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BINTESIS

ANTECEDENTEB, En términos generales se sabe que las
hormonas de naturaleza proteica existen en varias isoformas
moleculares que estdn provistas de diferentes caracterisé
ticas: a) fisicoquimicas, b) inmunolégicas, c) actividad
sobre el receptor celular, d) vida media en la circulacién
Y, e) potencia biolégica, Este conocimiento se ha ampliado
al demostrar que el medio hormonal en un momento dado es
capaz de modificar la sintesis y secrecién de laé variantes
moleculares hormonales que despuﬁs aparecen en las circuia-
cién; La mayor parte de estudios se ha fealizado con
hormonas adenchipofisarias y también se ha podido demostrar
que un factor que determina las caracteristicas de las

isohormonas es su contenido de carbohidratos, en particular

de Acido sidlico, cuya incorporacién en 1la moiécula”'

hormonal est4 a su vez determinada por el "mieleu" endo-

crino. De esta manera se establece un mecanismo de-

"féedbaék" de fina sintonizacién.

OBJETIVO DEL ESTUDIO E HIPOTESIS. Se pretende conocer la

interrelacién de la concentracién de varias hormonas

hipofisarias con el estado fisiolégico hormonal en la mujer

embarazada y durante la lactancia. Asimismo se busca
conocer la interdependencia de la produccién y secrecidén de
hormonas adenohipofisarias durante el embarazo, parto Yy

lactancia tanto en la madre como en su hijo. Se incluye
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dentro de los objetivos el andlisis de una hormona que se
produce tanto en la hipéfisis como en el tubo digestivo y

que tiene relevancia durante la lactancia.

Los objetivos anteriores permiten formular la hipétesis que

consiste establec S as hormo a [o) sa
sus varjantes moleculares quardan u e terde

diente con el medjo ambjente hormonal cambjante.

METODOLOGIA. En el estudio se incluyeron mujeres que

voluntariamente aceptaron formar parte del an&lisis antes

de un embarazo, durante el parto y en la lactancia. Asimis-

mo, permitieron que se estudiaran los recién nacidos y los

2

lactantes. La concentracién de las hormonas en varioé_

liquidos biolégicds se determiné mediante el método de

‘radioinmuncanalisis del tipo "doble anticuérpo' Y para.

separar las variantes moleculares se utilizé como herra-

‘mienta la cromatOQrafia pbr gel utilizando una columna de

vidrio. Para el analisis estadistico se aplicé ia t

de student para muestras pequenas.

REBULTADOB. Se encontrdé que la secrecién de las hormonas

estudiadas (prolactina, hormona de crecimiento y gastrina)

tiéne cierta relacién con la etapa gestacional y la
lactancia. La concentracién hormonal del recién nacido vy
del lactante también muestran una relacién con el estudio

fisioldégico. La proporcién de las formas moleculares, en
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particular de la prolactina, varia con la etapa fisioldgica

y en cuanto a la produccién de gastrina existe un alto

nivel dindmico en el feto y en el recién nacido cuando se

establece la lactancia.

'CONCLUBIONES. El rdpido cambio del medio hormonal que

ocurre durante la gestacidén determina la cantidad y
distribucién de las formas moleculares de algunas hormonas
adenohipofisarias. Como resultado de 1lo ahteiior es posible

que se establezca una adaptacién hormonal la cual a su vez

permite que las hormonas ejerzan su accién biolégica que

condiciona 1los requerimientos . fisioldgicos. Las hormonas

lactogénicas como son la prolactina y 1la hbrmona de

_crecimiento muestran una sintonia precisa y los datos de

‘esta tesis confirman los resultados de experimentos previos

por otros 1nvestiqadores. En particular resaltan los datos

- sobre la qlucqsilacién de la prolaétina determinada por el

efecto de los estrégenocs y posiblemente de otras hormonas

circulantes. En cuanto a la sintesis y secrecidén de

gastrina por la madre y el recién nacido no existe una

amplia informacidén y pot ello parece interesante que

nuestros resultados, aunque preliminares, sugieren que est#"
hormona desempeia una funcién relevante tanto para la
preparacién como para el mantenimiento de la lactancia. Los
recién nacidos tienen una concentracién apreciable de
gastrina, tal vez como resultado del estimulo constante que

se establece por la deglucién de liquido amnidtico y mas
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adelante por la succién del pezén. Es indudable que
requiere ampliar los estudios sobre la respuesta a
alimentacién y al desarrollo del tubo digestivo eh
lactante. Por otra parte es necesario profundizar en
proporcién de las formas moleculares de gastrina que

producen en el feto y en el recién nacido.

se
la
el
la



CONSIDERACIONES GENERALES

En un tiempo se dié por hecho que todas las hormonas tenian

una estructura molecular fija e inmutable la cual les con-

feria las propiedades tanto biolégica como inmunolégica

(1-2). Gracias a esta supuesta propiedad las hormonas
estaban poseidas de una alta especificidad y podian ser
reconocidas sin cuestionamiento por el receptor,ceiular
(3-4). Estos conceptos bdsicos se.han ido modificando

paulatinamente hasta aceptarse que las hormonas ni son

especificas ni uniformes en su accidén. Es decir la hormona

es politropa, polivalente y ubicua (5-9). Como 8i 1lo

anterior fuera ya una extravagancia, ademds se ha podidb

-demostrar que las hormonas de naturaleza proteica tienen

una caracteristica adidional: son heterogeneas desde el

punto de vista molecular (10-12). Las hormonas proteicas y

en particular las que pertéhecen a la familia de las hor-

monas lactogénicas -hormona de crecimiento, prolactina y

lactdégeno placentarioélson‘paradigma de la heteroqéneidad

molecular,

- Gracias a los métodos analiticos de separacidn, como son»la

crdmatografia y la electroforesis en sus variantes, se ha
podido determinar'que tales hormonas se presentan en varias
formas, lo cual se basa en su peso molecular, y que cada

una de ellas estd provista de diferente actividad bioldgi-

ca; ademis su estructura se modifica con relacién a las va-
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riables condiciones fisiolégicas (13-16), Se piensa que en
cada hormona proteica existe una forma de mayor actividadad
biolégica, la que en general estd constituida por una cade-
na lineal de aminodcidos y es un mondmero; a partir de esta
estructura basica se pueden formar dimeros, agregados de
complejos moleculares, y adicionalmente fragmentos de»las

mismas variantes (Tabla 1).
- TABLA 1.- HORMONAS GLICOPROTEICAS

HETERODIMEROS

DOS CADENAS PEPTIDICAS
OLIGOSACARIDOS UNIDOS A CADENAS
HETEROGENEIDAD MOLECULAR

CARGA DEPENDE DE SEGMENTO SACARIDC

Ademas de lo anterior, se puede producir un proceso de
glucosilacién (Tabla 2) de la molécula lo cual confiere a
la hormona un méyor peso molecular y una'diferente'caraCta—
risticé-biolégica (17-18). |

TABLA 2.- EFECTO DE LOS CARBOHIDRATOS
SOBRE LA HORMONA GLUCOPROTEICA

ACTIVA LA SENAL DE TRASDUCCION
REGULA SU METABOLISMO CIRCULATORIO
ESTABILIZA LA ESTRUCTURA PROTEICA
DETERMINA UNION AL RECEPTOR

REGULA ACTIVIDAD BIOLOGICA

Este ultimo fendmeno tiene relevancia porgque en un tiempo

se pensé que las hormonas lactogénicas, por definicidn, no



eran glucosiladas y que el proceso de glucosilacién‘era
exclusivo de otra familia de hormonas hipofisarias: las
gonadotropinas ykla tirotropina; asi como de la hormona
cOriénida.con actividad gonadotrépica pero producida por la
placenta de manera predominante. La glucosilacién es
posible cuando existe una secuencia de aminoacidos ASN--
LEV-SER y la cadena azucarada se anexa ai aminodcido
aSparégina gque posee una cadena lateral con'uﬁ grupo
hidroxilo (19) . La glucosilacidn es un proceso postra-
duccional aunque el mecanismo que lo regula es desconocido

(19) Lo importante desde el punto de vista funcional es

que la glucolisacién resta actividad biolégica ala hormona

(Fig. 1).

