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Gii - La presente tesis se inicia con la mencién de las
generalxdades mds importantes acerca de la prolactina. Se incluyen

i pocos dates histéricos como tales, pero se mencionan algunas de las

:numerosas funciones que se le han descrito a lo largo de un poco
mds de 70 afies de su estudio.

Tomando a la rata como modelo se describen con mayor detalle
‘aspectos relacionados con la secrecidén de esta hormona, como son:
las diferencias en la secrecidn observadas durante el diestro,
estro y proestro en la hembra con ciclo estral regular de cuatro
dias y las diferencias en la secrecidén con la rata macho; los
estimulos involucrados en la secrecién durante la lactancia junto
a la descripcién de la independencia entre 1los cambios
hipofisiarios de detectabilidad de la hormona ‘y la liberacién
propiamente dicha de la misma.

El prcceso de secrecidn de prolactina (PRL) se inicia con la
sintesis de la hormona en el reticulo endopldsmico rugoso,
continuando con una serie de eventos que resultan en la formacién
de grdnulos de hormona concentrada, cubiertos de membrana. Estos
grdnulos sufren una serie de transformaciones quimicas vy
morfoldgicas hasta que son secretados por exocitosis, medio por el
cual la hormona es liberada a la circulacién.

En la rata lactante, la activacién del sistema se encuentra
controlada por la estimulacién que las crias aplican durante la
succién. Cuando las ratas permanecen de 2 a 8 horas sin ser
succionadas, la concentracién de PRL adenochipofisiaria se
incrementa mientras que el nivel circulante disminuye. En estas
condiciones, la succidn de las crias induce una disminucién brusca
vgr. deplecién del 30 al 50% del contenido de la hormona, en la
adenohipofisis, asi como su liberacién gradual hacia 1la
circulacidn. Debido a las cinéticas diferentes de ambos eventos
{vgr.: mientras qua la deplecién es rapida y masiva, la liberacién
es de menor magnitud, pero sotenida durante el tiempo de aplicacién
de la succién), ocurre una clara discrepancia entre la gran
cantidad de hormona depletada y la poca cantidad de hormona
liberada a los pocos minutos después de iniciada la succién. Esta
condicién aunada a que la hormona depletada se vuelve nuevamente
visible al ser extraida de la hipofisis en amortiguador de
carbonatos a pH 10 y que agentes como la cisteamina causan un
efecto depletor, ponen en evidencia que la PRL no abandona la
hipofisis de inmediato sino que sufre un cambio en su
detectabilidad original relacionado con el intercambio tiol-
disulfuro.




De esto y otros hechos surge la hipdtesis de que los cambios
“en la detectabilidad de la prolactina hipofisiaria estdn asociados
~~a mecanismos de intercambio tiol~-disulfuro dependientes del pH, que
estos suceden a nivel postraduccional y que afectan sobre todo a la
variante monomérica de la hormona. Dado que estos cambios de
detectabilidad pueden ser observados sobre homogenados de
hipéfisis, en la presente tesis se investigé si dichos mecanismos
de intercambio tiol-disulfuro dependientes del pH eran o no
exclusivos de la rata lactante y se determind el efecto de un rango
amplio de valores de pH. Asimismo, se investigé el efecto de
agentes alquilantes, agentes oxidantes y reductores, y de un
inhibidor enzimitico sobre 1la detectabilidad de 1la PRL de
homogenados de hipofisis de ratas no lactantes. Ademas se analizé
el efecto del pH sobre la presencia de isoformas de PRL
adenohipofisiaria en la rata lactante.

Entre los resultados mds sobresalientes se encuentra la
observacién de isoformas hormonales, en el rango de los 18-20
kilodaltones (Kd), cuando el andlisis fue hecho en condiciones
dcidas o neutrales. Igualmente interesante fue la presencia de una
variante de 22Kd en la extraccién a pH alcalino. Se observé que el
fenémeno de indetectabilidad era parcialmente bloqueado al incubar
los homogenados adenchipofisiarios con los agentes alquilantes
jodoacetamida y N-etilmaleimida y que esta ultima aparentemente no
modificé la presencia de las diversas isoformas hormonales, y que
tampoco lo hizo el inhibidor enzimdtico aprotinina. En conclusion
este trabajo aporta evidencias de que es posible reproducir in
vitro los cambios de detectabilidad de la PRL mediante 1la
manipulacién del pH y de los agentes reductores tiélicos ¥y
oxidantes. Asimismo se muestra que los mecanismos de intercambio
tiol-disulfuro, responsables de 10s cambios de detectabilidad de la
hormona, estdn presentes en los animales no lactantes, siendo
particularmente evidentes en el proestro.

II



peseen

specificas - que

{an‘de acuerdo.a.la especie. .’

e

importancia: cjue . permiti 1a . cual: " es’ ,u'nra;

comunicacidn .fisicldgica’ e aturaleza proteica. -

organismo. Los ;7 mensajero

empleados por este 5

hormonas que = después
sintetizadas por  un éiél_s

tejido especifico

secretadas -hacia -

Existen hormonas, que alo:

largo de- la filogenia de r.lvosb ; ~cuandt; ‘se " demostzjé que' 'ia
vertebrados, mues travx;x ‘ inyeccién de un extracto acuoso -
universalidad en la regulacién dé adenohipdéfisis era capaz de -
de una funcién o un grupo estimular la sintesis de lgche

particular de funciones. Otras por la glindula mamaria de .



RINCIPALES EFECTOS. DE LA PROLACTINA EN LOS
DIFERENTES GRUPOS DE VERTEBRADOS

PECES:(Teledsteos)

-Secrecidén mucosa por glandulas
cutdneas, bucales y
brancuiales.

~Accidén osmorreguladora

-BEfectos antimetamérficos.
-Accidén osmorreguladora.

~Accidn antigonadotrédpica.

~Produccidén de
de la paloma“.
-Formacidén de la “placa de
incubacidn".

-Desarrollo de la conducta
paternal.

“leche del buche

-Desarrollo de la gléndul
mamaria. -
-Lactancia: Efectos
lactogénicos y
galactopoiéticos.

