), linea de trifnguics (A). B grupo de ratas
intactas estd representado en ef puato O del eje de las absisss. Cada punto
expresa determinaciones Gnicas det material acumulado proveniente de las 5
ratas que constituyen 1os grupos experimentales. '



Tabia I. Efecto del tratamiento con 178-estradiol ( implantes de silastic con 14
mg) por 4 semanas sobre ¢l Peso en fresco de la adenohipdfisis, AH (mg) ¥
sobre el contenido total de proteina ( mg ) y de ADN ( g ) por AH de ratas
hembra Wistar.

Condicién Peso AH  Proteina/ ADN/AH  ADN (ug)/  ADN (ig)/

(mg) AH (mg)  (ug) mg AH mg Prot.
Iotactas  10.05:05 1.35:0.09 109.93 10.22 80.89
Estrogeni- 22.56:2.4% 258:0.30*  166.74 6.0 64.55
zadas.

(124:24%8) (91+218%) (51.67%)

Los valores del peso de la AH y del contenido total de proteina en fa AH se
expresan como ¢ promedio + EE de 5 animales. Log valores del contenido de
ADN representan 1a determinacién Gnica del material acumuiado proveniente
de jos 5 animaies de cada grupo.

Entre paréntesis se expresan ios porcentajes de incremento respecto a s
valores de ratas intactas.

Prot.= proteina.

Estadisticamente significativo contra su respectivo controf #p<0.05
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Figura 6. Efecto del tratamiento con 178-estradiol (imptantes de silastic con
14 mg) y de 1a suspensién del mismo sobre los niveles de prolactina (PRL)
circulante (ng/mi) de ratas hembra Wistar. Grupos de ratas ovariectomizadas
y estrogenizadas (OVX + E2X0), y los grupos comtrol, de ratas
ovariectomizadas (OVX){A), fueron sacrificados al cabo de 1, 2, 4 6 9 semanas
de tratamiento. El grupo de ratas intactas se representa en el punto 0 de! eje
de las absisas. Un cuarto grupo fue desimplantado por 1/2, 1, 2 6 4 semanas ,
después de 4 semanas de estrogenizacion, (OVX + E2, - Ea)(0). Cada punto
representa el promedio + EE de S animales. El asterisco denota diferencias
estadisticamente significativas contra su respectivo control (p<0.05).
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Figura 7. Efecto de la ovariectomia en los niveles de prolactina (PRL)
circulante (ng/mil) en ratas hembra Wistar hasta por ¢ semanas. Cada punto
representa el promedio « EE de 5 animales. Mismos datos amplificados de la

tigura 6.
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Figura 8. Curvas del peso corporal (gr) de ratas hemdra Wistar
ovariectomizadas y estrogenizadas (OVX + E2X0), del grupo control de ratas
ovariectomizadas (OVIXa), ¥y del grupo de ratas intactas(o) a 1o largo de 9
semanas. Cada punto representa of promedio ¢ KE do 5 animales. Las curvas
son estadisticaments distintes & partir de ia primers semana de tratamiento.
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Figurs 9. Eecto de 1a desimpilantacién sobre o peso corporal de ratas
hembra Wistar estrogenizadas. Grupos de 5 animales fueron desimplantados
por 1/2, 1, 2 y 4 semanas despues de 4 semanas de tratamiento con §78-
estradiol (implantes de silastic con 14 mg) . Cada punto representa e
promedio ¢ EE.
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Figura 10. Efecto dei tratamiento con 178-estradio! (implantes de silastic con
14 mg) y de 1a suspensién del mismo sobre e peso adenohipofisiario de ratas
hembra Sprague-Dawiey. Grupos de ratas ovariectomizadas y estr

(OVX + E3X0), ¥y los grupos control, de ratas ovariectomizadas (OVIXa),
fueron sacrificados al cabo de 1, 2, 4 6 9 semanas de tratamiento. El grupo de
ratas intactas se representa en ¢l punto 0 del ¢je de las abeisas. Un cuarto
grupo fue desimplantado por 1/2, 1, 2 6 4 semanas , después de 4 semanas de
estrogenizacién, (OVX « By, - E2)(D). Cada punto representa ¢l promedio + EE
de 5 animales. 1 asterisco denota diferencias estadisticamente significativas
contra su respectivo controt (p<0.05).
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Figura 11. Efecto del tratamiento con 178-estradiol (implantes de silastic con
14 mg) y de 1a suspensién del mismo sobre el contenido total de proteina
(mg) en 1a adenohipdfisis (AH) de ratas hembra Sprague-Dawley. Grupos de
ratas ovariectomizadas y estrogenizadas (OVX + E2)(0), y los grupos control,
de ratas ovariectomizadas (OVX)(A), fueron sacrificados al cabode 1,2,46 9
semanas de tratamiento. El grupo de ratas intactas se representa en el punto
0 del eje de las absisas. Un cuarto grupo fue desimplantado por 1/2, 1,26 4
semanas , después de 4 semanas de estrogenizacién, (OVX + E, - E2)(0). Cada
punto representa el promedio + EE de 5 animales. El asterisco denota
diferencias estadisticamente significativas contra su respectivo control

(p<0.05).
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Figura 12. Efecto del tratamiento con |78-estradiol (implantes de silastic con
14 mg) y de 1a suspensién del mismo sobre los niveles de prolactina (PRL)
circulante (ng/ml) de ratas hembra Sprague-Dawley. Grupos de ratas
ovariectomizadas y estrogenizadas {OVX + Ez)0), y los grupos control, de
ratas ovariectomizadas (OVX)(a), fueron sacrificados al cabo de 1, 2, 4 6 9
semanas de tratamiento. El grupo de ratas intactas se representa en el punto

- 0 del eje de las absisas. Un cuarto grupo fue desimplantado por 1/2, 1,2 6 4
semanas , después de 4 semanas de estrogenizacion, (OVX + Ez, - E2)(0). Cada
punto representa el promedio ¢ EE de 5 animales. El asterisco denota
diferencias estadisticamente significativas contra su respectivo control
(p<0.05).
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Figura 13. Curvas del peso corporal (gr) de ratas hembra Sprague-Dawley
ovariectomizadas y estrogenizadas (OVX + E2)(0) y del grupo control de ratas
exclusivamente ovariectomizadas (OVIXA) a lo largo de 9 semanas. El puato
0, on of ofe de las absisas, represents el Peso inicial de las ratas de los
distintos grupos previo a cualquier tratamiento (40 animales) y cada uno de
10 demis puntos representan el promedio + EE de 5 animates.
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Figura 14. Efecto de 12 desimplantacién sobre ei peso corporal de ratas
hembra Sprague-Dawiey estrogenizadas. Grupos de 5 animales fuercn
desimplantados por 1/2, 1, 2 ¥ 4 semanss despues de 4 semanas de
tratamiento con 178-estradiol (implantes de silastic con 14 mg) . Cada punto
representa ¢l promedio ¢ EE.



DISCUSION

Las curvas de crecimionto corporal y adenohipofisiario de las 26
primeras semanas de vida de ratas hembra Wistar intactas resuitaron de
suma utilidad para el disefio do todos los demis experimentos. Las
observaciones sobre el crecimiento en estos dos pardmentros, obtenidas por
dicho registro, reforzaron fo atinada que fué ja propuesta inicial de utitizar
ratas hembra que estuvieran por completar su madurez sexual ( estimada
alrededor de las 12 semanas de edad, (84) ), no sélo porque ¢! problema de
nuestro interés, el prolactinoma, se presenta como una patologia de ta edad
reproductiva, si no también porque el periddo en que cuimina la madurez
sexual del animal se correlaciona con el tiempo, posterior a las 12 semanas
de edad, en que el crecimiento corporal y adenohipofisiario presenta
menores variaciones. Mientras que el peso corporal antes de las 12 semanas
de edad aumentd en una refacién de 19 g por semana, a partir de este
periddo y hasta las 26 semanas de edad 1o hizo tan sélo en 2.2 g por
semana. De Ja misma forma, el peso adenohipofisiario antes de las 12
semanas de edad aumentd en una proporcién de 0.6 mg por semana, y
posteriormente {o hizo dlo a razén de 0.22 mg por semana. Debido a to
importante que resulta trabajar bajo condiciones experimentales en las que
exista 1a menor variacién posible para asi poder garantizar que los
resultados obtenidos se deban exclusivamente 2a la manipulacién
experimental, y ya que para un instante dado es pricticamente imposidble
contar y procesar un nGmero tan grande de ratas de la misma edad,
requerido para fa realizacién de este trabajo ( mas de 150 ratas ), es que
para todos 105 experimentos se convino emplear ratas hembra con un rango
de edad entre 12 7 16 semanas.