VIAS DE LA SENAL CELULAR EN HORMONAS GLICOPROTEICAS

GRUPOS
GLUCOSILADOS
o

| o4
RESPUESTA ¢RESPUESTA?

Fig. 1 Representacién esquemdtica del mecanismo de trasmisién de la

sefa! bioquimica que se genera por una hormona glicoproteica
(modificado de Sarlam, MR: FASEB 3:191S, 1989). .



Con base en todos estos conceptos se ha concluido que 1la
regulacién en la formacién de las multiples variedades
moleculares de una hormona es de fundamental trascendencia

para la funcién de la hormona y que por consiguiente debe

estar sujeta a un control endocrino de autoregulacién

(20425). A su vez la regulacién de las proporciones en Que
se encuentran circulando las formas moleculares de las
hormonas por el medio ihterno puede contribuir al ajuste de
la funcién hormonal por medio de la secrecidén de cada uné
de las varjantes hormonales. Con base en ibs conocié
mientos anteriores y lbs éstudiqé previos utilizados en el

laboratorio de mi Unidad de Investigacién (26-29) se

decidié ampliar las investigaciones en tres hormonas de

naturaleza polipeptidica. El modelo experimental seleccio-

nado es el periodo embarazo-lactancia'y su principal

acompaidante que es el recién nacido y mas adelante,elﬁ

lactante.

PROLACTINA

En 1932, en el laboratorio de Riddle se tenia como dogma
que la hipéfisis producia una hormona con propiedades

lactogénicas -la prolactina- y que colateralmente esta

misma hormona era capaz de inducir "crecimiento tisular®
(30). Por otra parte'en el laboratorio_de Evans se pensaba

que la hormona de crecimiento era el componente mas
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abundante del 16bulo anterior de la hipéfisis y que ademds
poseia propiedades lactogénicas (31). Estos'concéptos
antagénicos fueron motivo de acrimoniosas discusiones por
varios anos y ahbra»se sabe que ambos grupos de investiga-
cién tenian parcialmente razén. Todavia en 1971 el
concepto mas aceptado_era que en el humano una sola hormona
tenfa a su cargo la responsabilidad de ambas funciones: la
de crecimiento y la lactogénica. Cada vez que se intentaba
aislar de la adenohipdéfisis un extracto hormonal provisto

exclusivamente de actividad lactogénica, al final sdélo se

obtenia hormona de crecimiento y no habia manera de aislar

a la élusiva prolactina de Riddle. Sin embargo se contaba
con varias observaciones que apoyaban la existencia de una

hormona uUnica con propiedades lactogénicas la cual era

difergnte a la hormona de crecimiento. A este respecto,

existian informes clinicos de pacientes con el sindrome de

amenorrea y copiosa galactorrea sin que se encontrara una

elevacién de la hormona de crecimiento en la circulacién |

(32)."Por otra parte, en algunos enanos cdn deficiencia de

hormona de crecimiento se podia demostrar, mediante ensayos

biolégicos,'la presencia de actividad.mamotrépica y lacto-
génica (32-34). También se informaron casos de acromegalia
con franca élevacién en la circulacién de la hormona de
crecimiento, en quienes no se demostraba que se asociaba
una activ1dad.bio16gica de prolactina mediante ensayos que

median la actividad lactotépica en suero en el buche del
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pichén que en ese tiempo se consideraba como el andlisis

~ mds confiable (35). Finalmente, el grupo de Friesen en

Canad4d, logrdé estandarizar un método de radioinmunocanalisis
de doble anticuerpo utilizando prolactina obtenida del mono

y anticuerpos contra prolactina obtenida de oveja que per-

mitia la determinaciénAprecisa y exacta de la prolactina

contenida en los liquidos bioldgicos (36). De esta mahera,__

en el humano se demostré definitivamente la existencia de

la prolactina y que esta hormona variaba en su concentra-

cién con relacién a las condiciones fisiolégicas (Fig. 2).

NIVELES DE PROLACTIN EN DIFERENTES ETAPAS DE LA VIDA

ng/mt
200 -
| | /1‘ I o
. ! h
180 "
| PLASMA ','
'
100 !
'
- !
! |
/ v
T ] 1 ks . “J
10 20 30 40 PARTO RN  LACTANCIA 1-8 ADULTO
SEMANAS OE EWMBARAZO S MESES

(Med. do Soyur y Col)

Fig. 2 De una manera esquemdtica se muestran las variaciones en la concentracién de profacting
afo largo de la vida (Z4rate et al. Endocrinologla Ginecolégica y dol Embarazo, la Prensa
Médica Mex, 1982, pp 72).
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Por fin, la prolactina adquiria su carta de naturalizacioén
Y con ello se consiguié despejaf Y aclarar una serie
inmensa de incégnitas en el 4rea de 1la endocrinologia. En
los siquientes afos se vino una catarata de publicaciones
sobre la funcién de la prolactina en casi todas las
especies.zoolégicas. Desde entonces se sabe que en el
humano en particular la prolactina circula en pequeﬁas
cantidades tanto en los individuos del sexo masculino
como femenino pero que durante el embarazo (Fig. 5) 1a
concentracién aumenta 10 a 20 veces Y que esta elevada

produccién se mantiene durante la lactancia (37 40).

SERUM PROLACTIN LEVELS DURING
PREGNANCY AND LACTATION

WEEK OF PREGNANCY | | PosT PARTUM DAY
nPAL  lio-20] |21-28] [30-34] [36-a0 | ? w [ | 2 |] 20

| ,

Fig.3 Niveles de prolactina en fa circulacién materna que muestran una elevacion
conforme avanza la gestacion y un descenso paulatino después del parto.
aunque haya lactancia (Soria et al. Ann D'Endocr 38:55, 1977).
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El amamantamiento con la succidn repetida del pezén es el

estimulo mds enérgico para la produccidén y secrecién de

prolactina y por consiguiente de leche (Fig.4) (41-43).