-Accidén luteotrdpica.
-Accién antigonadotrépica.
-Accidén osmorreguladora.

[Cuadro tomado de Nicoll C.S.

1978, (57) modificado]

conejas pseudoembarazadas.
Poéteriomente, esta respuesta
se observé en perros,
cerdos y vacas. El compuesto
responsable de estos efectos
fue aislado en 1933 por Riddle,
Bates y Dyskhorn, quienes le
asignaron el nombre de

prolactina (56,58,62).

La prolactina es
proteina que estd constituida
por una sola cadena
polipeptidica con un nidmero
variable de puentes disulfuro
(16). En 1los teledsteos 1la
cadena se une por dos puentes
disulfuro (16), mientras que en

varias especies de mamiferos,

una



. 'localiza :m:.c;almem:e en de 1os
cxclosl:omos, en “‘los cuales
desenpeﬁa un pape; importante
“en” 1{a _fégﬁlacién’r metabdlica“de -
ylos g électroiitaé "(56). En-los
peces teledsteos, - la hormona
posee ac‘ciones. -principalmente

de tipo osmorregulador,

hormona .

péré'

de est:as espec:.es a, :

.asi como, reduciendo 1Va; .
ermeabilidad al agua de las
expuestas

membranas a ella,

como las agallas, la

os rifiones. En. estos peces la

regula también ' la

ecrecién - ‘del moecc bucal,

3 branquial y cuténeo. Asimismo,

el numero Y la talla de las

;_.:g].ﬁndulas mucosas del t:eg'umenco

en ‘varias especies de este

grupo son aumentadas por 1la

prolactina.. El .revestimiento
que esta secrecién mucosa
proporciona puede funcionar

reduciendo la permeabilidad de

la piel del pez, contribuyendo

:.el, la vejiga, el xn:est:mo y ‘ ‘_



en’ algunas”’

osmorreguladoras g

" ‘especies  de ' salamandras.
Estudios realizados en varias
especies de anfibios han
mostrado gque la prolactina
posee acciones antimetamérficas
en larvas de anuros y urodelos.
En relacidén con estos efectos,
las acciones de la prolactina:

son antagénicas a las de. .la

tiroxina, la cual induce

metamorfosis, pareciendo:

esta manera que la prolactin; v‘ culebras (56 '57).

favoreciese la fase acudtica de i ‘.A' diferenc;a de lo
la vida de los anfibios. En acontecido en i ,,el'ji“ grupo:”
estas especies también se ha anteiior, en” las . ave\s; se :




era decisiva

ds sa}rr_oirld" de los

de’ épnd@cﬁa maternal

pa‘i’cmya" . Esta- S "m“estos animales,

‘es pr:_éduc'idna desde: - y durante la expulsién de

. ‘p‘ocos' dias antes de que ,bel : : lqs I{ue\ids,‘ se observa una gran

periodo de la incubacién de los viié'séiiiariiacién con perdida de

huevos termine y durante una o las :plumas de la piel de 1la

dos semanas después de que 1a egié)lfx‘posterior del abdomen,

cria sale del cascarén. Durante a cual va a ser colocada sobre

este periodo las - células huevos para empollarlos. A

mucosas epiteliales
hipertrofian v -
"grédnulos - de

Eventualmente 2

dando luga'r_‘
del ' buche*

sustancia blancuzca




‘prolactina tiene a su cargo de
“manera fundamental una funcién
caracteristica y exclusiva de

estas especies que es la de la

lactancia. Durante esta et

n-eliinicio:de‘la f__omaciﬁn de
v.isu’ secrecién,
sébe ‘que para

algunas especies :de mamiferos

1a : brolactj.xia ‘es. indispensable

tenimiento  de 1la

del ciclo reproductor de los

mamiferos, la prolactina

participa en el desarrollo del™

sistema ductal mamario que se

presenta cuando la gléndula

mamaria pasa del estado
postpuberal al estado
lactacional (12,56) .

En ‘la

‘secr -"r'm .lictea, el cual' es

depomj.quo’~  'galactopoiesis

(12;56).  Por - otra

parte,

“‘Qirante ~el" ciclo ~estral—de-
“algunas éspecies, como la rata, )

el ratén, la oveja, etc., la

hormona estimula la formacién y

‘mantenimiento del cuerpo liteo,

mientras que al mismo tiempo



somitico  sobre - el
se’" ha vac L de la ' gléndula
induccidén experimental’ 7 mimatié, influyendo de esta

‘er_g - sobre . la compleja

conducta "mat:erna’lz ,,Vén at
exposici&n a e : mtefﬁcciﬁn entre madre y cria
“nacidas, " va t E e »se' establece durante la
elevaciones en.la secrecitn de ‘crianza (29) .

la hormona (29)1 Se ha sugerido, en

.. que_ la hormona,p,udiex;la" t;exier_un

papel causal en:

determinacién  de ‘la ‘conducta.

maternal. Sin embargo',‘-. el ha observado un ‘aumento

desarrollo de 1la conducta

maternal no estéi 'bda‘d‘d élulas “de ‘este, ' en . ratén

primeramente por la accién de '

fe oS son ejercidas

'adi.cién,”:mqpe” la - prolactina

tiene acciones osmorreguladoras .

sobre el: epitelio mamario, .ya
a‘' absorcién de sodio en

‘lactante ‘como respuesta a la.



. estados

reproductivos.. de ' la  rata,

describiendo con mayor amplitud

encuentran

la“dindmica y los mecanismos de

:'secrecidén de esta hormona.




foliculo: ‘estimulante’

v fprd?g‘es‘t_er

secrecién”

(14,50-53) .7

Vlos“: niﬁvei;és :de“,p:aladtina
ciréulanté'j co;ﬂienzé ‘éiiedédor
derl 7 mediodia de]i pfoeﬁtﬁ:té, i
alcanza. su valor méximo éuanao
empieza la noche y reé:esa asu -

nivel basal en la maflana del

estro "(50,52,53) .