En 10 que respecta a 105 efectos que 10s estrégenocs tienen en la AH de
las ratas hembra de 1a copa Wistar encontramos datos interesantes.

Nosotros observamos que en comparacién con el grupo testigo de
ratas exciusivamente ovariectomizadas, el tratamiento estrogénico
mediante 1a implantacién con cApsulas de silastic conteniendo 17 8-
estradiol hasta por un periédo de 9 semanas, produjo un incremento en ef
tamafio y funcionamiento de la AH de las ratas hembra Wistar del 1B,
UNAM. Este crecimionto fué estimado mediante la determinacién de varios
pardmetros como fueron el peso en fresco de 1a AH ¥ el contenido total de
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proteina y ADN en la gldndula. Las curvas de crecimiento de cada uno de
estos pardmetros fueron muy similares entre si durante el periédo
experimental y muestran que el tratamiento estrogénico provocs el
incremento inmediato y progresive en el tamafio de 1a AH hasta alcanzar un
valor de crecimiento miximo 2 las ¢ semanas de tratamiento, con un
incremento de! doble respecto al grupo testigo y al de ratas intactas,
observindose posteriormente, a las 9 semanas de estrogenizacién, que el
valor en el peso adenchipofisiario no cambié significativamente pero en el
contenido de proteina si ( figuras 3y 4 ).

Este comportamiento fué muy similar al reportado por Lioyd y cols,
(34), en ratas hembra Wistar/Furth ( Harlan Co, Indianapotis, IN ) con el
mismo tratamiento. Observaron que la implantacién con cdpsulas de silastic
conteniendo ya sea 17 8-estradiol o DES {ue capaz de inducir un crecimiento
de la AH de mas del doble al cabo de 3 semanas de tratamiento. Los valores
observados en el peso de l1a glandula adenohipofisiaria también fueron muy
similares 2 1os encontrados en el presente estudio : ellos reportan que en
promedio 1a AH de las ratas intactas pesa 9.3 + 0.8 mg y nosotros 11.21
+0.48 mg en cambio, encuentran que en promedio la AH de ratas
implantadas con 17 B-estradio! pesa 24.8 + 2.6 mg, y nosotros encontramos
que 2256 : 2.4 mg segln estos autores, el peso de la AH de ratas
implantadas con DES por 3 semanas fué de 21.4 : 0.6 mg. Estos datos
refuerzan la observacién previa de que tanto implantes de estradiol como
de DES son igualmente eficientes en la induccidn de este tipo de crecimiento
(22). Desafortunadamente,e! estudio citado sobre las ratas Wistar/Furth no
sigue un curso temporal mas alld de 1as 3 semanas por 10 que no tenemos
un punto de comparacién con nuestros resuitados posterior a este periédo.

Existe otro estudic, también por el grupo de R.V. Lioyd, en el que se
reporta que on ratas hembra Wistar/Furth provenientes de otra fuente
( Harlan Sprague-Dawley, Madison, WI ) 1a implantacién con cipsulas de
silastic conteniendo DES produjo, a las 9 semanas de tratamiento, un
incremento del tamafio de 1a AH de 5 - 6 veces (77). En comparacién 2 lo
observado en nuestro caso, en ¢l que desde la cuarta semapa de
tratamiento estrogénico el crecimiento de 1a AH parece haber alcanzado un
plateay, ésto probablemente sugiere que 1a exposicién prolongada a este
tipo de agente, el DES, es capaz de originar aumentos progresivos en el
tamafio de 1a AH de estas ratas. Aunque existen datos en 1a literatura que
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hacen pensar que las diferencias no se deben al tipo de estrégenc
empleado, puesto que se ha reportado que en ratas hembra Wistar
implantes de silastic con 17 B-estradiol o con DES por 3 semanas son
iguatmente eficientes en inducir un crecimiento adenohipofisiario (34). Lo
mismo sé ha reportado en ratas hembra Fischer 344 por un tratamiento
igual pero de & semanas de duracién (22). Asi, cabria pensar en que las
diferencias observadas en a respuesta estrogénica se deben
principalmente a variaciones entre los grupos de ratas de la misma cepa.

En otro estudio, Yamamoto y cols, (58), observaron que el implante
de silastic conteniendo 40 mg de 17 f-estradiol hasta por 10 semanas
indujo en ratas macho Wistar un incremento en el tamafio de 1a AH de més
de 4 veces respecto a los controles. Como se observa én estas ratas macho
existe un aumento mayor en ef peso de fa AH que lo observado en las ratas
hembra Wistar estudiadas por nosotros estando sometidas a un tratamiento
muy semejante. O bien estas diferencias podrian explicarse por los
caracteres sexuales de 105 animales estudiados ¢ por variaciones en la
respuesta estrogénica entre distintos grupos de ratas originados de la
misma cepa. No pensamos que se deban a la cantidad de estradiol contenida
en los implantes { 40 mg vs. 14 mg empleads POr acsolros ) ya que
Wikiund y cols, {22), han mostrado que cipsulas de silastic conteniendo
desde 2.5 hasta 50 mg de 17 B8-estradiol o de DES provocan el mismo
incremento en e tamafio de la AH de ratas hembra Fischer 344
implantadas por & semanas.

Por otro lado, Osamura y Watanabe, (79), estudiaron ¢! efecto de
inyecciones intramusculares de 5 mg de dipropionato de estradiol a
intervalos de 4 semanas sobre ratas hembra Wistar y encontraron que,
mientras & 185 ¢ semanas ¢! peso de 1a AH incrementd 0.7 veces, a 1as 24
semanas lo hizo 4 veces. En este sentido, el tratamiento estrogénico
mediante ¢ emplec dé implantes como 1os de silastic, que aseguran una
liberacién profongada y sostenida de la hormons por ¢! tiempo en ol que ¢!
implante permanece en ef animal, pareceria ser més eficaz en mostrar un
efecto inmediato sobre ef tejido adenohipotisiario, ya que tanto Lioyd y cols,
(34), como nosotros, observamos un crecimients consideradle en este
parémetro al cabo de 3 ¥ 4 semanas de estrogenizacién. En apoyo & esta
conclusién, Niwa y cols, (78), reportan que, sigulendo ¢f mismo tratamiento
de Osamura pero con una frecuencia del doble, se obtiene un ¢fecto més
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intenso y répido, ya que a las 16 semanas de tratamiento o1 peso de la AH
se incrementd 6 veces.

Existe un reporte cuyos resultados son mis discrepantes que los
discutidos anteriormente, y en e} que el esquema experimental también fué
distinto. En éste, Nakagawa y ¢ols, (54), empleando ratas hembra Wistar, sin
reportar su proveniencia, y sometiéndolas a un tratamiento de inyecciones
s¢. de 2 mg de valerato de estradiol a intervalos de 3 y 1/2 semanas
durante 21 semanas y no haciendo determinaciones sino hasta 7, 16 y 28
semanas de suspendido el tratamiento, reportan que ain a esos tiempos ¢l
peso de 1a AH se encontraba 21, 6 y § veces mas elevado que en 10s grupos
testigo. También contrasta con 1o observado por nosotros el que 12 AH tenga
un peso tan elevado después de un periédo tan largo de concluido el
tratamiento estrogénico, ya que en nuestro caso, la suspensién del estimulo
estrogénico por 1a desimplantacidn al cabo de 4 semanas de tratamiento,
provocé 1a disminucién rapida y total tanto del peso de 1a AH como del
contenido total de proteina a valores testigo después de 2 semanas de
desimplantacién ( figura 3 ).