PROLACTIN RESPONSE TO INFANT SUCKLING
IN BREAST- FEEDING MOTHERS

- 1-4 WEEKS 8-10 WEEXS I1-16 WEEKS V7 -264 WEEKS
3504 I
. . "

=~ 300- | sm{

s

g

£

<

s )

L A v LA |

° .0 o s o
TIME IN MINUTES

Fig. 4 Los niveles de prolactina (PRL) se midleron en la sangre de la madre,
antes y después de 30 minutos de estar amamantando asu hljo. La
secrecion de PRL como respuesta a la succion del pez6n va decre-

- clendo progres!vamemo (Zarate et al. J Clin Endocrinol Metab 43:301,
1976)

Fuera del embarazo, una elevacién en la concentracién de

prolactina produce, tanto en el hombre como en la mujer,“""'

cambios importantes en el 4area reproductlva la cual se

puede expresar como trastorno menstrual, amenorrea,

galactorrea, esterilidad e impotencia (44%46). A este

respecto varios estudios demostraron que el tumor mas

frecuente de la hipéfisis produce prolactina y consecuente-

mente se pudieron explicar una variedad de trastornos

=
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clinicos y asi mismo se encontraron drogas que inhibiendo
la produccién y la secrecidén de la prolactina se consti-

tuian en la base para los tratamientos farmacoldégicos de

‘tales tumores y de los estados que cursaban con hiperpro-

lactinemia (47~-50). Por lo tanto, con la suma de todas

estas observaciones se aclardé que la secrecién de prolacti-
na depende de un factor hipotalamico de tipo "inhibidor"
‘gque curiosamente es un neurotrasmisor: "la dopamina" y que

variaciones en la cantidad de esta pequeifia molécula

determinan la cantidad de prolactina que se produce por

‘las células mamotrépicas de, K la adenohipdfisis y que

posteriormente se vierte a la circulacién (51-52). Con este
fundamento se buscaron agentes farmacoldégicos qué tuvieran
una actividaad dOpaminérgica y de esta manera se lograra
manipﬁlar farmacblégicamente la secrecién de la prolaCtina.

La tarea fue exitosa y asi surgié una prolija familia de

agentes "dopaminérgicbs“ los que después han servido como

modelo pafa ‘disedar una gran var_iedad de estimuladores e

inhibidores de la secrecién de diferentes hormonas. Al
mismo tiempo, la purificacién de la prolactina pémitié
disefiar métodos de laboratorio para medirla con toda
précisién en los liQuidos biolégicos lo cual ha tenido uha
repercusién seminal para entender varios procesos fisiolé-
gicos y de ayuda importante a la clinica endocrinolégica.
Paulatinamente se fueron acumulando observaciohes que

permitieron desentrafiar una serie de enigmas tanto fisiolé-

l
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gicos como clinicos, en los cuales el nivel de prolactina
circulante no era aparentemente congruente con los datos
clinicos. Esto llama aun mas la atencién porque la
determinacién de prolactina por RIA es tan precisd que no

cabe duda que la cifra obtenida en el laboratorio es

‘confiable; pocas determinaciones hormonales traducen con

tanta correlacién la situacién clinica (53-55). Asi nh
nivel en la sangre por arriba de 20 ng/ml estd seRalando

una anormalidad,'excepto dutante el embarazo y la lactan-

cia, estados en que la hiperprolactinemia es fisiolégica.,

Otras condiciones que pueden modificar la secrecién de

prolactina son el ejercicio, el suefio, la actividad sexual,

la ingestién de alimentos, el estres, la manipulacién del

pezén mamario y todas aquellas drogas que alte;ah'la

concentracién de dopamina en la vecindad de la hipéfisic"

como son los tranquilizantes, ‘sulpirida, metoclopramida,

etc. (56). Una observacién adicional fue el hecho que
podian encontrarse estados de hiperprolactinemia sin que se

acompafiaran de manifestaciones clinicas como seria ia

'galactorrea Y los trastornos menstruales, pero también»se .

observé lo contrario, que se presentaban cuadros clinicos

sin acompafarse de elevaciones de la prolactina en la

circulacién (57-60). Para congeniar estos hallazgos se

| propuso que la prolactina, al igual que lo que ya se habia

demostrado con la hormona de crecimiento, podia circular en

varias formas moleculares, todas ellas detectadas por el
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RIA, pero con distinta actividad bioldégica (Tabla 3)
(57-62) .

TABLA 3.- ISOHORMONAS DE PROLACTINA

FORMAS PESO
MOLECULAR
"BIG-BIG* 100
"BIG* | | 50
GLUCOSILADA 26
~ MONOMERO ( “LITTLE") 22-23
MOLECULAS PEQUENAS 8-16

CIFRAS APROXIMADAS EN KILODALTONES

Mediante la utilizacién de métodos de cromatografia,

 £11traciéh en gel, cromatografia por afinidad, electrofore-:
sis‘yelectroenfoque se ha podido demostrat que efectiva-‘
mente la'prolactinh (de‘aqui en adelante enunciadajcomo‘

PRL) se encuentra circulando y en la hipéfisis misma en

formas moleculares de diferente peso (59-62). Por otra
parte mediante técnicas de bioensayos se pudo demostrar
Que la isohormona m&s activa es la molécula de 191 aminoaé

cidos con un peso aproximado de 22KD la cual representa el

- 80% de la actividad biolégica; ademds constituye el 60% de

la PRL circulante. Se encontraron otras dos moiécula’sv'mas
grandes, de 50 y 100KD, que son dimeros o agregados molecu-
lares desprovistos de actividad bioldgica pero que conser-

van su propiedad inmunolégica y participan de la inmuno-
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reactividad total para PRL (50~52). A estas macromoléculas
se les denominé “big-big PRL" y "big PRL" respectivamente.
MAs recientemente se encontré una forma glicosilada de
aproximadamente 26KD que parece ser el mondmero de 22KD con
un radical glicosado (63). Estoc es posible gracias a que la
PRL tiene una secuencia de»aminoacidos en la que en un

fragmento se encuentra en el orden: ASN-LEU-SER, a partir

de la posicién 31 de la estructura primaria. Aqui se pega

la cadena'lateral azucarada en la asparagina (63-64). Se ha

'podido establecer que la forma glicosilada de PRL constitu-
- ye aproximadamente 10 a 15% del total de PRL circulante,

pero que tiene una potencia biolégica menor a 1la del

monémero de 20KD. En igual forma se han podido detectar
formas moleculares mds pequenas Cuyo significado fisiolé-

gico no se ha podido esclarecer (65). Utilizando la croma-

'togratia en columna y empacada con un gel se ha podido es-

tudiar la concentracién proporcional de las formas molecu-

lares de PRL en mujeres normales antes y después de conse-

‘guir el embarazo, asi como en el periodo posparto con el

fin de especificar indirectamente las variaciones que ocu-A

rren en condiciones fisioldgicas.

Pacientes, Para poder realizar este estudio-se ocbtuvo la

aprobacién del Comité de Etica del Instituto Mexicanoc del

 Seguro Social. A los pacientes voluntarios se les tomaron

muestras de sangre venosa del antebrazo en ayunas entre las
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8.00 y 9.00 horas, después de haber permanecido en reposo
cuando menos durante 15 minutos. La muestra de sangre se
dejé coaqular a la temperatura ambiente para asi separar el
suero y luego completar la separacién mediante centrifuga-
cién. Las muestras se almacenaron en el congelador a una

temperatura de 20C hasta el momento del andlisis,

g:omagogzafig por afiuidad'en gel. (Fig. 5) Se utilizaron
columnas de vidrio de 60 cm x 1 cm las cuales fueron'empa-'
cadas con Sephadex G-100 y equilibradas con amortiguador de
fosfatos 0;1 M que contenia 0.1%. de suero de aibumina'bovi-

na (BSA) a un pH de 7.4 y en una temperatura de 4C. El mis-

' mo amortiguador se utilizé para la elucién de la columna.

¢ N
2.0 mi del suero"problemo”
= |
- 60xlem +———Sephodex G-100 en PBS
4 &

A Lona de vidrio

) | '
]
U U [] B0 fracciones de 1.Omi

I00u} de cada fraccion para RIA de proloéﬁnq

Fig. 5 De una manera esquematica se representa
técnica de la cromatografla en columna

empacada con gel y los pasos relevantes
de la filtracién.
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La columna se calibrd con marcadores de peso molecular ‘ya

conocido como fueron el azul dextran (mol wt 200KD), albu-

mina bovina (mol wt 65KD), ovoalbumina (45KD), anhidrasa,

carbénica (22KD), citocromo ¢ (12KD), PRL marcada con I 125

(22KD) y el yoduro de sodio-125 (Fig. 6).