Se ha observado que el
pico de secrecidn de prolactina
del. proestro, estd acompafiade
por vpicos similares en la
secrecidn de varias hormonas:

" hormona luteinizante (LH) i



reversibl
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“Estio™ Dustro 1 Destro 2

i Fig.A. Niveles de hormonas sexualas
‘determinadas en la sangre de la raca
de laboratorio durante su ciclo estral
‘de ‘cuatro dfas y durante tres di{as de
gseudogestacidén. Los niveles durante
el ‘ciclo estral estdn trazados en

negro; - los de la seudogestacidén 1lo
v estdn en discontinuos. La
acién fue pr d por

estimulacién mecdnica del cuello del
dtero. durante el proestro. Mediante
reflejos nerviosos esta estimulacién
conduce ‘a. un aumento brusco de los
niveles de prolactina, cuyo afecto
_inmediato es el

Proestro

Ciclo estrat

11

Estro Ouestro 1 Destro 2

—

mantenimiento del cuerpo luteo durante
varios dias retrasande el siguiente
ciclo estral en el mismo tiempo. En el
caso de una cdpula y una inseminacidn,

astos heches estarian generalmente
acompanados por fecundacién,
implantacién ¥ gestacién, a

consecuencia de lo cual el cuerpo
ldteo seria mantenido por la secrecidn
de las gonadotrofinas placentarias.
Nétese el crecimiento sostenido de los
estrégenos durante el diestro y el
proestro, correlacionado con la
maduracidén de los foliculos ovéricoes.
{Tomado de Eckert. (8)].




por. -~estimulacién’

eléctrica’ deJ;' cé
niveles"
‘prolacti

encuentra elevada’

pseudoembarazo o en:la:primera




‘x:e'cébt:iviii‘ad “de” 1a " hembra

normalmente - se realiza e

_t:arde' del prdestro. En la ra 1 el pseﬁdoexﬁb‘é‘razo,

- que no ha-copulado, los niveles ‘generalmente’. el AL dia ‘después

de prolactina en el plésfna‘ de ‘haber sido induéido bdicho
regresan a un nivel basal en "ia e 'éstado . Posteriormente
mafiana del estro. La suceéién - desaparece también dicho pico
de picos diarios, diurnoéi Y noc‘:urno y se reanuda el patrér;‘
nocturnos ocurre en las ratas normal de secrecién  de
pseudoembarazadas, por lo menos prolactina propio de un nuevo

durante los primerocs seis dias ciclo estral (3,13,15,52,53).

de dicho estado (15,52,53). .

“13



iarios’de secrecién

L de ‘prolactina; " ‘de manera’

similar a los observados

nivel alto se mantiene por 11
dias ‘a partir de los cuales
decrece abruptamente,

‘manteniendo este nivel' a.‘lo

. 'd\_xi'argte el pseudoembarazo. Este; ..

largo de los restantes dias de. :

hormona:en el plasma y en

‘hipbfisis

- del

“hipofisiaria se
rementa significativamente

como 16 ‘refleja el aumento en

las concentraciones de

{1,52,53). Es

probable que el aumento

. significativo en la secrecién
. 'de ‘estrbgenos ovaricos que se

‘observa en las iWltimas fases

embarazo, sirvan como

:estimulo para este incremento

‘en:la secrecién de. la hormona

la gestacidn. Aparentemente, la - .. '(1,52,53).

secrecién de prolactina’

.pox i

“14




los
de 1la
h’ormon‘é; s:g'n"':muy bajos. Se ha
ocurre en el c:.clo e detemix;aéé fqu4e cuando laé

el ‘cual, la regulac:.én de la “ratas iact;ant:es son separadas

secrecién’ 'de nprcla.c!::.na‘, : és .de sus crias durante varias

‘interna ’y : esté, -dada’ por:ilos

es tero:.des . ovdricos,  la  succiénadas por ellas, el
secrec:.én de 1a hormona durante . inicio de dicha succién es
la lactancia esté&, seguido = de una - liberacién
practicamente en su totalidad,; ‘ . répida .de prolactin; “a 1a

'sujeta al control  de los‘: i _' cu:culac:.on (53).‘ RN

impulsos aferentes generados en

la periferia por el es}::{mullbr de de la h:.po sis en respuest:a a1l

horas — y~‘posteriormenté son

prolact:.na es’ llberada L




al . menos en parte, a que las
rias succionan a la madre con

menor frecuencia a medida que

van.creciendo. De esta manera,
‘la: ntensidad del estimulo para

ecrecién de la hormona

ismimﬁye' considerablemente "al
‘_é‘ve inal’de dicho periodo (41,52).

16



prolactina en el maché no estén

"/ “bien’establecidas, se sabe que

“el hipotdlamo del macho inhibe -

7714 "secrecién de prolactina

(52).

. Numerosas observaciones
han demostrado que las ratas
macho no poseen la capacidad de
presentar un patxrén de
secrecidén de prolactina similar

al de las hembras (52). Cuando

las ratas macho son tratadas

con estrégenos, sus niveles

circulantes de la hormona se
ven incrementados, sin que se
observe una secrecién a manera
cuando

de picos. Sin embargo,

un macho es castrado

neonatalmente y es tratado con

estrégenos siendo adulto, puede

‘como’ Qe ratas’ machos. "

ien_:las :funciones de ' la:

17

i al

'Se':—’ha"olisérvadé que i
Eraﬂ;blantar hipéfisié
masculinas bajo la exninencié
de hembras

med_ia' ratas

hipofisectomizadas, estas
pueden presentarzr
pseudoembarazo, embarazo Y

lactancia (52).