Wiklund y cols, (22), observaron en ratas hembra Fischer 344 el
efecto de 1a suspensién de estrégenos. Asi, encontraron que &i retirar por 2
¥ 1/2 semanas el implante de silastic con DES después de § semanas de
tratamiento, el peso adenohipofisiario cayé 5 veces, siendo alin 3 veces
mayor que el de ratas testigo.

Los dos pardmetros discutidos hasta ahora, el peso en fresco de fa AH
y el contenido total de proteina en la glandula, constituyen un buen indice
de 1a masa de 1a AH. Pero la estimacién de esta masa no permite conocer si
el efecto estrogénico observado en la AH de la rata es debido a una
hipertrofia, es decir, 2 un incremento en el tamafio de las células que
constituyen la gldndula, ¢ a una hiperplasia, es decir, a la repticacién
estimulada de algunas células de 1a AH. Por ello se estimé conveniente 12
determinacién de ADN, porque es un indice aproximado del nimero de
células. Para ésto se eligié el método de cuantificacién colorimétrico
propuesto por Burton (37) que resulta muy accesible pero de baja
sensibilidad. Dado el tamafio de la muestra requerido para su
determinacion, el material adenohipofisiario disponible resulté insuficiente
para llevar a cabo determinaciones individuales y sus respectivas
repeticiones. Por ésto, fué necesario juntar muestras individuales de tejido
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adenohipofisiario de las ratas de un grupo experimental ( 5 ratas ) y
realizar una determinacién nica del contenido total de ADN por grupo. Esto
se llevd a cabo satisfactoriaments en 105 grupos de ratas estrogenizadas y
en 10s testigo, de ratas exclusivamente ovariectomizadas, de la cepa Wistar.
En fas ratas hembra Wistar estudiadas por nosostros se observé que,
a diferencia del grupo testigo, en el que ef contenido de ADN por AH se
mantuvo constante a 1o largo del tratamiento experimental, en el grupo de
ratas estrogenizadas este pardmentro se incrementd considerablemente
alcanzando, nuevamente, su vajor de crecimiento maximo a las 4 semanas
de tratamiento ¥ siendo su magnitud aproximadamente 50 ® mayor que la
observada en la correspondiente determinacién del grupo testigo (figura 5).
El dato de que el aumento progresivo en el peso adenohipofisiario se
acompafia de incrementos paralelos en el contenido de ADN en la AH en
respuesta a estrogenos ya ha sido reportado para jas ratas de la cepa
Fischer 344 (22, 75). Utilizando el mismo método de determinacién de ADN
que se empled en el presente trabajo, Gottschall y cols, (75), observaron que
tanto el peso adenohipofisiario como e} contenido de ADN se incrementaron
S veces respecto a 10s controles ovariectomizados en ratas hembra Fischer
344 implantadas con cdpsulas de silastic contenjendo 17 8-estradiol por 4
semanas. Como se observa, en estas ratas se presenta una mayor regpuesta
al estimulo estrogénico, como era de esperarse, y dado que el incremento en
ol peso adenohipofisiario es proporcional al incremento en el contenido de
ADN en 12 gldndula, es sugerente de que en estas ratas el aumento en el
tamafio de la AH se debe principalmente a una hiperplasia celular. Un dato
que resulta de nuestro interés en dicho reporte se basa en que la relacién
de concentracién de ADN por mg de tejido adenohipofisiario reportada e
muy semejante a {8 encontrada por nosotros en el presente tradbajo ( tabla I
). Para las ratas de} grupo testigo, es decir, ovariectomizadas, se reporta una
concentracién de ADN enla AH de {1.3 + 0.4 ug/mg 7 nosotros 1a hallamos
de 10.22 ug/mg; mientras que para el grupo de ratas estrogenizadas la
reportan de 8.1 + 0.3 ug/mg ¥ nosotros ia encontramos de 6.0 ug/mg.

Por otra parte, 1a estimacién de diversos pardmetros como
fueron e peso en fresco de ia AH, el contenido total de proteina y de ADN
por AH, coincidié en que ol estimulo estrogénico indujo una respuests de
crecimionto méxima de la gldndula de ratas hembra Wistar a las 4 semanas
de tratamiento. En 1a tabla | se ilustra a comparacién de dichos pardmetros
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on este punto. Se observa que mientras el peso adenohipofisiario aumentd
al doble en respuesta a estrégenos, el contenido de ADN por AH se
increments sélo en un S0 % respecto al grupo de ratas intactas. Esto es
sugerente de que el incremento en el tamafic de la AH en estas ratas Wistar
{ estimado directamente mediante ¢! pesc en fresco dé la glindula ) en
respuesta al estimulo estrogénico a las 4 semanas, se puede explicar, en
parte, por el aumento en ef nimero de células, ya que existe un aumento en
el contenido de ADN en la AH, ¥ en parte, por un aumento en el tamafio de
las cétulas puesto que ef contenido de ADN por AH sdlo aumenta cerca de la
mitad de 1o que 1o hace el peso de la glandula. En resumidas cuentas, estos
datos sugieren que ¢! estimulo estrogénico produce tanto una hiperptasia
como una hipertrofia celular en la AH de las ratas Wistar, 1o cual coincide
con observaciones morfoldgicas que se han descrito en la literatura en
algunos de estos tumores en otras cepas de rata (16, 19).

Igualmente, existen otros estudios en los que se observa un mayor
aumento en el peso de la AH que en el correspondiente contenido de ADN
on la gldndula. Asi, Yamamoto y cols, (58), encontraron que, mientras el
peso de 18 AH de ratas macho Wistar aumentd mas de 4 veces por el
implante de 40 mg de 17 S-estradiol durante 10 semanas, el contenido de
ADN por AH lo hizo 3 veces. Nakagawa y ¢ols, (54), en su estudio
previamente discutido, en el que reportan que el tratamiento de ratas
hembraWistar con inyecciones de 2 mg de valerato de estradiol a intervales
de 3 y 1/2 semanas durante 2! semanas y en el que se procede a
cuantificar al cabo de 7, 18 y 28 semanas de concluido el tratamiento,
encuentran que a estos tiempos 61 contenido de ADN en la AH auments 42,
100y 88 8 respecto a 105 grupos testigo.

Con respecto al tipo celular involucrado en este efecto hiperpldsico,
existe gran cantidad de informacién en Ia literatura indicando que éste
resulta principaimente a expensas de 10s factotropos (16, 18, 20). Esto, como
en nuestro caso, también tiene apoyo en que los niveies de PRL circulante
resultan marcadamente elevados por el tratamiento estrogénico, siendo los
lactotropos 1as células especializadas on su sintesis y secrecién (5).

Ea 1o que al efecto estrogénico observado en el funcionamiento de la
AH en fas ratas Wistar del 1B, UNAM se refiere, se encontré que,
en contraste con 1o observado en el grupo testigo, 1a implantacién con 17 8-
estradiol provocd un marcado aumento en os niveles de PRL circutante 58

49

49



veces por arriba de 10s niveles correspondientes del grupo testigo, de ratas
ovariectomizadas, y 34 veces por arriba de los niveles hallados en ratas
intactas ) coincidente, nuevamente, con ¢! del tamafio de 12 AH 2 las 4
semanas de tratamiento, mostrando posteriormente, a las 9 semanas, una
disminucién considerable aunque significativamente por arriba { 6 veces )
de 105 niveles encontrados en el grupo testigo ( figura 6 ).

Esto claramente muestra el potente efecto que tiene o 17 S-estradio!
en estas ratas estimulando 12 sintesis y la secrecién de 1a PRL y no as{ el
tamafio de 1a AH, ya que éste sélo aumenté el doble por el tratamiento
estrogénico. Lo anterior se apoya también con datos experimentales no
incluidos en esta tesis en 10s que se observa que la concentracién de PRL en
la AH de ratas estrogenizadas hasta por § semanas no parece aumentar
mientras que los niveles de PRL en sangre se elevan marcadaments, de lo
que se infiere una masiva secrecién de la hormona.