- VI
100 «

Alburiing boving

2

= 30 1 2 Ovoalbuming

::: Anhidroﬁ corﬁénico

3 29 <

g 20 1 Citocrome €
10 +

L__/{I 4 ' A A a A s |
. 1.0 1.2 - Le . e 20
' Ve/Vo

————y

Fig.6 Serepresenta la curvade peso molecular obtenida mediante una
. cromatografla de varlas proteinas que sirven como marcadores. Se
grafica la relacion entre el valor de Ve/Vo ( Ve: elevacién de cada
marcador, Vo: volumen de vaclo del sistema) contra el peso mole-

~cular (Kllodaltones) de cada proteina.

El azul dextran sefala el Vo del sistema y 125-I Na el Vt.

La columna se recalibré en intervalos regulares y la recu-

peracién de la 1nmunorreactividad de PRL a su paso por;la
columna fue entre 90 y.98%. Las muestras de suero seﬁdon-
centraron en filtros Amicon B-15 (W:R: Grace Co., Danver,
MA, USA) hasta obtener 3 ml (1 ml del suero se diluyd con
agua hasta obtener 3 ml en las muestras obtenidas de las

embarazadas y lactantes). De esta manera se aplicaron las
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muestras de 3 ml a la columna y el flujo se ajustd a 4.5
ml/hr y se colectaron fracciones de 1 ml mediante un colec-

tor de fracciones automatico (Multiracc 2111, LKB, Bromma,

Finlandia). Las 60 fracciones de cada columna se mantu-

vieron refrigeradas a 4C hasta su andlisis para determinar

la concentracién de prolactina. Toda esta metodologia ha
sido publicada previamente (66) . Las formas moleculares de
PRL separadas por la filtfacién en gel se identificaron con
base en su volumen de elucidén y la constante particién
(Rav): el peso molecular se calculé sobre la curva de cali-
bracién, la distribucién de la inmunorreactividad de PRL se

calculé como un porcentaje de la inmunorreactividad total.

Cromatografia de afinjdad con Concanavalina A-Sepharosa, Un

sistema no competitivo de cromatografia por afinidad se

utilizé para disociar la PRL-glicosilada (G-PRL) de

concanavdlina A-Sepharosa de acuerdo con el método de

‘Matssura & Chen (67). Para lo anterior se utilizé Concana-

~valina A-Sepharosa (Pharmacia Fine Chemical, Uppsala,

Sweden) la cual se equilibré con amortiguador de acetatos

0.1 My pH 6.0 a una temperatura ambiente. Para la cromato-

grafia se utilizé una columna de vidrio.de 5.0 x 0.5 cm a
la cual se lé aplicaron-laé fracciones 35-42 de la filtra-
cién en gel que contenian.la'forma monomérica dé‘PRL
(22 y 26KD). De esta man;ra la fraccién no ligada se recabd

nuevamente y se le determiné la concentracién de PRL. Por

|



S

e s

20

otro lado la fraccidn glicosilada se eluyé con ND4OH 1 M e
inmediatamente neutralizada con amortiquador de acetato hi-

droxilado, antes del radioinmunoandlisis de PRL (Tabla 4).

TABLA 4.- PORCENTAJE DE INMUNOREACTIVIDAD A PROLACTINA DESPUES

DEL ANALISIS CROMATOGRAFICO CON CONACANAVALINA A

MOLWT CONCANAVALINA A - SEFAROSA
(KD) ELUIDA LIGADA
% %
26 | 36 64
22 65 as
Radioinmunocandlisis de PRL. La concentracioén de PRL se de-

terminé'por duplicado en las muestras de suero Y en los

eluados de la columna mediante una técnica de radioinmuno-

- andlisis de doble anticuerpo utilizando reactivos generosa-

mente donados por Hormone Distribution Program del Institu-

to de Salud de los EUA (NIDDK). El limite de deteccién del

andlisis fue 0.5 ug/l y la grdfica logit-log para calcular

la cantidad de PRL en la muestra fue pfoporcional»al PRL

que se agregd hasta zoo,ug/l; Los COéficiehtes de variacién

intra e inter-enSayo fueron menor a 8 Yy 10% respectivamenté 

‘cuando tres regiones de la curva estdandar fueron evaluadas

- (67).

RESULTADOS

Mujeres con funcién ovadrjica normal. En seis mujeres con

o e, et T i
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menstruaciones regulares y con ciclos ovulatoriosvlas

cuales fueron estudiadas en la mitad de la fase folicular
| del ciclo menstrual se pudo demostrar la existencia en la
3 circulacién de varias formas de PRL que correspondieron con
™ las zonas de inmunorreactividad detectadas en la cromato-
i |
e grafia (Fig. 7).
128 | |
Vo BSA Ovo I-PRL CYTOCHROME ¢ vt
o
" | € 2.04 | - | A e 32 y.o.
. S - - = o—oQ 26 y.o.
£ +
3
H
[ =2
Do Y 1 A
é 08+ e
o 044 A\ f :
. . : | =2 B 2‘. . \
| ~H—1 -+ + ' ' ' e,
20 28 30 38 40 a9 50 58 €0
| ELUTION VOLUME(mL} |
- | Flg. 7  Filtracién en gel de muestras de suero obtenidas de dos mujeres con funcién ovérica normal.
R | ~ Lasflechas indican los marcadores del peso moleculat. Se nota con claridad la proporcion

‘elevada de las formas moleculares grandes de prolactina en el lado lzqulerdo de la grafica.
Las formas monoméricas estan al centro y ademds se observa la presencia de formas peque-
fas que corresponde a la serie de fracciones 45-50, (J. Endocrindl Invest (1991). En Prensa).

Las dos formas predominantes' fueron las variedades monomé-

ricas de 22 y 26KD, las que en forma conjunta constituia

i —— . g - " s e i e e e - ot e g
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del 45 al 50% de toda la actividad (Tabla 5).

TABLA §.- FORMAS MOLECULARES DE PROLACTINA EN EL SUERO DE MUJERES
CON FUNCION OVARICA NORMAL

"BIG-BIG* "BIG" (26 K) (22 K) (16 K)
VE (ML) 23-26 28-31 35-38 3942 43-48
KAV 0.02 | 0.20 0.40 0.48 0.6-0.7
MW (KD) 100 66-44 28-25 23-22 18-16
COEFICIENTE DE PARTICION (KAV =VE - VO) VE: TUBO DEL |
vT. VO |

* PICO DE LA FRACCION HORMONAL; VO: VOLUMEN FINAL;
VT:1251 YODURO DE SODIO

' También se detectaron las dos formas moleculares grandes de
50 y IOOKD'que daban aptoximadamente 34% de la inmuno-
reactividad a PRL#.la forma mids grande (big-big PRL) Se
encontrd en mayor proporcién que la otra. Hedianté la:
filtracién en'qél se pudo demostrar una éreg de inmuno-
'rreactividad eluyendo en la zona de un m61 wt de 16Kb; En
un intento de'verificar la presenbia del mondmero de 26KD
se recromatografiaron las fracciones 35-38 y nuevaménte se
éncontré un pico.dé inmunorreactividad claramente separado

del estiandar marcado de PRL que es 23KD (Fig. 8).
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to de disoclar las dos variantes moleculares de
-prolactina, lo cual resulté en su separacion. El
~ estdndar de prolactina (125 I-PRL) queda visible

y corresponde a la variante no glicosflada.