Por otra parte, la
secrec»ién de estrdgenos que
estimula la secrecidén de

prolactina en el ciclo estral,
es blogueada mediante un corte

en el hipotdlamo hecho

inmediatamente detrds del

quiasma &ptico, semejando la

secrecidén en el macho;

sugiriendo, de esta forma, que




ra, v esto podria .
e el hipotdlamo de

hembra :“consta ~-de

cteristicas funcionales que -

"sl_ente's en el hipotdlamo

18



‘es ~mﬁy.pfblbi§g'acl_o,’ _iex._lhi}erido a

1a madre’con su cria’es posible

réstablecer la funcidn ‘que




niveles

cién (20, 46). .

procesos de

‘por la

.neuroendécrino por el’ én'y la replecién de la’

fneui'ogénico de “la’ constituyen los

{20,25). El - efecto* bésicos de la

succién sobre la secrecién: de prolactina

prolactina consiste @ en 'unp influenciada por la succidn.

deplecidén® inicial ripida (1-2" Ha sido determinado que el

min.) y extensa (15-60 pm\mg) - o grado de 1la  deplecidén de

de la hormona dentro de la prolactina hipofisiaria que se
hipéfisis. Se ha demostrado que presenta por efecto de 1la
un pericdo de estimulacidén de succidén asi como la tasa de
dos minutos es tan efectivo replecién de la hormona,
_para reducir el contenido dependen de dos factores: la
hipofisiario de 1la hormona, intensidad de la succidn, es
como lo son 30 minutos (22). decir, el nimero de crias
Después de ser depletada, la presente en la camada y de la
prolactina adenohipofisiaria se duracién del intervalo - sin
reacumula, es decir, se succién, previo a la aplicacién
repleta, pudiendo pasar varias _de un periodo de sucecidn.
horas antes de que sean Una vez iniciada" la v

20




Un ‘trabajo .
: efecto’ d'e" laduracién de la
succién sobre la concentracién
de pf;iietina circulante, es el
realizado por Grosvenor Y
Whitworth (1974), en el cual la
suceién fue aplicada durante
diferentes periodos de tiempo
(5, 30, 60 o 90 min.) a ratas
que no habian recibido dicho
estimulo durante 8 horas. Las
muestras de sangre en las que
se determiné la concentracién
de la hormona se colectaron sin

perturbar a la madre, por medio

21

;61;1 Asi,‘_ ‘la’ concentracidn

hormona en ‘el ‘plasma se

: incrementé levemente en el

grﬁpo succionado durante 5

minutos, mientras que la

concentracién méxima de 1la
prolactina en la circulacién
fue alcanzada en aquellos
grupos que fueron succionados
durante 15 a 30 minutos. Este
nivel se mantuvo durante los 45
del

a 75 minutos restantes

periocdo de succidn.

La tasa de secrecién de la -

prolactina durante cada minuto

de succién fue calculada. como




meca.n:lsmos de aJ uste

utiliz - paxa .

177 1aiom ingles denotan -

Idep!ecion); “yiillenado,:

cérmino:tdepletion® no

se ucllizan an\bos en:la
“ posi

L o8 l:eminus deplecidn :
referirse a los términos deplef.icm PE reple\:ion
agotamiento, disminucidn :
acumulacién, replecidn, . trapletion)’ - elil
existe en. el idioma espafiol, - aungue si:el’de:x pleC161,'
presente tesis con el propésita.de:conse
confusiones.: .




" secretada a la-circulacién.en

‘este periodo (21,25). La méx
deplecién ocurre al cabo.
entre uno y dos minutos: de
succidén, y en ese lapso, ,siozlo

han aparecido en la circulacidn

cantidades pequefias de
hormona (1-2ug).
En experimentos  -de

estimulacién del nervio mamario -

en ratas, se vié que niveles -

circulantes bajos de prolai:.tina

la’,

continuamente

. Y la
tinﬁ liberada se ha hecho
succionadas

en; ratas

durante 90

sminutos, después de un periodo

‘_y,de 2, 4 u 8 horas de no

niveles ‘.

coincidieron con *
hipofisiarios depletados, g
después de 5 minutos . de

estimulacidn, mientras que los

'succién. Se encontrdé que fueron

liberadas a la circulacidn 17,
32 y 48 mg de prolactina en los

grupos de animales no

.23 ..



/. no succién s:.xn:.lares

:de secrec:.én.

¢ mantuvo
resull:é de

" :elacién

i durac:.én del periodo de no‘

succién. --Asf{, en el grupo

previamente no succionado

durante 8 horas, la secrecién

constante de prolactina se

mantuve a lo largo de los 90
minutos que durd el periodo de

succién; por 60 minutos en el

24

circulacién,

“depletada v la
efada:: De esrta forma, ya que
la Tpr.;olactina depletada no se
J.i):;.ér:a directamente a la
se consideré que
la deplecién. de la hormona en
la adenchipéfisis representa la
transformacién de la misma, de

una forma pre-liberable a una

. forma liberable (21,25).

En otro estudio,

el

se

determiné significado

relativo del proceso de

deplecidén-transformacidén como

evento limitante en la
disponibilidad de la prolactina
para ser liberada. Para ello se

usé vapor de éter como estimulo



:sido succionadas por un periodo

‘para - inducir  la.’ deplecién-

transformacién de.la’ hormona,

se obtuvo una liberacién él a y

sostenida de la misma, s:unxlar

a la ‘inducida por la succ é
. Resultados - semg antes

observaron: :.

vescimulos provoco deplecién ni

l:.berac:.én de prolactina al ser

-transformada por’ el estimulo ;

i para- ser

breve de 10 minutos, suficiente

N vitro de la

“hormona permanece disponible

liberada por .un :

" ‘periodo prolongado de tiempo y

que en dicho estadio, el umbral
pai:'a ser liberada es menor que

el que es necesario alcanzar

por el estimulo para inducir su

deplecidén (21,25).