En cuanto a 1o reportado en l1a literatura al respecto, es dificil hacer
comparaciones con nuestros datos puesto que se siguen protocolos
experimentales muy distintos y se utilizan diferentes agentes estrogénicos
y vias de administracién en 1os animales, obteniéndose interpretaciones un
tanto confusas ¢on aigunos de los resultados reportados. A modo general,
observamos que 108 diversos tratamientos estrogénicos empleados
producen incrementos en 1os niveles de PRL en sangre de ratas hembra
Wistar desde 4 hasta 50 veces sobre los de los grupos testigo. De cualquier
modo, 1a respuesta funcional de la glandula AH de las ratas Wistar que
hemos estudiado parece ser rapida y una de las de mayor magnitud entre
1as reportadas en 1a literatura en las ratas de esta cepa con otros tipos de
tratamiento estrogénico.

Tenemos, por ejemplo, que Yamamoto y cols, (58), observaron que el
implante de 40 mg de 17 8-estradiol por 10 semanas en ratas macho Wistar
indujo un aumento en 108 niveles de PRL en sangre de 24 veces. En estas
ratas, ef tratamiento estrogénico tuvo un mayor efecto en ei funcionamiento
de 12 AH que en su crecimiento, ya que su peso se elevd sdlo 4 veces. Sin
embargo, estas diferencias fueron todavia mds marcadas en las ratas
hembra Wistar estudiadas por nosotros, ya que mientras 10s niveles de PRL
en sangre aumentaron 34 veces por el tratamiento estrogénico respecto a
1as ratas intactas, el peso de la AH 10 hizo sélo 2 veces. Aln as{ es atrevido
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hacer comparaciones puesto que séio se tiene un punto de comparacién en
] tiempo.

Por otra parte, Osamura y Watanabe, 1986 , observaron que el
tratamiento estrogénico ( inyecciones de 5 mg de dipropionato de estradiol
a intervalos de 4 semanas ) indujo en ratas hembra Wistar incrementos en
10s niveles de PRL en sangre de séio 5, ¢ y 8 sobre 1os hallados en ratas
intactas al cabo de 4, 12 ¥ 24 semanas de tratamiento. En comparacién con
1o observado en nuestras ratas, aquf se obtiene una respuesta funcional de
la gldndula muy disminuida no importando e tiempo de tratamiento. Por
otra parte, el mismo tratamiento, pero aplicado a intervalos menores ( 2
semanas ) si parece provocar una respuesta marcada en 1a produccién y
liberacién e PRL, ya que se observan incrementos de PRL circulante de 50
veces sobre 1os controles al cabo de 16 semanas de tratamiento (78).

Finalmente, Nakagawa y cols, (54), aplicando a ratas hembra Wistar
inyecciones de 2 mg de valerato de estradiol cada 3y 1/2 semanas durante
21 semanas observaron incrementos de PRL en sangre de 30, 9 y 19 veces
rospecto a 10s niveles de ratas intactas al cabo de 7, 18 y 28 semanas de
concluida la aplicacién de los estrégenos. A diferencia, el mismo
tratamiento por 7 semanas indujo un aumento de dichos niveles de sdlo 7
veces sobre 105 hallados en las ratas intactas (54).

En realidad, hubiera sido deseable que en todos 10s casos reportados
en l1a literatura en los que se estudian los efectos estrogénicos en el
crecimiento tumoral adenohipofisiario en las ratas, se hubjeran planeado
cursos temporales més amplios, en 105 que igualmente se detorninaran 10s
diversos pardmetros ya expuestos, con el fin de conocer la evolucién del
fendmeno y permitir comparaciones.

En 1o que concierne al peso corporal de 10s animales, existen reportes
que coinciden con 1o observado en nuestro ¢aso, en ¢l que ¢l peso corporal
de ratas estrogenizadas aumenta en menor proporcién que el de ratas
intactas ( figura 8 ). Sin embargo, nada se ha reportado sobre ¢émo ol peso
corporal de ratas ovariectomizadas aumenta en forma contrastante respecto
a 108 @os grupos de ratas antes mencionados ( figura § ). Observamos que
1as curvas de crecimiento corporal de estos 3 grupos se estabilizaron al cabo
de 5 semanas de iniciado el tratamiento experimental, 10 que
probablemente sugiera que en el momento en que se intervino a los
animales, el peso corporal todavia se encontraba én una fase activa de
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crecimiento que, posiblemente, cesé en todos los animajes al cabo de las 5
semanas en que se inicié el tratamiento.

Tampoco se ha reportado en la literatura el efecto que tiene la
suspensidn de! estimulo estrogénico sobre el crecimiento del peso corporal
de estos animales. Nosostros encontramos que las pocas variaciones
halladas en el peso corporal de animales estrogenizados se deben a la accién
del estradiol, ya que cuando se retira el estimulo estrogénico e! peso
corporal de 10s animales reinicia inmediatamente su crecimiento (figura 9).

En lo que concierne a las ratas de la cepa Sprague-Dawley, hay que
mencionar que la mayoria de los trabajos en los que se estudian 1os efectos
de 10s estrégenos sobre 12 AH de ratas de esta cepa son 2 corto plazo y
versan principalmente sobre aspectos de 1a secrecidn de PRL. Esto en gran
parte ¢s debido al conocimiento general de que las ratas de esta cepa
presentan una respuesta moderada al estimulo estrogénico, aunque, a
nuestro parecer, es precisamente este punto el que hace sumamente
interesante su estudio. Es asf que se cuenta con pocos tradbajos en la
literatura cuyo interés sea la descripcion de los efectos que los estrégenos
tienen en el crecimiento de la AH de estas ratas, Vaiga la redundancia de
que todo ésto comtrasta con la gran cantidad de trabajos que se han
reali2ado al respecto en una de las cepas de rata mdis suceptidles al
estimulo estrogénico como es 1a Fischer 344.

Entrando en materia, el disefio experimental realizado en el presente
trabajo permitié conocer 1a evolucidn del crecimiento de la AH en respuesta
a estrégenos en las ratas SD a las que hemos tenido acceso en el 11B, UNAM,
a lo largo de 9 semanas de tratamiento. Observamos que mediante la
determinacién del peso fresco de la gldndula y del contenido total de
proteina en ella, este crecimiento auments inmediatamente, alcanzando su
maximo a las 2 semanas de tratamiento y, posteriormente, a las 4 semanas
de tratamiento decliné a valores hallados en el grupo testige, de ratas
ovariectomizadas, a pesar de encontrarse presente el estimulo estrogénico.
Nuevamente, ef tamafio méximo alcanzado por la AH de ratas SD
estrogenizadas fué ef doble del encontrado tanto en el grupo testigo como
on ¢l grupo de ratas intactas (figuras 10y 11).

En forma sumo interesante, Weiner y cols, (23), observaron que la
implantacién con ¢dpsulas de silastic conteniendo también 17 B-estradiol
indujo igualmente un aumento del doble en el tamafio de 1a AH de ratas
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hembra Sprague-Dawley ( Simonsen Laboratories ) pero sélo hasta después
de 9 semanas, un periddo de tiempo mas largo que lo observado en
nuestras ratas SD. Ciertamente estos datos sugieren un comportamiento
semejante entre los grupos de ratas de la cepa Sprague-Dawley estudiados
por Weiner y cols, (23), y por nosotros, ya que ante el mismo tratamiento
estrogénico 1as adenohipdfisis de las ratas de ambos grupos presentan el
mismo grado de ¢recimiento aunque difieren en 18 evolucién temporal que
sigue éste, ya que mientras el grupo de R. Weiner observa un crecimiento
progresivo y lento de 12 glandula, que alcanza su miximo a las 9 semanas
de tratamiento en que finali2é el experimento, nosotros observamos en las
ratas de esta cepa un crecimiente inmediato y transitorio, que alcanzé su
miximo a las 2 semanas de tratamiento ¥ que posteriormente, a las 4
semanas, declind a valores similares al testigo.

Estos datos contrastan con 1o reportado por Holtzman y cols, (17), en
donde e} monitoreo a 1as 0.2, 15, 4, 8, 18 y 30 semanas de tratamiento
estrogénico ( implantes de 5 mg a base de comprimidos de DES ) no produjo
ningln cambio on el crecimionto de 1a AH de ratas hembra Sprague-Dawley
( Sprague-Dawtey Inc., Madison, Wis ).