Einba:azg_ "y_ lactancia.
la cantidad de PRL 22KD a medida que el embarazo transcu-

Se observé un aumento progresivo en

_rria, y dicho incremento persistié- durante ei periodb}
- posparto Yy la etapa de lactancia. Por otra parte sé
encontréd que la forma de 26KD era proporcionalmente mayor
| qtze l_a 22KD durante el seqgundo trimestre del embarazo,
pero después decrecia 'durante el tercer trimestre y en el

periodo pOsparto_(Fig. 9).
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Fig. 9 Se muestra el porcentaje de Inmunoreactividad a
prolactina en @ ciclo menstrual (Mc), en segundo
~ ytercer lrimestres de la gestacién, en el posparto
Inmediato (PP) y durante la lactancia (L). Enel
panel superior s¢ encuentra la distribucién de las
formas monoméricas y la de bajo peso molecular,
mientras que en el panel inferior se muestran las -
variantes poliméricas de prolactina (J. Endocrinol

Invest (1991). En Prensa).

Las curvas de concentracién de las formas mol grandes
mostraron una tendencia divergente ya que la 100KD decrecié
continuamente durante el embarazo, mientras que la S5O0KD

subié gradualmente con la gestacién y descendid bruscamente

en el posparto (Fig. 10).
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Fig.10 Perfil cromatografico del suero de una persona durante
~ol embarazo (39 semanas), posparto (PP) y cuando se
‘encuentra en periodo de la lactancia (4 PP). Se nota

claramente la proporcion variable de las Isohormonas
de prolactina.

cantidades minimas de estas moléculas grandes de PRL se
éiquieroh detectando durante la lactancia y el amamﬁn-'
tamiento no tuvo efecto sobre la proporcién relativa de las
formés moleculares. Tampoco se detectd alguh efecto al
estﬁdiér las muestras de sangre tomadas antes y después de
la succidén del pezén por el recién nacido. En resumen se

pudo constatar una variacién entre la proporcion relativa

~ de las formas moléculares de PRL a medida que el embarazo

progresaba asi como después del parto y durante la lactan-

cla (Tabia 6).
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TABLA 6.- PORCENTAJE DE INMUNOREACTIVIDAD A PROLACTINA CON RELACION A LAS
VARIEDADES MOLECULARES

26

VARIEDADES DE PRL
BIG-BIG BIG GLICOSILADA PRL BAJO MOL WT
(100 K) (50 K) (26 K) (2K)  (16K)
PREQVULATORIA 194 £+ 2.3 163 + 19 248 + 3.4 27 +29 148 +18
EMBARAZO » .
20. TRIMESTRE 11.7 £ 2.0 20.1 £ 23 303 + 5.2 272423 104113
Jor. TRIMESTRE 108+ 1.9 231 £+ 49 26,2 + 3.7 305 + 5.4 114 1 42
POSPARTO 84 +20 2185 + 24 257 + 1.7 N4+28 129+21
LACTANCIA 70 + 1.6 146 + 28 28 + 4.9 360+ 12 141419
SIGNIFICADQ ESTADISTICO®* NS P <002 P <002 P < 0.008 NS

* COMPARANDOQ EL 20. TRIMESTRE CON LACTANCIA

El estudio adicional’mediante el uso de concanavalina A
permitié distinguir las dbs formas monoméricas de PRL y de
esta manera ée pudo constatar'que.siguen una curﬁa diferen-
te dufante la gestacién y la lactancia, predominando la
variante 22KD al finai de la gestacién y durante la etapa
de lactancia como se aprecia en la Fig. 9. En este estudio
no se intenté-determinar el mecanismo que determina las

variaciones en la distribucién proporcional de las formas

‘moleculares de PRL, sélo se puede inferir indirecta-

mente que tales cambios en la proporcidén de las isohdrmpnas

'puede estar condicionado al milieu interior hormonal.

En la Tabla 7 se sumarizan las principales conclusiones
emanadas del estudio con respecto a la proporcioén de las

formas moleculares de PRL,

. i . -t v i
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TABLA 7.- CONCLUSIONES DEL ESTUDIO DE PROLACTINA

CAMBIOS EN LAS FORMAS MOLECULARES DE PRL
DURANTE EL EMBARAZO Y LA LACTANCIA

FORMAS GRANDES DISMINUYEN GRADUALMENTE
DURANTE LA GESTACION

26 KD-PRL AUMENTA HASTA LA MITAD DE LA
GESTACION Y LUEGO DISMINUYE

22 KD-PRL AUMENTA CON EL EM BARAZO.
POSPARTO Y LACTANCIA

HORMONA DE CRECIMIENTO

' La hormona de crecimiento (GH) es una hormoha protéica de
una sola cadena lineal de 191 aminoacidos con dos puehtes
de disulfuro localizados dentro de la molécula. La GH es

la hormona mis abundante en la adenchipéfisis yven el

humano es estructuralmente diferente a la GH de otras 

especies zoolégicas. Por contraste las otras hormonas
hipofisarias (PRL, gonadotropinas y TSH) guardan ciertas
similitudes biocldgicas e inmunoiégicas con.sus cOngéneres
| de'ottas especies animales (68). Tanto la PRL como el
lactégend-placentario (HPL) tienen una estructura_muy_se-
mejante, asi HPL tiene una secuencia de aminoacidos igual a
'1a de PRL en casi un 85%. Mediante las técnicas de croma-
tografia ébmo la filtracion en gel y la electroforesis con
gel se ha podido determinar de una manera incuestionable

que la GH circula en diferentes formas moleculares (69).

o ——— . Sttt A . e
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La introduccién en la metodologia del dodecil suifato
durante la electroforesis permitidé una separacion cbmpleta
de las moléculas de acuerdo con su peso molecular y carga

eléctrica (70). De esta manera se ha podido establecer que

- la isohormona mas abundante tanto en la hipdéfisis como en

la circulacién es la forma 22KD que constituye aproximada-

mente el 60% del total de GH. También se han detectado

~otras dos variantes de mayor peso molecular que parecen

corrresponder a dimeros de 45 y 60KD, asi como agregados

- moleculares de 80 y 100KD, los que en forma trivial se

denominan "big" y "big-big" GH (Tabla 8).

TABLA 8.- FORMAS MOLECULARES DE HORMONAS DE CRECIMIENTO

ACTIVIDAD 4 |
FORMA  BIOLOGICA  PM (KD) CARACTERISTICAS
‘LUTTLE®  +++ - 22  MONOMERICA
- 'BIG* ++ 45468 DIMEROS Y OLIGOMEROS
- *BIG-BIG" + 80 & 100 ~ OLIGOMEROS
ngmgsgg;gﬁig_gn_ggl* Se sigue la misma metodologia que

pata el analisis de PRL descrito anteriormente.

laboratorio ya han sido detalladas previamente (70).

oporcié | a olecula GH e uiere orma

Badiginmunbanalisis de_ GH. Las condiciones en nuestro

P —
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La proporcién de formas moleculares de GH durante la fase

- folicular del ciclo menstrual muestra un predominio de la

22KD aunque se encuentran en proporciones no despreciables
las formas mas grandes. La cromatografia por afinidad tam-
bién mostré la presencia de formas moleculares pequefias de

GH en la zona de 16KD. Estas formas pequenias no sufrieron

c.ambios' importantes en cuanto a su proporcién, ant‘es Y

durante la gestacidn, permaneciendo practicamente constan-

. tes (Fig. 11).