Las discrepancias

‘temporales cuantitativas entre

“)a*deplecidn y 1a liberacién de

la Hormona han sido mostrados
también mediante el andlisis in
secrecién de

prolactina por hipdfisis de

~ratas lactantes y de ratas

tratadas con estrégenos. Asi,

espec:.f:.co de la succ:.c’m, lar



.existencia en la adenohipéfisis.
'Y su .serézecién; in “v(itr.n ge
’fox;:xjnés de prolacg:ir.nia: :

diférent;eé grados de éctj.viq d.

bioldgica y radioimun616gic.é;

Se’ ha observado, ‘en adicién,’

qﬁe las fases de ‘cleple’cv:'.évn—'“
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er, {5-Ht), también ha

sido asociada alos mecanismos
‘de ‘control de la secrecién de

¥ ",prolac'tiha. Se ha observado que

' mediadas por un': i esta.. amina es capaz de

hipotéla.mico inhibidor ‘ es‘:imvuiar la secrecién de TRH

dopamina ipotdlamos incubados in

. Recientemente se ha. reportado ‘vitro, .asi como de otro factor

qﬁe después de la aplicaci‘én'd!e' lant

-de la "hormona in

la succidn o de la estimﬁléci

periférica, se ‘presentan
. cambios ‘.en. los. . nivele
dépamina en el"h'ipo'tal

la sangre portal Hiﬁofisi Ti




de prolact a por la h:.péf:.s:.s

rdespués de su depleca.én puede;i

'ocuz.-rz.x: tanto a part:.r de la

sintesis de novo, como de un
proceso de des~transformacidén
de la hormona depletada
- previamente {21,25,46).
Diferentes autores han
estudiado el papel que ejercen
los factores hipotaldmicos
inhibidores y facilitadores,
sobre cada una de las fases del

proceso de secrecidén de

28

ultlmos agentes no eJex‘cen

"I'RH (19 24). S.m embargo, est:os

“ningin efecto sobre la fase de

deplecién-transformacidén de la
hormona. Por otra parte, .se
observa que en experimentos in
vivo la tasa de replecidén es
estimulada tanto por los

extractos hipotaldmicos como



5oy lxbera.ble en-la h:.péf:.s'

;'rata 1actante Y que e ‘ratas

h:.po talénuco i .como

selecl:ivament:e sobze
compart.lmental:.zadas 5{ como, ‘en
proceso general 1péfisis ~{9) ¥

Es’importante mengﬁiona;n:; ‘dispersas- (39,40) .

29

laboratorios
lactantes

en ratas

ﬁfeﬂadas (26), prefiadas

explantes de

en . células



En . la hipéfisis, vla

pfblactiné se encuentra. ‘
almacenada en forma de granulos
_.compuestos. .por- una - matriz
hormonal densa recubiexrta de
membrana (5,11) . Desde unpunt:o »
,deb vista morfofuncionai .
matriz hormonal de,los;gfﬁuios
.1a.,., g

que exocitosis

presenta una estructura estable

van’a’
(68) . Asimismo,

insolubilidad quimica - que

caracteriza -al granulo d_e:.-l

prolactina, guarda . rela"
directa con 1la  edad de “la
hormona (tiempo craﬂséurr
desde su sintesis) (17). Eiis‘é:e,

una gran variedad 'dé"céqb

postraduccionales posibles, que -
tendrian influencia sobre .la

detectabilidad quimica)
biolégica e inmunolégica de una

proteina. Entre estos posibles

30

s'‘covalentes’

{con'residuos de carlé‘ohidf'atds', wel
yégﬂ’;xcogiia;:ibé'n)v,v H
a‘’formacién
de pﬁences
la bxfoteélisis, ete.
os ﬁltzmos éinco aﬂoé, se
obténidé evidencias de que

écula de prolactina puede .-

presgn(:ar algunos de estos .
cah\bids,' aﬁnque en muchos casos
no’ ée ha establecido el
gnificado funcional de los

mismos. Asi, se ha descrito que

‘normalmente los hidratos ' de

carbono macromoleculares forman

parte de la matriz de los

grdnulos  de prolactina de




b 'asoc:.ada a la d:.snu.nuc:.én en 1a i

": act:.v:.dad b:.olog:.ca de las,
. mismas (34); b) 1la desaminacién" \G ;
‘de las prolact;nas de ov:._no} y: (RIM B
ratén (28,60); c) la agfé’gé ‘:é‘ 18,‘ : 21) As:um.smo,n

y la ol;gomer:.zacuﬁn d

transformada es
prolactxnas de rat i N
humano ' (32 35 67) !::.g'uador Tris- HCl a pH
_protedblisis de las ptolaccina neutro, pero puede ser extraida

-de ‘rata- y—rratén,——rrelaclon d enjamortiguador de bicarbonato

con la ruptura del asa mai?o:f, . a pH 10 (44). Este resultado
formada por uno de los puéntes sugiere que la deplecién-
disulfuro de la molécula. La transformacién estd asociada
réduccién del puente disulfuro, con un aumento en la
da lugar a formas ‘estabilidad de la hormona. Por
submonoméricas con actividad otra parte, dado que . las
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de " la exocitosis

)’ At::alre;r éambio;, determinan...
‘indetectabilidad a los métodés
empleados (36,44).

Por lo anterior, en 1la

rata lactante se investigd
recientemente si los fendmenos
de 6xido-reduccién de puentes
disulfuro, por medio de
mecanismos de intercambio tiol~
disulfuro, participan
normalmente en los procesos de
deplecidén-transformacién,
replecién y liberacién de la
prolactina. Se ha descrito que
el uso de tioles, aminotioles,
agentes alquilantes, cationes

divalentes y amortiguadores

32

" reductores de’grupos tidlicos

como el él\itat':‘anSn' ‘reducido
(GSH), el ditiotritol:(DTT
B-mercaptoet;inpi

cisteamina (CSH), 'a\yxmem:an la -

fase de dgplecién-
transformacién de la
prolactina. " Ineluso, la

administracién in vivo de la
CSH induce tal respuesta. Por
otra parte, se observa que
tanto agentes oxidantes [como
el glutatidén oxidado (GSSG) y
el dcido 5,5-(2-nitro-benzdico)
los agentes

(DTNB}],  como




eados.  Asimismo, - dada  1la

los radxcales t:.o - aclﬁiﬁi;lidéd de que dichos
tllmale:.mxda ’ (NE:M) pfécesps ‘fuesen reversibles y
:.odoacetamxda ('IAA) 1 depv m una vez alterada la
.y : céfqumacién de la molécula de
p;.?nlac{:ina, esta quedase
uesta a la accién de enzimas