En cuanto a 1a curva del peso de 1a AH de ratas SD del grupo testigo,
de animales crénicamente ovariectomizados, pensamos que las pequefias
variaciones observadas en 1a pendiente de crecimiento de 1a AH en este
grupo {figura 10 ) quizas se debieron a que, a pesar de que estos animales
estuvieron por completar su madurez sexual en el momento de iniciar el
tratamiento, la glandula AH aln se encontraba en una fase activa de
crecimionto. Esto nos lleva a sugerir 1a conveniencia de llevar a cabo en las
ratas de esta cepa [0s estudios necesarios pars desarrollar as curvas de
crecimiento corporal y adenohipofisiario ya realizadas para las ratas de la
cepa Wistar durante las primeras 24 semanas de edad. Esto permitird
identificar jas fases de menor variacién en estos 2 pardmetros y corroborar
si estas realmente coinciden con las observadas para las ratas de la cepa
Wistar.

De (gual forma, 1a implantacién ¢on 17 8-estradiol tambdién tuvo un
efecto considerable sobre 10s niveles de PRL en sangre en las ratas SD
estudiadas por nosotros, aunque no fué tan notable como ¢! encontrado en
fas ratas Wistar, ya que dichos niveles se incrementaron sustanciaimente a
las 2 semanas de tratamiento, alcanzando incrementos de 40 y 3 veces
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aquellos observados en los correspondientes grupos testigo y de ratas

intactas, y mostrando una caida a valores cercanos 2 10s del grupo testigo a .

partir de 1as 4 semanas de tratamiento ( figura 12 ). Este comportamiento
coincide plenamente ¢on el presentado en el crecimiento de la AH durante
¢! porisdo experimental en ¢s5tas ratas ( figuras 10y 11 ).

Estos datos difieren con respecto a 1o encontrado por otros autores ya
que, por ejemplo, Weiner y ¢ols, {23), observan que mientras el incremento
en el tamafio de 1a AH de ratas hembra de esta cepa es lento durante las 9
semanas de tratamiento estrogénico, 10s niveles de PRL circulant
aumentan progresiva y marcadamente durante el mismo periddo. Asi, se
tiene que estos niveles se incrementaron 6, 20 ¥ 28 veces sobre 108 niveles
observados en ratas intactas por 1a implantacién de cdpsulas de silastic
conteniendo 17 8-estradiol por 1y 1/2, 4y 9 semanas.

En resumen, aunque en 105 grupos de ratas de la cepa Sprague-
Dawley estudiados por Weiner y cols, (23), ¥ Por nosotros se presenta
igualmente una respuesta a nivel del crecimiento y del funcionamiento de
1a AH por el tratamiento con estrdgencs, existen diferencias entre éstos, ya
qQue en nUeStro ¢aso se observa una respuesta transitoria a dicho estimulo,
como 10 indican todos 10s pardmetros analizados ( peso fresco de ia AH,
contenido total de proteina por AH y aiveles circulantes de PRL ), mientras
que en ¢f otro caso se presenta una respuesta sostenida que afecta
marcadamente el funcionamiento de 1a AH, 1o que se evidencia por los
niveles elevados de PRL circulante inducidos por el tratamiento.

Por otra parte, aunque Holtzman y cols, {17), no observaron ningin
cambio en el tamafio de 12 AH en respuesta a estrégencs en ratas hembra
SD, si observaron incrementos de PRL en sangre en estas mismas ratas, 10s
cuales fueron de 3, 10, 7'y 3 sobre los hallados en ratas intactas por dicho
tratamiento ( implantes de S5 mg a base de comprimidos de DES ) ai cabo de
1.5, 4, 8 y 30 semanas de tratamionto. Como se observa, 105 valores de PRL
circulante reportados en respuesta a estrégenos & 1a semana y media de
tratamiento son semefantes a los encontrados en nuestras ratas a las 2
semanas de tratamiento estrogénico. Sin embargo, en 12 AH de ratas SD
estudiadas por el grupo de S. Holtzman se presenta una respuesta funcional
sostenida que aunque tiene el pico més alto a la cuarta semans de
tratamiento, se¢ mantine hasta las 30 semanas de tratamiento
sigificativamente por encima de los valores presentados por el grupo de
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ratas intactas . Esto indica que si bien en estas ratas SD el tratamiento
estrogénio no parece afectar el crecimiento de la glandula adenchipofisiaria
en cambio si parece tener un efecto sobre el funcionamiento de ésta, efecto
que es mayor respecto al de las ratas estudjadas por nosotros.

En un estudio, Chen y Moites, 1970, observaron que ol corto
tratamiento estrogénico, que consistié en inyecciones diarias de 0.1 hasta
500 pg de benzoato de estradiol durante 1 semana, fueron capaces de
incrementar el peso de 1a AH, el contenido de PRL en 1a AH y 10s niveles de
PRL en sangre en ratas hembra Sprague-Dawley previamente
ovariectomizadas. Encontraron que a la dosis mds efectiva ( 5 pg ) el peso
de 12 AH se incrementd en un 50 ® y los niveles de PRL circulante 10 veces
sobre 10s controles ovariectomizados. En 1o que respecta a las ratas SD
estudiadas por nosotros, observamos que al cabo de | semana de
tratamiento estrogénico el peso adenohipofisiario aumenté 40 & y los
niveles de PRL se incrementaron 6 veces respecto a 105 controles
ovariectomizados. Esto muestra, que a la dosis més efectiva las ratas SD
reportadas por Chen y Meites, 1970, presentan una respuesta comparable a
la de ratas SD estudiadas por nosotros.

El que se observen niveles tan elevados de PRL en sangre, de 40
veces, en comparacién con el grupo testigo, de ratas ovariectomizadas, & las
2 semanas de tratamiento estrogénico en las ratas SD que estudiamos
(figura 12), se debe a que la ovariectomia, al igual que 1o encontrado en las
ratas de 1a cepa Wistar ( figura 7 ), disminuye significativamente los niveles
de PRL en sangre, 10 cual y2 se ha reportado también en ia literatura (12,
32, 49, 50).

Hay que mencionar lo confiable que resulté la determinacién de los
niveles de PRL en sangre en las ratas de ambas cepas utilizadas en este
trabajo, al menos en 1o que respecta al andlisis de 1as diferencias entre los
Erupos experimentales, ya que, por ejemplo, en las ratas SD, como resuitado
de la caida del pico de PRL en sangre al cabo de las 2 semanas de
estrogenizacién, 10s niveles circulantes de esta hormona se encontraban
disminuidos en el momento en que se procedié a suspender el estimulo
estrogénico, que fué después de 4 semanas de estrogenizacién, e incluso asi
fué posible observar los cambios tan pequefios y escalonados en los que
consistié la inmediata y total, a la semana de desimplantacién, caida de este
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parémetro a valores hallados en el grupo testigo de ratas exclusivamente
ovariectomizadas ( figura 12 ).

Al igual que 1o reportado en la literatura (22, 54) y lo observado en
las ratas de la cepa Wistar, el peso corporal de ratas hembra SD
estrogenizadas aumentd en menor proporcién que o del grupo testigo a lo
largo del pericdo de tratamiento ( figura 13 ). Aldn fué mas claro en las
ratas de esta cepa como el peso corporal, que se mantuvo practicamente
inalterado durante el periédo de estrogenizacién, reinicié répidamente su
crecimiento en el momento de la desimplantacién  (figura 14).

Retomando todo 10 expuesto en este trabajo, es claro que entre las
ratas hembra de las cepas Wistar y Sprague-Dawley reproducidas
endogamicamente por largos periodos de tiempo ( mds de 10 afios ) en el
bioterio de! IIB, UNAM, existen considerabies diferencias a nivel
adenohipofisiario en cuanto a la suceptibilidad al estimulo estrogénico. En
realidad, estas variaciones eran de esperarse segin lo previamente
reportado en la literatura sobre el efecto que tienen 105 estrégencs en las
ratas de distintas cepas (15-17, 18-23, 33, 34, 54, 55, 58, 75, 77-79).