MOLECULAS GRANDES
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SEMANA DI BUBARATO SEMANA DE EMBARATO

Fig. 11 Camblos en las formas moleculares de hormona de crecimiento con relacion a la
etapa gestaclonal, expresada en semanas. En la parte superior se registran las
proporciones de inmunorreactividad de las formas poliméricas ('big-blg" y "big")
y en la parte Inferior, la forma monomérica (ittle”) que es la que esta provista de
la mayor actividad biolégica. El término "péptidos"” se refiere a moléculas de me-
nor peso, como ocurre en cromatogratia de la prolactina.
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LA cantidad total de inﬁunoreactividad a GH en el suero de

mujeres a lo largo del embarazo ya habia sido estudiadé en

‘'mi laboratorio y habia mostrado que las cifras eran seme‘-ﬁ

jantes a las que se observan en mujeres no embarazadas, por

abajo de 5 ng/mi (Fig. 12).

300
: PRL st

200 4 { 9/mI) \.rlT
100 |
o Lai LH]|E
3.0 .

GH

{ng/mi)

0-24 26:30 352-38 38-40
WEEKS OF PREGNANCY

Flg 12 Concentraciones de prolactina (PRL) hormona de creci-
miento (GH) y lactégeno placentario (HPL), en la circula-
¢ion de acuerdo con fa semana de gestacién. En colum-
nas claras se muestra la concentracién hormonal en em-
barazadas normales y las columnas rayadas representan
los niveles en mujeres embarazadas que estaban recl-
biendo bromocriptina por padecer un prolactinoma (Ca-
nales et al. Fertil Steril 36:524,1981).
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El aumento en la proporcién de la forma monomérica de 22KD

a expensas de las formas grandes aun no tiene interpreta-

cién, pero también podria estar determinada por el ambiente
hormonal que va cambiando durante la gestacién y que en
consecuencia senala la necesidad fisioldgica de una mayor

cantidad de la forma mas activa para cumplir con los reque-

‘'rimientos metabdlicos y procesos de crecimiento.que'van en

relacién con la progresidén del embarazo. Para una mejor

~interpretacion de los cambios en la proporcién de las for-
mas de GH es necesario obtener una mayor informacién de lo

que ocurre con la otra hormona lactogénica, que es HPL (Ta-'

bla 9).

| TABLA 9.- CAMBIOS EN LAS FORMAS MOLECULARES DE
HORMONA DE CRECIMIENTO

MOLECULAS GRANDES AUMENTAN AL FINAL DE
LA GESTACION Y LA LACTANCIA

MOLECULAS PEQUENAS DISMINUYEN AL FINAL
DEL EMBARAZO Y LA LACTANCIA

GASTRINA

La gastrina (Ga) fue una de las primeras hormonas descu-

biertas y aunque inicialmente se pensé que era una hormona

de sinteSis exclusiva del tubo digestivo, en los udltimos

‘afos se ha demostrado que es producida en otras partes del

organismo como son la adenohipéfisis y el sistema nervioso

central (71-74). Estudios en el humano han podido concluir

e —n <
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que la Ga puede existir en varias formas moleculares (Tabla

10). La forma molecular mds abundante es la "pequena" que
tiene una cadena lineal de 17 aminodcidos y un peso aproxi-
mado de 2116, pero también existe una variedad sulfatada de
ziKD (Ga-17, II). La variante macromolecular tiene 34 ami-

nodcidos y un peso de 3.8-3.9KD ya que no existe una forma

- sulfatada; ademds hay uha forma molecular mds pequeiia de 13

a 14 aminoicidos. La Ga-17 es la mads abundante y es produ-

cida en su mayor proporciéh en el antro gastrico; en cambio

la Ga de mayor peso molecular se ha encontrado en la hipé-

fisis tanto'sana como cuando alberga un tumor (75).

TABLA 10.- NIVELES SANGUINEOS DE GASTRINA DUHANTE LA
ETAPA PERINATAL -

- NIVELES ALTOS EN EL SUERO DEL CORDON DEL
RECIEN NACIDO

NIVELES ELEVADOS EN EL SUERO MATERNO

LA CONCENTRACION AUMENTA DURANTE LA
ALIMENTACION CON EL PECHO

Material cligico. se estudiaron seis mujeres que cursaban
un embarazo normal y terminaron con un parto eutécico y un

recién nacido .normal. En los recién nacidos y en la leche

se hicieron.analisis hormonales. Las muestras de sangre se
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tomaron de la vena antecubital y del cordoén de acuerdo con
cada caso en particular, siguiendo los protocolos especifi-
cos que se han sequido en estas circunstancias especiales
(76) . Ademas se colectaron muestras de liquido amnidtico en
el moﬁentb_del parto. Las muestraé de sahgre se recogieron
en tubos que contenian 0.1 ml de Trasylol (1000 unidades de
kalikreina) con el objeto de inhibir lés enzimas-proteéli-
ticas y a continuacién ée dejé coagular a temperétura am-
biente. El suero se separé de inmediato y se almacend en hn
congelador a temperatura de -20C hasta el momento de reali—
zaf~las determinacibnes hormdnales asi como la cromatogra-

f1a en columna con gel.

__ngiginmgnggngligigL Se utilizaron dos anticuerpos contra

Ga obtenidos de Amersham (Int. Plc. Amersham;iux): el

‘primero RPN 1651 altamente espec‘ific'o contra la Ga puede

unir las diferentes formas moleculares de la hormona y

ademds tiene muy poca reaccién cruzada (estimada en menos
de 1.'5%) con réspecto a la colecistoquinina y otros
péptidos con estructura similar. Por otra parte el anti-

cuerpo RPN-1653 es selectivo contra Ga-17 (Fig. 13).

[ — . .

e e o - im wnmpve i - e



s o A i P R e o A e L i i St G

34

ANTISUERO RPN 1) ANTISUERO RPN H3)
® Go 17 ®GeI?
oGe )e : 0Gede
100 _ . s CCx
| \
PN
i 40
¥ oo
s
0\.
0 % 00 200 00 1000 0 0 00 200 500 1000

CONCENTRACION Of LA HORMONA [N PICOGRAND

Flg 13 Especifidad y sensibilidad del andlisis de gastrina con dos dlferemes anticuerpos.
| €l anticuerpo RPN-1651 reconoce las diferentes especles moleculares de gastri--
na y el antisuero RPN-1653 es especffico para gastrina - 17. La colecistoquinina
que es una hormona muy parecida estructuraimente no interflere en el sistema.
(Fonseca & Z4rate, Clin Endocrind 27:403, 1987).

Se utilizé Ga-17 obtenida en forma sintética como el estan-

dar ya que tiene la misma secuencia que la Ga humana (Sigma 

Chemicai Co.) y 125 I Ga+17 como el marcador. El antisuero
RPN-1651 fue especifico para Ga tanto en la forma 17 como
34 y tuvo una minima reaccién cruzada con la colecistoci-
nina ya que ée tuvieron que utilizar concentraciones supeé
riores a 5000 pg de colecistocinina para lograr una inhibi-
cién. El antisuero RPN¥1653, que es especifico para Ga-17,
précticamente no sufrié desplazamiento por la Ga-34 (Fig}
14) . |
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La curva estandar tipica en escala |ogar(tmlca (papel Logh-log)
del andlisis de la gastrina usando RPN-1651 como anticuerpo.