; proteol:.t:u:as (49), es posible -

tioles : vy 'itmque dicha polimerizacién
5. mxent:tas que los' ox:.dantes l ; 'ieversible explique la
i sta.mulan Uide ima era “""transformacién de la prolactina
sigm.f:.cac:.va (42) . Segun estos Yy los cambios asociados de
.~.resu1tados, parecetia que las detectabilidad y de protedlisis
moléculas de prolaqtiné mencionados. Por otra parte,
almacenadas en los grénﬁ;os, también existe la posibilidad
fuesen inicialmente reducidas de que dichos mecanismos de
{por el rompimiento de :los - intercambio tiol-disulfuro
puentes intermoleculares) 'y |- actden sobre otros mecanismos
posterzozmente reoxxdadas a'la . reguladores intracelulares que
" forma original, o bien . influyven, directa o
reoxidadas de manera cruzada indirectamente, scbre la
{formando puentes transformacién y la liberacidén
intermoleculares) Y dando de la prolactina. La posible
origen a formas oligoméricas de participacién fisioldgica de
alto peso molecular, los mecanismos de intercambio
indetectables con los métodos de éxido-reduccidén en la
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. -prolactina,

:samiento v ‘la sintesis

mecanismos de &éxido-reduccién

desempefiarian una acciédn
fundamental. En apoyo a las
posibilidades mencionadas Qe

polimerizacién reversible y de
protedlisis de la prolactina
hipofisiaria, se ha obserxvado
que la accién de los agentes
tidlicos también se manifiesta
en homogenados de hipéfisis;
que su aceién inductora de la

indetectabilidad se debe a la

oligomerizacién de la forma
monomérica {24K.) de la
hormona; Y que la
reversibilidad de dicho
fend: 10 es d diente del pH
al que son incubados los
homogenados (45) . Dichos

. la; misma,. en :la due'.rcalgs'.

34

Este

r;ecu'péret"'sﬁ‘b- de:t'éctv:a‘biiidadf; :
‘ efects’ e’ sixﬂilaf al
mecanismo ére\:riamenté descri,!;o,
del bicarbonato sobre el mismo
fendmeno., Dado que la simple
incubacién (a 37°C durante 1-3
h}

de homogenados dcidos o

alecalinos, provoca los mismos

cambios obtenidos en presencia

de tioles, aunque en menor

magnitud y puesto que tales

cambios son Dbloqueados por

factores alquilantes (NEM, o
IAA), se sugiere que los tioles
contenidos la

endégenos en

hipéfisis, asociados al pH
intracelular o intragranular,
son los responsables de los

cambios de detectabilidad de la




‘que estarian.

ransformacién ho_rrygona_,

adas a 'su_transformacién y

acidén, .estudios in vivo e:

vitro - muestran gue la
'éiénsfozmacién de la prolactina
consiste esencialmente en una
polimerizacidén reversible a
_partir de la forma monomérica
‘(43). Se ha confirmado que a
partir de la transformacién de
Hla prolactina se facilita 1la
PIF y sg gcciérnyr inhibitori L Qeneracién de variantes

bloqueada por agentes tidl R mol‘eculares con reducida

(38). Estos resultados:sﬁgze;e :.n#\\inoactividad. Por todo 1lo

que en la adenohipdfisis’d

rata‘lactante, la inhil lusién preliminar, se puede

la transformacidn, la replec:.on : bd‘:e rar que la

y la 1:.berac16n 4 = sformacién de la prolactina
prolactina »
hipotaldmicos, es un fendmeno

inhibir el ix;téij traduccional de la hormona

disulfuro‘,;, tanto madl.ﬁfa en forma granular y que

35

y a manera de .



desde el  punto de vistall’
fisioldgico tiene por objecb

regular la disponibilidad d'e;.ia

36



detectabxlxdad de la PRL que v
seguida. de: la rest::.:ucs.én
misma, y que ha sido anal:.zada
mediante  las técnicas dé ;
electroforesis en PAGE, RIA y- (24Kd. o

bioensayo, son aspectos‘ T E . ct:l.na podrian

caracteristicos de los! al' menos en parte,
fenémenos de transformacidén 'y’ : § cambios de
replecién de la PRL contenida : ',‘. deﬁectabilidad.

en las adenohipéfisis de las - Cambios similares a los

ratas lactantes después - de observados in vivo durante 1la

recibir un periodo de succidn, transformacién o replecién de

o después de la incubacién in la PRL, se han observado (42)
vitro de la hipéfisis (43). —  después de incubar homogenados . -
v Estos cambios en ' la de adenohipéfisis (AH) de ratas
detectabilidad estdn lactantes en condiciones dcidas
relacionados con . 'el {pH 6.5) o alcalinas (pH 8.2).
procesamiento intracelular  de Dado que estos efectos, asi
la hormona, que sucede antes de como los obtenidos con las AH
la liberacién por exocigosis' dé incubadas, fueron inducidos por
v la misma (47). . Entre .Tlos glutatidén reducido (GSH) y por

mecanismos involucrados . en otros tioles (42) estos

"37




K 'r;ésu}ll:ad_os

‘acuerdo

PH debéﬁ&ienée intracelul‘ar”y/o
Jti;xrtték:gra'nular de intercambio
tirol;disulfuro .

o En el presente trabajo de

tesis se han realizado

observaciones sobre la

influencia del pH y de los
agentes tiélicos en los cambios

postraduccionales que le

acontencen a la prolactina

hipofisiaria. De manera

especifica, se ha investigado:

1) sobre el efecto de 1los

agentes antes mencionados en

homogenados de hipéfisis, sobre

las formas variantes de 1la

hormona de ratas lactantes; 2)

i transformacién vy replecién"are"}"'

“la‘misma, mediante’ un proceso -

38

: var:.é.ﬂt’grs de la PRL producidas

"ai’incr:ubra; PRL marcada con I'*

en ' homogenados 4cidos )
alcalinos de hipéfisis de ratas
lactantes.