Una posible interpretacién sobre el fenémeno estudiado sugiere que,
en el caso de las ratas de la cepa Wistar existe una respuesta transitoria
ante el efecto estrogénico que, al parecer, tiene dos componentes . uno
inicial que consiste en una fase estimulatoria del crecimiento
adenohipofisiario, ya que 1a AH aumenta de tamafio de forma inmediata y
Progresiva, y el otro, posterior, consistente en una fase de estabdifizacion del
tamatio de 1a glandula a consecuencia del cese de dicho crecimiento, como lo
demuestra el plateau alcanzado en el peso de la AH de estas ratas después
de 4 semanas de estrogenizacién ( figura 3 ). Cabe suponer, en esta {itima
fase, 1a participacion de factores ain desconocidos que fueran capaces de
frenar no sélo los mecanismos de sintesis celular si no también los de
proliferacién de las célutas de la AH.

Por otro lado, resalta en estas ratas Wistar el marcado efecto
estrogénico que se observa sobre el funcionamiento de 1a AH y no asf sobre
el crecimiento de 1a glandula, ya que mientras este Uitimo se increments al
doble por e] tratamiento, 10s niveles de PRL en sangre se elevaron, al mismo
tiempo, varias decenas de veces ( figura 6 ). Hay que mencionar que, de
igual forma, 1a AH de estas ratas presenta una respuesta funcional de tpo
transitorio por el efecto estrogénico ya que l1os niveles de PRL en sangre
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muestran un pico a lo largo del tratamiento, cuyo méximo coincide con el
momento en que la AH presenta su tamafio mdaximo. Esto sugiere que
después de que 1a AH alcanza su mayor valor de crecimiento, se activan,
junto a 1los mecanismos y factores que freman el crecimiento
adenohipofisiario, otros que tiené un efecto inhibitorio sobresalients sobre
1a sintesis y secrecién de PRL.

En contraste a lo anterior, es ampliamente conocido que 10s
estrégenos ejercen un estimulo continuo sobre 1a AH de ratas Fischer 344
POr 10 que existe un aumento progresivo en el tamafio y funcionamiento de
1a glandula por el periédo en el que el estrégeno permanece en ef animal, 1o
que al cabo de un tiempo largo se traduce en el desarrollo de grandes
prolactinomas en estos animales (16, 20, 22).

En 10 que respecta a las ratas de la cepa Sprague-Dawley, el que
primero se observe un aumento y posteriormente una disminucién en el
tamafio de 1a AH en presencia del 17 S-estradiol, muestra que en estas
ratas existe una respuesta transitoria al estimulo estrogénico que
comprende, al menos, dos fases : una inmediata en la que existe un
crecimiento acelerado de la AH, y otra posterior y opuesta, que consiste en
1a regresion de dicho crecimiento. Esto es sugerente de que en estas ratas se
presentan mecanismos compensatorios al estimulo estrogénico, mecanismos
de control de 1a proliferacién y/o tamafio de 1os lactotropos mas activos y
dgiles que en los de la rata Wistar, en 105 que es posible suponer la
participacion de factores de tipo inhibitorio, litico, que ademds de frenar el
crecimiento adenohipofisiario son capaces de revertirlo. Esta regulacién
aparentemente se expresa a partir de 1a segunda semana de estrogenizacion
ya que es cuando la glandula comienza a decrecer, a pesar de la presencia
de l0s estrégenos, y se manifiesta después de 1a desimplantacién, 10 que
podria explicar la caida de este crecimiento atn por debajo de los valores
presentados por el grupo testigo, de ratas exclusivamente ovariectomizadas
{ figura 10 ). En ratas SD estrogenizadas se observa una gran correlacién
entre el crecimiento y el estado funcional de 1a AH, puesto que la curva que
presenta l1os niveles de PRL en sangre durante el tratamiento estrogénico
coincide con 1a observada en el peso y contenido total de proteina en ia
glandula ( figuras 10, 11y 12).

Para 1a mejor comprensién del fendémeno de crecimiento
adenohipofisiario observado en respuesta a estrégencs en las ratas de 12
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cepa SD es que resultd de suma utilidad el estudio realizade sobre fa
regresién tumoral de la glandula, Este consistié en la desimplantacién de los
animales después de un pericdo de estrogenizacién mas prolongade ( 4
semanas ) del requerido para observar el incremento y fa caida de dicho
crecimionto ( 2 somanas ) en presencia de estrégencs. Asi sé observé que
en el momento de la desestrogenizacion probablements todavia se
mantienen activos 1os posibles mecanismos inhibitorios, 10 que se evidencid
Por la caida del peso de 1as adenihipéfisis, incluso, por debajo de jos valores
presentados por las ratas exclusivamente ovariectomizadas. Probablemente,
de haber procedido a desimplantar 2 los animales al cabo de 2 semanas de
estrogenizacién, no se hubiera observado tal efecto puesto que es en este
instante en que 12 AH alcanza su tamafio maximo y es de suponer que, en
respuesta a éste, se induzca la activacion de los posibles factores v
mecanismos que provocan ja mencionada caida de dicho crecimiento.

De forma parecida, el comportamiento transitorio que observamos en
el crecimiento de 1a AH de Jas ratas Wy SD ante la presencia sostenida del
estrégenc también ha sido observado en e} Gtero de 1a rata Holtzman (88) y
en el ratdn (72, 89). Se ha encontrado que ante dicho estimulo existe un
aumento inmediato tanto de la actividad mitdtica epitelial como de la
sintesis de ADN y de proteinas totales en e} Utero que, sin embargo,
posteriormente declina a valores, en algunos de los casos, incluso por dobajo
de 10s presentados por 10s grupos testigo (72, 88, 89).

Por otra parte, se presenta un fenomeno muy interesante en el que
se sabe que la accidn estrogénica tiene un efecto negalivo sobre 1a
protiferacién de los tactotropos. Concretamente, los estrégenos provocan la
inhibicién de 1a multiplicacién cetujar de los tumores adenohipofisiarios
auténomos transplantables, como los MtTF¢ y MT/W1S, inducidos
inicialmente en ratas por un largo tratamiento con DES. (34). Los
mecanismos de accién de 1os estrégenocs sobre 1a inhibicién del crecimiento
de 1a AH aln no se conocen aunque se especula de 18 participacién de
factores de tipo inhibitorio que estarian actuando especificamente sobre el
tumor ya que no se afecta de igual forma a ja AH in situ (34).

La pregunta que saita a ja vista en todos los casos es por qué las
células adenohipofisiarias de fas ratas SD y W y les uterinas uns vez
estimuiadas por 10s estrégencs a aumentar de tamafio y/o a dividirse ya no
lo hacen después de clerto Hempo. Incluso, 12 pregunta irfa més allg,
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cuestionando ¢dmo es que ante la presencia constante de dicho estimulo no
sélo se frena el crecimiento celular, si no que éste disminuye
marcadamente. Preguntas, todas, sin contestacién atn.

Aunque no es posible aseverar totalmente, cabe pensar que, en gran
parte, los efectos estimulatorios observados en el crecimiento y
funcionamiento de 1a AH de las ratas W y SD son resuitado de la accién
directa e indirecta del 17 B-estradiol sobre la glandula. Los diversos
estudios realizados con células obtenidas de 1a dispersién del tejido
adenohipofisiario de 1a rata han permitido observar que el tratamiento
estrogénico sz witro tiene efectos directos de tipo estimulatorio en los
lactotropos sobre 1a sintesis y contenido de ADN y del mensajero de PRL, de
la secrecién de PRL, as{ como sobre el niimero de lactotropos (20, 36, 37).
Sin embargo, dichos efectos contrastan con ia respuesta tan marcada que se
observa sobre 10s mismos pardmetros cuando los estrégenos se administran
a los animales. Esto sugiere que estas hormonas probablemente estdn
también afectando 2 1a AH de forma indirecta al actuar sobre otros sistemas
y/0 factores en el organismo.