Se observa un descenso en la Incorporacién de Ga al anticuer-

po conforme se incrementa la ooncentracbn de Ga-17 en d
esténdar sin radlactividad.

as de RIA con ambos antiéuerpos tuvieron una
d de 5 pg/ml. En estas condiciones la sensibi-
sistema fue de 5 pg/ml y los coeficientes de

ntra e interensayo fueron 5.4 y 9.8% respectiva-
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Filtracién en gel, Se utilizé una columna de vidrio de

100 x 1 cm empacada con Sephadex G-50 fino y la columna

se equilibré y eluyé con amortiguador de barbital 0.2 M y

PH 8.4 con agregado de BSA al 1%. La calibracién de la

columna se realizé con azul dextran, 125 I Ga-17, 125 I

Ga~-34 y 125 NaI. El flujo se establecid contra la gravedad

a una velocidad de 12 ml/hr y se recolectaron fracciones
de 1.5 ml. Cada una de estas fracciones fueron sometidas al
radidinmunoanalisis en alicuotas de 0.1 ml. En la columna

se aplicaron alicuotas dei suerp de 3.0 ml. El coeficien-

te de particién (Kav) de las moléculas eluidas en la
columna se calculd de acuerdo con el método de Laurent-xié

llander (77).

Concentraciones de Ga en parto y lactancia., El contenido de

Ga en la circulacién materna fue maYof que el detectado en

una muestra de liquido amniético obtenida al mismo tiempo:;
" en cambio se encontré una mayor concentracién de Ga en el

'cordén umbilical del recién nacido (Fig. 15).
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 Fig. 15 Niveles de gastrina en el momento del parto y en la
| lactancla para mostrar que la concentracion es ma-

yor en el reckén nacldo y en el lactante.

Asimismo la concentracién de Ga en la circulacién del nifio
lactante fue mayor significativamente que la obtenida en su
madre; en la leche se encontré una cantidad mucho menor que |

en las dos muestras bioldégicas anteriores.

La concentracién de Ga en el recién nacido prematuro en

'~ sangre obtenida del cordén fue significativamente menor que

en los recién nacidos a término y peso normal (Fig. 16).

A
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Fig. 16 La concentracién de gastrina en madres y reclén nacidos en condiclones
| normales, en prematuros y en anencéfalos, los puntos son valores Indivi-
il sibles. Los recién nacidos normales muestran los niveles mas altos.
. En un estudio realizado durante los periodos de amamanta-
®

miento se ehcontré que la concentracién de Ga obtenida en
el sﬁero del léctante mostraba un incremento casi delldoble
después de 30 minutos de estar succionando el pezén (Fig.
17). Esta forma de respuesta al amamantamiento se conservé
dos y tres semanas pospérto,_sensiblemenbe con 1la misﬁa
magnitud de.incremento en iﬁs tres semanas del estudio

(Fig. 17).
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EFECTO DE LA LACTANCIA SOBRE
GASTRINA CIRCULANTE EN SANGRE
Y EN LA LECHE
é N | éoo 200
B S | | T
5 100 ¢ ’//’,,I €E .-+‘°°
£ -
3 }/ | | /
: | o _ , | . o e
AR | | BASAL 30 MIN BASAL 30 MIN - | B
S T - SUERO MATERNO | LECHE
’ | Fig. 17 fanto en la circulacién materna como en la leche la concentracion de gastrina
muestra un incremento como respuesta a la succién del pezén por el nifo. La
madre produce y secreta una mayor cantidad de gastrina al amamantar.
. En tres madres se estudié el contenido de Ga en suero ahtes
Y deSpués de que el nifno se estaba alimentando Yy se observd

un discreto incremento en la concentracién de Ga; asimismo,
- fue moderado el aumento en la Ga de las muestras de 1eche,'
como respuesta al estimulo de la succién del pezén (Fig.

18),
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GASTRINA EN SUERO DE LACTANTES
EFECTO DE AMAMANTAMIENTO
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" Fig. 18 La concentracién de gastrina en la circulacién del nifio aumenta al succlonar ol pezbn

y la Ingestién de leche. La magnitud del incremento de la secrecion de gastrina en el
lactante se mantlene practicamente sin cambios durante todo el periodo de lactancla.

En una "madre y e_h su recién nacido se pudo realizar

una cromatografia del suero para conocer la prOporciéh de

las dos 'principales formas mol_eculares de_Ga Yy se encontré

que en la madre predominaba la Ga-34, en cambio en el nifo

la mayor proporcidn“correspondié a Ga-17 (Fig. 19).

.o ‘e
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Fig. 19 Se muestra el fracclonamiento, en Sephadex G-50, de
las moléculas de gastrina presentes en el suero de la -
madre yde su reclén nacldo. En el recuadro superior
se demuestra que la forma de Ga-17 es la molécula
predominante en el nifo. En el recuadro inferior el cro-

- matograma de la madre revela que la forma predomi-
nante es la Ga-17. Las flechas indican ef volumen de
elucidén del azul dextrdn (Vo), 1251 Ga-34, 1251 Ga-17,
Nal (W), de izquierda a derecha respectivamente.

En la Tabla 11 se resumen las principales conclusiones
de_i:iv'adas del estudio realizado para conocer las variacio-

nes en la Ga circulante.

e e ——— ——— et Setn s s e et
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TABLA 11, DATOS SOBRESALIENTES DEL ESTUDIO CON GASTRINA EN LA
CIRCULACION MATERNA Y EN EL RECIEN NACIDO

o LA CONCENTRACION DE GASTRINA ES MAYOR
EN EL RECIEN NACIDO

o LA SUCCION DEL PEZON DESENCADENA LA
SECRECION DE GASTRINA EN AMBOS

e SE PUEDE DEMOSTRAR LA PRESENCIA DE LAS
DOS FORMAS MOLECULARES DE GASTRINA,
17 Y34 KD |

¢ LA LECHE CONTIENE GASTRINA

Patologia del embarazo. 'Es interesante referir los'résul- |

tados preliminares que se han obtenido _dé un .t'rabajo en

proceso. sé encontré que los niveles circulantes de Ga

en la gestacién normal son signiticativamente_menores que
los observados en embarazadas_con preeclampsia Y en aque-~
llas con un embarazo prolongado (78). la misma tendencia se

observé en cuanto a la concentracién de Ga on el cordén

umbilical de los recién nacidos de madres con patologia

obstétrica en comparacién con los recién nacidos de madres

con embarazo normal (Fig. 20).
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Fig. 20 Concentraclones de gastrina en los liquidos biolégicos de la madre
y del recién nacido, en condiciones normales y en varias patologlas
obstétricas. Se observa que cuando existe una patologfa obstétrica
los niveles de gastrina son mayores que los que se registran en la
gestacion normal (Moran et al. datos aln no publicados). |

La intetpre_tacién inicial a estos hallazgos es que proba-
blemente las condiciones de estrés en la madre, que se
transmiten al feto, se reflejan en la concentracién de Ga

tanto de origen hipofisario como de la que proviene del

| tubo_diQestivo (79-80).

- CONCLUSIONES

No obstante que se acepta ampliamente que las hormonas

proteicas circulan en varias formas moleculares guardando
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una cierta relacién con las condiciones del medio interno,
aun es necesario investigar mas profundamente con el objeto

de aclarar la interrelacién entre la proporcién de esas

moléculas y las etapas fisiolégicas. Asimismo es impoftan-

te establecer el mecanismo que determina una alteracién en
la proporcién molecular de la hormona en ciertos estados
patolégicos para asi conocer 1la fisiopatogenia de una

enfermedad y subsecuentemente proporcionar estrategias

terapéuticas para su manejo o tratamiento. En el caso de la

PRL se ha acumulado una enorme 1nfbrmac16n la cual ha per?