Como ya se menciond en la
primera parte de esta tesis, es
factible demostrar que cambios
de detectabilidad de la PRL,
similares a los observados in
vivo, pueden ser generados
mediante la incubacién &cida o
alcalina de homogenados de
hipéfisis de ratas lactantes.
Por consiguiente, el andlisis
que se presenta en esta tesis
sobre el efecto del pH y los
las

tioles sobre

variantes de la FERL, permitira’x:

formas -
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ratas:

‘utilizaron i

-lactantes pri’m':{paras ( 8-10""

_g:£§5 -por. camada}, : 'ratas
. virge.nes con ciclos regulares.
de cuatro dias y ratas macho, .
todas de la variedad w;lstar. ::
Los animales

mantenidos en jaulas

individuales en un cuarto con.

condiciones controladas de luz':

(14k. luz, 10h. oscuridad) -y
temperatura (23°C a 25°C).

Todos los animales fueron: .=

sacrificados por decapitacién,
después de una ligera anestesia:

con eter.

Las ratas lactantes fueron

sacrificadas entre los dias
7-14 postpartum, después de ser
separadas de sus crias por un
periodo de 8 horas (h). Un
grupo de ratas lactantes fue

inyectado con el amino-tiol

fueron~

40

; desplrx”ésv de 8 h. de no succidn,

o bien para ser incubadas sus

: adénoﬁipéfisis in vitro durante

-2+ h¥ ° {vease 42 para los
detalles metodolégicos) .
" Las ciclantes fueron

. sacrificadas a las 11:00-A.M:~

de cada dia del ciclo.

Se realizaron los
siguientes experimentos:
Experimento 1:
Se determiné el efecto de
homogenizar las adenohipéfisis

de los animales utilizados, asi

de: “estos

ron - utilizados. o

rias durante 30 min.,'




“hipofisiaria

R

"eyvalvuaci‘én: ‘cualitativa
variantes de masa,i'_“dé
hormona. . :

Las adenohipéfisis” ‘fue'x'Q
homogenizadas en una séit;cé;.
amortiguadora 0.05 M. de TRIS

HCl (rango de pH de 4.0.a 9.5

e incubadas a 37°C durénte:OQJ'

h. Se tomaron

estos homogenados a los 0, 36,‘

90, 180 min. de incubacién.-La

PRL fue analizada tanto

mediante electroforesis no
desnaturalizante en
poliacrilamida = (PAGE) (7 y

12.5%) h'g

(38;42,54), "asi como en "g'eli'é ;

alicuotas de .

densitometria -

conteniendo duodecil sulfato-de '

sodio ' (SDS-PAGE, 12.5%), bajo

condiciones no reductc as’.

41

‘la “hormona y

affadido a- los homogenados

denohipéfisis - de ratas
lactantes (pH 8.2 y 5.2)1, los
cua}fl:es: " fueron incubados por
6-4h. , en presencia o no, de
10mM de GSH y 50mM de glutatidn
oxidado (GSSG). Se tomaroﬁ
muestras de estos homogenados a
los 0,5,15,30,60,90,180,240
min. de incubacién. La PRL-I'*
fue ' analizada

autorradiografia de las placas

‘de SDS-PAGE NR y R. Se realizé

el andlisis cuantitativo
después de cortar las bandas de
] contar la

radioactividad en un contador

mCi. de la misma -

mediante




Cide réd,iaciqnes' );éta.
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‘efecto’ de incubaciones dcidas o
lcalinas de homogenados de

‘adenohipéfisis

de ratas

‘ lactantes {separadas de sus
.crias por 8h. Yy ratas
inyectadas con CSH) fue

comparado con 1o obtenido  en

incubados de ratas ciclantes.y

ratas machos. Asimismo, el

rango de valores de pH usando

homogenados de adenohipéfisis

de ratas lactantes = “fue
extendido a 5.5, 6.5, 7, 7.5,
8, 8.5, 9.5 y 10.

Como se observa en la
fig.1, 1la coqcentracio’n de
prolactina  disminuyé en
homogenados Acidos (pH
5.5-6.5) b4 neutrales (pH

‘p'resente estudio el

OBRE 'EL CONTENIDO, DE ‘PRL DE..
INCUBADOS': DE " ADENOHIPOFISIS:: *

43

7 .0—7'.5) pero no ‘e‘n homogenadoé
(pH . 8.5-10.0)

ratas lactantes no succionadas

alcalinos de

por 8h. Estos decrementos de la

prolactina asociados al pH

fueron bloqueados parcialmente
por. la preincubacién de los
los

homogenados con

alquilantes: iodoacetamida
{(IAA) o N-etilmaleimida [ {(NEM)
mientras la

(fig.2)], que

adicién de GSH auments, atn

“mAs, la indectectabilidad de la

prolactina (£ig.3). Por otra

parte, la disminucién en la

detectabilidad de la PRL

inducida por la administracién

CSH fue revertida en

homogenados alecalinos (pH

8.0-10.0), v.gr., fig. 4, ¥




esta reversidén fue increment.

mayor disminucién

PRL AH pg/mg

20 - 5.6
Lo “109
Tiempo de ¥ . —
incubecida{min}0 80 180

concentracién de

Fig.l. Efecto sobre la
prolactina adenchipofisisaria de rata
lactante, no succionada por 8h., incubada

durante 90 y 180 min., a 37°9C. La PRL de los
homogenados fue analizada mediante PAGE vy

densitometria. .
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PRL AH (ug'/mg);’g.‘_

NI C TAA NEM
4255 2425({mM)

Inc. 90 min.

pH 6.5

Fig.2. Efecto sobre 1la concentracién de
prolactina adenohipofisisaria de incubar
homogenados adcidos (pH 6.5) de ratas lactantes
durante 90 min. a 37°C, con o sin las
condiciones indicadas de los agentes
alquilantes iodoacetamina (IAR) Y N-
etilmaleimida (NEM). La PRL fue analizada
mediante PAGE y densitometria.

provoca ain mayor decremento en efectos del pH en homogenados
la concentracién de la hormona de ratas lactantes con las no
(£ig. 3). Al comparaxr los lactantes, se observé que
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mientras la  incubacién &4cida