Gran parte de los efectos directos que 10s esf:égenos tiene sobre la
AH de {a rata se pueden explicar por el mecanismo general de accion que
presentan y que comparten con todas las hormonas esteroides (90, 91). A
groso modo, 1as hormonas esteroides penetran la membrana plasmatica de
las células por difusidn simple debido a su caracter fuertemente
hidrofébice. En el citoplasma se encuentran freceptores que se unen de
forma covalente y especifica a las hormonas esteroideas formando
complejos que posteriormente sufren procesos conocidos como de
“transformacién” que 10s hacen muy afines por el niicleo celular, en donde
se acumuian y se unen 2 12 cromatina en determinados sitios induciendo,
finalmente, 12 expresién de genes especificos (90, 91). No es sino hasta afios
recientes en que se ha venido estudiando el mecanismo de accién motecular
de los estrégenos sobre la trascripcion del gen de PRL y se ha encontrado
que dichas hormonas inducen este proceso cuando et complejo
transformado receptor-estrégeno se une al “elemento de respuesta 2
estrégenos” localizado “rio arriba” a mas de 1 kpb del sitio de inicio de fa
transcripcion del gen de PRL (92). Respecto a los mecanismos por 105 que
10s estrégenos inducen la proliferacién de 1os Jactotropos en 1a AH aun no se
conoce nada.
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Como se ha mencionado, si bien la respuesta en el crecimiento y
funcionamiento de 12 AH de 2 rata puede explicarse, en parte, por un efecto
directo de 108 estrégencs, no puede excluirse 1a participacién de factores de
diverso tipo actuando también sobre el sistema y contribuyendo ai
comportamiento caracteristico que se cbserva en la AH de las ratas de las
cepas W y SD. En realidad sobre este punto existen propuestas
especulativas pues no se tienen reportes que hagan alucién sobre factores
concretos. En el caso de las ratas de la cepa Fischer 344, en las que se
presenta una respuesta adenohipofisiaria sostenida al estimuto estrogénico,
podria pensarse en la induccidn de factores de tipo estimulatorio actuando
en la AR. En cambio, en el caso de 1as ratas W y SD estudiadas por nosotros,
en 1as que primero se observa una estimujacién en ef crecimiento de la AH
¥ posteriormente un estabilizacion ( en ratas W ) y un decrecimiento { en
ratas SD ) del tamafio de 1a glandula, en presencia de estrogenos, cabria
suponer Ja participacién de factores tanto de tipo estimulatorio como de
tipo inhibitorio en el fendmeno.

. En 10 que a posibles factores de tipo estimulatorio se refiere,
Sirbasku, 1978, encontré que el tratamiento estrogénico en ratas hembra
Sprague-Dawtey ( Texas lnbred Mice Company, Houston, TX ) indujo en
clertos érganos ( Utero, higado, rifién y cerebro ) 1a produccién de factores
de crecimiento que estimuiaron especificamente la proliferacién celular,
entre otras, de lineas tumorales adenohipofisiarias de rata incapaces de
responder a estrogenos in vitro, en contra de 10 que ocurre in vivo. Como se
observa, en este caso, los estrégenos generan factores de crecimiento
especificos que pueden actuar como mediadores en el crecimiento tumoral
adenohipofisiario provocado por dichas hormonas.

Es posible que 1a estabilizacion en el tamafio de 1a AH de las ratas
Wistar y 1a regresién del tamafic de dicha gldndula en fas ratas Sprague-
Dawiley, después de una fase activa de crecimiento de la glandula, en
presencia de estrégenos, puede ser consecuencia del crecimiento mismo de
1a AH o consecuencia de 1a accién del 17 S-estradiol. Nosotros pensamos que
preferenciaimente ocurre lo primero, es decir, que una vez que los
estrégenos han inducido la proliferacién cetular de 1a AH, se generan y/o
activan factores y mecanismos capaces de controler dicha profiferacién
celular estimulada. Creemos que, en este ¢aso, se excluiria 1a participacién
de 108 estrégencs, ya que en 1a AH de 1as ratas de ambas cepas las fases de
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crecimiento activo y de estabilizacién y regresién de éste, segln el caso,
estdn ampliamente separadas en el tiempo, mientras que, en el caso
contrario, la resultante de una accidn simultinea tanto de tipo estimulatorio
como de tipo inhibitorio de 105 estrégenos sobre 12 gldndula mostrar{a una
pendiente de crecimiento sin variaciones. En este sentido, Wikiund y cols,
{(55), han planteado que la disminucién no tan inmediata en 1a sintesis de
ADN de la AH de ratas estrogenizadas resuitantes de la cruza entre ratas de
cepas ¢on una marcada y pobre respuesta a estrdgenocs, como Jas Fischer
344 y Holtzman, podria ocurrir s6io hasta que ciertos factores con actividad
de tipo inhibitoria alcanzaran niveles intracelulares elevados.
Contrariamente a ésto, no podriamos descartar que los estrégenos tuvieran
algln efecto indirecto en 10s fendmenos de inhibicién observados, al inducir,
por ejemplo, la produccidn de factores cuya accidn se ejerciera sobre otros
tejidos, capaces, a su vez, de modificar el estado funcional de 1a AH.

Un posible mecanismo por el que los estrégencs podrian estar
involucrados indirectamente en Ja inhibicidn del crecimiento de 12 AR de las
ratas W y SD, una vez que ésta ha alcanzado su crecimiento maximo por el
tratamiento estrogénico, se explica mediante la generacién de una forma
molecutar de 1a PRL que se ha encontrado tiene efectos bioldgicos
particulares. Como parte de 1a linea de investigacién de la Dra. Clapp se
encuentra la caracterizacién y el estudio de los efectos de una forma
molecular de 16 kd, resultante de} procesamiento natural de ia hormone
PRL 23 kd, que se puede reconocer ¢omo una nueva hormona porque
ademds de compartir algunos de los efectos de la PRL 23 kd presenta
electos bioldgicos propios. Entre éstos, ¢l que resulta de nuestro interés es
el efecto inhibitorio que se encuentra en la proliferacién de vasos capilares
(46). Por otra parte, Weiner y cols, (23), han observado que 1a formacién de
prolactinomas, tanto espontaneos como {nducidos por estrégenos en ratas,
s¢ asocia 2 una vascularizacién adicional de la AH. En base 8 todo ésto,
podriamos proponer que e} 17 S-estradiol, al actuar en 18 AH de las ratas,
estaria provocando {a sintesis y secrecidn de PRL 23 kd, 1a cual, una vez
procesada, serfa capaz de originar a 1a forma de 16 kd que podria actuar de
manera inhibitoria sobre los capilares que irrigan al prolactinoma
originando una disminucién considerable en el aporte nutritivo de las
células, 1o que desencadenaria Ja necrosis cefular y 1a consecuente
estabilizacién o regresién tumoral de 1a glinduta.
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Sobre ¢émo podrian estar involucrados otros mecanismos y factores
en el fendmeno tramsitoric que se observa en el crecimiento y
funcionamiento dé la AH en 1as ratas W y SD en respuesta a estrégencs, no
se tiene conocimiento alguno. En fa literatura se encuentran datos sobre
alguncs factores enddgenos en los animales capaces de inhibir 1la
proliferacién celular, como es el caso de {a alfa feto-proteina, del factor de
necrosis tumoral y de productos proteicos de genes conocidos como "genes
supresores”.

Asi pues, de forma interesante, en un estudio se ha hecho alucién
sobre un posible factor de tipo inhibitorio que tiene alguna participacion
importante en un fenémeno parecido al de nuestro interés, Se ha observado
que fa presencia de un factor de origen fetal, 1a alfa fetoproteina, es capaz
no sélo de retardar si no también de inhibir el crecimiento de lineas
celulares tumorales adenohipofisiarias secretoras de PRL dependientes de
estrégenos, tanto en condiciones de cultivo como en condiciones 7 ¥/¥» en
1as que se hacen crecer estas l{neas celulares (93, 94).