~mitido conocer tanto la fisiopatogenia de algunas enferme-

dades como los factores determinantes de las etapas fisio-

 16g1cas. En cbndiciones normales la mayor proporcién de PRL

se encuentra en la forma monomérica; la cual a su vez puedq

encontrarse como la variedad glicosilada y la no glicosila-

- da, Esta ultima forma monomérica es la mas activa biolégi-

..camente y aun ho se ha determinado si la forma glicosilada

sélo es un reservorio de la primera en situaciones en las

que se requiere su transformacién'periférica a otras formas

(81-82)._'Durante'1a gestacién y_sobre todo en el petiodo
- de la lactancia la forma no glicosilada es la variénte
molecular predominante ya que interviene eh el proceso de
la supérvivencia de la especie a través de su particip&cién

en la preparacién para la produccién de la leche y mas

adelante el inicio del amamantamiento (82-83). En el pre-

sente estudio también se ha confirmado que las formas nble-
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culares Qrandes de PRL, provistas de una menor actividad
biolégica, decrecen a medida que la gestaciodn progresa Yy
asi permdnecen durante la lactancia. Ademds, como un ha-
llazgo especial fue la deteccidén de formas moleculares aun

mas pequenas que la variante monomérica lo cual en el mo-

mento sélo se puede considerar que son fragmentos molecu-

lares, pero que conservan su actividad inmunolégica.

Con'base en los resultados que se obtuvieron en el estudio

de las formas moleculares de PRL se pudo concluir que es

~ aparente que la tegulacién'de la proporcién que se encuen-

tra en las variantes de PRL es de importancia para lavfun-

cién hormonal y que por ende débe estar sujeta a un control
endocrino. A su vez la reguiacién,de'la_proporcién de las
formas moleculares de PRL por el medio interno puede con-

tribuir al ajuste de la funcién hormonal al través de 1la

secrecién de diversas formas moleculares de PRL.

"En cuanto a los resultados obtenidos en el estudio biOqui-

mico de la GH y sus variantes moleculares, se puede con-

cluir que sigue un comportamiento semejante al observadb

con la PRL. La forma predominante de GH fue también la

monomérica y aunque las isohormonas de gran peso molecular
estuvieron presenteS'en cantidades considerables (84),

mostraron un descenso conforme avanzé la gestacién. la
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seguramente participar en forma importante en el proceso
gestacional asi como durante la lactancia. Al igual que
con la PRL, es necesario profundiiar en el estudio de la GH
- en diferentes condiciones fisiolégicas. Por lo tanto en mi
llaboratorio ya se estdn ampliando los trabajos con el
objetivo de analizar la interrelacidén que existe con la

dindnica de PRL.

Los estudios con Ga son de particuiar'relevancia ya qué en
esta Adrea el conocimiento no ha sido tan extenso como-e1
‘que se ha alcanzado con el estuydio de otras hgrmonas; Se
sabé de la lmportahcia Y de la interaccién entre la madre‘y
el recién nacido en cuanto al vihculo alihentario avtravés
de la lactancia y como ésta‘permite y condiciona la etapa
final del desarrollo del tubo digestivo,eﬁ el nifo (85-86).
La llegada de leche al recién nacido y su respﬁesta'a la
secrecién de varias horhonas, en particular las del tubo‘
digestivo; es una etapa definitiva en el desarrollo‘del
sistema digestivo'(85-87). Siﬁ embargo el heého de que
parte de la Ga que se encuentra en la circulacién proviene
no solo del tubo digestivo sino también de la hipéfisis
permite consideraciqnes sobre las respuestas y reacciones
en el binomio madre-hijo. Llama 1la atencién gque el recién
~nacido tiene una mayor concentracién de Ga circulante en
comparacién con la que se enéuentra en la circulacioén de la

madre y en el liquido amniético, es decir parece que el

ST,
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feto tiene una capacidad de respuesta tanto a la degluciodn
de liquido amnidético como, posiblemente, a estimulos
neuroendocrinos que le llegan directamente a su eje
hipotélamo-hipofisario. La concentracién de Ga también
guarda una relacién con el grado de desarrollo gestacional
ya que se encuentran diferencias entre el recién nacido a
término y el prematuro. El amamantamiento produce un
estimulo para la secrecién de Ga tanto en la madre como én
el nifo, casi con una tendencia semejante a la'que ée
observa en los estudios con la PRL, pero con una'importante
diferencia ya que en el lactante también se incrementé la
Ga., Este dltimo hallazgo sugiere que la succidn del pezéh'_
Y én tofna secundaria el ingreso de la leche al tubo
digestivo del nifio estimula la secrecién de Ga a través de
dOIIVIQB: una directa Y la otra neurdgénica_por el nervio |
vagd (88) ., Finalmente, otra observacién preliminar, qﬁe‘
requiere verificarse es el hecho que encontramos en el
recién nacido una mayor proporcién de la forma Ga=-17, que
se sabe es la variante que se produce, en la mayor cantidad
en el antro gastrico. En contrasté, en la circulacién
materna predomihd la variante Ga-34 que es la.molécula.que
posee menor actividad biolégica. Otro hallazgo en nuestrq
estudio y que necesita ngeterse a mds condiciones experi-
mentales es que eh algunas situaciones de patologia
obstétrica consideradas como de estrés para el feto, se

encuentra una mayor concentracién de Ga. Es un conocimiento
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que el estrés puede generar una mayor secrecién de Ga, en
variadas condiciones fuera del embarazo (89). La lactancia

es una etapa especial que permite el estudio de la interre-

lacién hormonal con otros sistemas del organismo, en

_particular con el sistema nervioso central ya‘qne_la_

1ntardependencia entre la madre y su recién nacido es

definitiva para la_supervivencia.y'mantencién de la especie

bioldégica (90-93).

Las conclusiones que se derivan de todos estos estudios

presentados en la tesis pueden extenderse a otras areas del

conbcimienfo_biolégiCo. Los resultados, su interpretacién
y las'hipétesié alternas que se deriven de ellos son una
‘continuaciéh'de una linea dé pensamiento que se ha’ﬁenido
'peréiguiendO'en los Ultimos veinte afios para cdnttibuir al
"conocimiento’de la fisiologia de la lactancia; la inferti-

“1idad posparto y la participacién activa del recién nadidq'

~ en todo el proceso,
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"LOS CIENTIFICOS SON GENTE DE TEMPERAMENTOS
DISTINTOS HACIENDO COSAS DIFERENTES DE

" MANERA DIFERENTE. ENTRE LOS CIENTIFICOS HAY

COLECCIONISTAS, CLASIFICADORES Y METICULOSOS

- COMPULSIVOS; MUCHOS SON DETECTIVES POR

TEMPERAMENTO Y MUCHOS MAS EXPLORADORES;
ALGUNOS SON ARTISTAS Y OTROS ARTESANOS
TAMBIEN HAY POETAS-CIENTIFICOS Y FILOSOFOS-
CIENTIFICOS INCLUSO ALGUNOS MISTICOS®

PETER B. MEDAWAR (1915-1988)
THE ART OF THE SOLUBLE
LONDON: METAHUEN, 1967, p. 132
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