El sistema inmunoldgico, siendo el responsable de la defensa y
proteccién del organismo, tiene una participacion importante en el control
de 1a proliferacién celular en el cuerpo. Posiblemente, el mediador en este
tipo de fendmeno del que més conocimiento se tiene es del factor de
necrosis tumoral que, como su nombre lo indica, es capaz de causar la
necrosis hemorragica en ciertos drganos y tumores mediante una
coagulacién locatizada (95). Si bien dicho factor es producido en grandes
cantidades en organismos que sufren infecciones, en particular aquellas
producidas por agentes que causan hiperplasia reticuloendotelial, también
se ha observado su presencia en los organismos en respuesta a clertas
enfermedades neopldsicas (95). Otra posibilidad es que fa induccion tumoral
de 1a AH por estrégenos provocara la aparicién de antigenos tumorales en
fas células afectadas, o5 que estimularian al sistema inmune ocasionando la
regresién tumoral (96).

Recientemente, se ha descubjerto la existencia de genes cuyos
productos son capaces, en alguna forma, de frenar la proliferacién de
células normales en el organismo. A estos genes de les ha llamado ° genes
supresores " (97). Al parecer, los productos de dichos genes son necesarios
para 1a deteccidn y respuesta de factores que son producidos en las células
¥ que regulan negativamente la replicacién celular. Al inactivarse o
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eliminarse dichos componentes, por ejemplo a causa de alguna delecién
cromosdmica, las células pueden continuar respondiendo a sefiales
mitogénicas, profiferando sostenidamente, y eventuaimente iniciarse en el
proceso de la carcinogénesis (97). En 1o que al crecimiento de tHpo
transitorio que se observa en la AH de las ratas W y SD tratadas con 17 8-
estradiol, cavria 1a posibilidad de que en respuesta al crecimiento inicial de
la glandula, inducido por estrégencs, se activaran genes de tipo Supresor
cuyos productos, alin en presencia de! estimulo estrogénico, fueran capaces
de frenar el crecimiento de 1a AH en las ratas W, y de provocar su regresion
en 1as ratas SD.

En forma un tanto contrastante con 1o hasta ahora expuesto, Wikiund
y cols,(22), han planteado que las diferencias en fa suceptibilidad al
desarrollo tumoral de la AH por estrégenos entre las ratas de diversas
cepas parecen residir directamente a nivel de la glindula misma,
desechando la idea de 12 participacién de factores periféricos en el
fendmeno. Bl transplante simuitdneo, fuera del control hipotaldmico, de las
adenchipdfisis de ratas de cepas con una aita y baja respuesta a estrégenos,
como son 1as Fischer 344 y las Holtzman, a la cdpsula renal { zona muy
vascularizada ) de hospederos hibridos tratados previamente con
estrdgenos, revela un crecimiento del tejido adenohipotisiario caracteristico
de cada cepa, ésto es, 1as adenohipdtisis de ratas muy suceptibles crecen
notablemente, mientras que las de ratas con una baja respuesta crecen
poco. Alln asi, ésto no excluye definitivamente 1a posidble participacién de
algunos factores actuando en forma paracrina y/o autdcrina en 1a AH de los
animales de cada cepa.

Los resultados obtenidos en este trabajo no sélo muestran que entre
1as ratas hembra W y SD a las que hemos tenido acceso existen diferencias a
nivel adenohipofisiaric en Ia suceptibilidad al estimulo estrogénico, si no
que, incluso, se observan diferencias en esta respuesta ante dicho estimulo
entre 108 grupos de ratas de un mismo tipo de cepa segin 1o encontrado en
¢! presente estudio y lo reportado en 1a literatura por otros laboratorios
(17,20,21,23, 54, 58, 75, 79).

As{, aunque tradicionaimente se ha considerado a las ratas de 1a cepa
Wistar como muy suceptibles al estimulo estrogénico (20), 1a literatura
recabada en ol presente trabajo evidencia, en realidad, variaciones
extremas en la respuesta de crecimiento y funcionamiento de 1a AH en
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respuesta a dicho estimulo en estas ratas (20, 54, 78, 79). Dentro de estas
variaciones podemos ubicar a Ja respuesta de crecimiento adenohipofisiaric
presentada por las ratas W aqu{ estudiadas, como transitoria y de magnitud
moderada { ya que s6lo expresa un incremento del doble ) en
contraposicién a la respuesta funcionat ( referida a fos niveles de PRL
circulantes ) también transitoria y marcadamente elevada ( c¢on
incrementos de decenas de veces sobre 105 grupos testigo ) aunque sélo
durante 1a fase en que la gldndula alcanza su crecimiento maximo (2 las ¢
semanas de estrogenizacion ).

Por otra parte, los datos presentados en este trabajo coinciden con lo
reportado en la literatura respecto a que las ratas de la cepa Sprague-
Dawley presentan una respuesta adenohipofisiaria moderada ante el
estimulo estrogénico (23, 35, 40). Sin embargo, es la primera vez que se
advierte el comportamiento transitorio de dicha respuesta, en ia que,
después de una fase de estimulacién del crecimiento de 1a AH, se presenta
una fase activa de decrecimiento, que provoca la regresidn tumoral de la
AH de estas ratas hasta valores por debajo de los del grupo testigo. Todo
ésto se evidencid con 12 determinacidn de diversos pardmetros como fueron
€] peso en fresco de 1a AH, el contenido total de proteina en 1a glindula y
10s niveles de PRL en sangre.

Las diferencias observadas en distintos estudios sobre la respuesta
estrogénica entre los distintos grupos de ratas pertenecientes a un mismo
tipo de cepa pueden deberse, entre otras cosas, al tipo, forma de
administracién y dosts del agente estrogénico empleado; al curso temporal
seguido; a los métodos de determinacién utilizados; y, sobre todo, a que el
largo aislamiento reproductivo respecto al pie de cria original bien pudiera
haber favorecido l1a expresién de caracteristicas diversas en los distintos
grupos de animales en 105 que no existe intercambio a nivel genético. Ya
previamente se han reportado dichas diferencias entre ratas hembra Wistar
tratadas experimentaimente de la misma forma pero provenientes de
taboratorios distintos (50). Es esta dltima explicacién la que parece
corresponder en nuestro caso, ya que un largo aislamiento de més de 10
afios en las ratas W y SD de! 1IB, UNAM, respecto al pie de cria original,
bien podria haber bastado para inducir diferencias en estos grupos de
animales, 1o cual incluso se observa al comparar nuestros resultados con
otros en 1a literatura en 10s que se han segido protocolos experimentales
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semejantes (23, 34) y en los que se encuentran diferencias contrastantes en
la respuesta a estrégenocs entre las ratas.

Nuestros resultados también permitieron conocer que e! efecto que
tiene el estradio! en 1a AH de las ratas de las cepas W y SD es especifico y
opuesto al efecto metabdlico general, ya que mientras 1a AH de las ratas de
cada cepa muestra un comportamiento caracteristico del grupo ante dicho
estimulo, el peso corporal se comporta de 1a misma forma en las ratas de
ambas cepas. De la misma forma, mientras que la glindula
adenohipofisiaria muestra un aumento en su crecimiento en respuesta a
estrdgenos, el peso corporal se mantiene practicamente constante, y cuando
12 glanduia decrece, por efecto de la desestrogenizacidn, el peso corporal
reinicia su crecimiento.

A manera de resumen podemos concluir que :

1 ) El tratamiento con 17 B-estradiol induce el crecimiento de l1a gldndula
adenohipofisiaria en las ratas hembra Wistar y Sprague-Dawley del IIB,
UNAM.

2 ) El efecto estrogénico sobre el funcionamiento de la adenohipéfisis en las
ratas de ambas cepas s mucho més marcado que el observado en el
tamafio de 1a glandula.

3 ) Existe una sensibilidad variable al estimulo estrogénico entre estas dos
cepas de rata, presentdndose en las ratas Sprague-Dawley, ademds de
mecanismos compensatorios al estimulo estrogénico mas 4giles que en los
de las ratas Wistar, 12 activacidn de mecanismos capaces de inducir la
regresién tumoral completa de la adenohipdéfisis.

4 ) Este ofecto es especifico sobre ia glandula adenohipofisiaria y opuesto ai
efecto metabdlico general.
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