(PH 6.0) de ratas en rproéstro :

’ disn_ninuyé la detectabilidad de . :

la hormona (-50%) la incubacidn

alcalina

incremento de la misma (+20%)

{pH 8.0)

provocé un

-en

Sin embargo, tanto
homogenados de raEas
. HOMOGENADOS AH . e
w@ No succionadas h F70 Incubadas 120min
0. ;
o O pHB2 * I pH B2
— +
g, P B pH 65 A M pH 65
> * .
Z=» e 20, °
z
<
— © [¢] L
& . .
= Succionadas 30min - @ CSH (120 mg/k)
1Q €0 (] €0,
,‘!? * +PCoosvapHaz ° *D ¢ o3-.0008
S 40 *p¢ R A ° vs pre-inc
@ VS pre- 3 ] .
s . O P . -
© 20
L
[+ | ] J] 1 " ! 2
pre-inc SR 1.5 mM prene Sl 1.5 mM
GSH GSH

Fig.3. Efectos sobre la concentracién de prolactina adenohipofisiaria, de incubar
homogenados &cidos (pH 6.5) y alcalinos (pH 8.2) por 3h. a 37°C, con y sin, las
concentraciones indicadas de glutatidn reducido (GSH): A) Homogenados de ratas no
succionadas después de 8h.; B) homogenados de ratas succionadas 30 min. después de
un periodo de no succién de 8h.; C} homogenados de adenohipdfisis incubados por 2h.;
D) homogenados de ratas inyectadas con cisteamina (CSH) a la 4*h. de un periodo de

no succién de 8h.
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/. desnaturalizantes  SDS~PAGE:

orreactivas

O
o
L

.. respectivamente (fig.6).

Con ‘relacién al efecto del PH
sobre las variantes de PRL, se
observé que la incubacién de
los mismos por 90 min. a pH

dcido (6.5), neutral (7.5). y

“ alcalino (8.5) estuvo asociado

con efectos diversos en dichas

‘NS (8h)
CSH (4h)

PAL AH ug/mg

Tiempo de
incubacién (min): O

90 180

Fig.4.Efecto de diferentes pHs sobre la concentracidn
de prolactina adenohipofisiaria de ratas lactantes no
succionadas por 8h. e inyectadas con cisteamina (CSH)
(120mg/Kg. P.C. S.C.} a la 4*h. de un periodo de no
succidén de 8h., incubadas durante 90 y 180 min. a
37°C. La PRL fue analizada mediante PAGE vy

densitometria.
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SRS :djisrmix;uyé‘ ylas variantes
poliméricés Vde alto peso
molecular mayores de 100K.,

" aumentan en incubaciones

dcidas, tales efectos no se

observan en los incubados a pH

pH: 6 pH:B
o MACHO o
400 ~
& Ik *
a 801
|55}
o 20
S 23|
=
e 9 PROES
o
a R
= 60— .
20 a
_J L — D (S R

orma’ monomérica’ dé 'PRL.‘de 24°

@y~ alcalino. Por otra

arte, se observé que la

‘in'culraacién de homogenados a pH

neutral, adn sin incubacién,
dié lugar a la produccién de
variantes submonoméricas de PRL
vrg. 18K. y 16K.; mientras que
la‘ incubacién a pH alcalino
hizo . lo mismo en
] pH. 8

-9 DIESTRO

M L
M ,

min: o 9% 480 0 50 180

Fig.5. Cambios en la concentracidén de prolactina adenohipofisiaria
como resultado de incubar homogenados &cidos (pH6) y alcalinos
(pH8) de hipéfisis de ratas machos, en diestro, proestro y estro,
durante 90 y 180 min. a 37°C. La concentracién de PRL fue
determinada mediante PAGE y densitometria.{No exiten datos de
90min. para estro y proestro) . (2 Muest. perd. 90min.)
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AN CAN CANC AN
8.5 6.5 7.6 85

30 MIN
CONDICIONES REDUCTORAS:

BT oy

-

z4epese  ypyeeveces

Fig.S."Irununoelectrotransfetencie {IET) de prolactina en homogenado de
adenohipéfisis. de rata lactante después de electroforesis en geles

el gdnu(C), apr:ct:.lm.na {A) 25um/ml y N-etilmaleimida (N).

incﬁ&l:cién‘ ided o enzimdtico aprotinina (A).

desnaturalizantes {SDS-PAGE) de poliacrilamida al 12.5% bajo condiciones
reductoras. (R) y no reductoras (NR). Los .tejidos fueron homogem.zados en
amortxguadot Tris~HC1 (0.05M) pH 6.5, 7.5, ¥y 8.5 durante 0-90 min., con

24K. fueron bloqueados
ﬁareialmenee con el alguilante

NEM pero no poxr el inhibidor



la PRL. --en 1a

considera que dicho fenémerw es i

debido a

reversible de la forma
monomérica. (24K.) de‘la'm‘i.sr}na,
la cual es consecuencia de un
procesc; de intercambio tiol-

disﬁl furo

PH dependiente.
Asimismo, asociade a este
proceso, ~se .- considera como

factible la proteélisis de 1la
hormona con la consiguiente

generacién de variantes
submonoméricas de la misma. Por
estas consideraciones en los
presentes experimentos se
utilizé el estdndar marcado de

la hormona, el cual es en su

una pclimerizac:.én'

50

: EN HOMOGEZNADOS ACIDOS o- ALCALINOS

DE HIPOFISIS DE;RATA LAC‘I‘ANTE

parte  monémero vy se

_,derte,rminaron‘loS efectos de la

7 incubacién 4cida o alcalina, en

presencia de agentes tidlicos
x:h‘erductorers y oxidantes.

Los resultados obtenidos
iglostraron que la incubacidén
alcalina (pH 8.2) de la PRL-I'™

no modificéd, por si sola, la

conformacién de la molécula

hormonal. Sin embargo, cuando

dicha incubacién se 1llevé a

cabo en presencia de glutatién

reducido (GSH), se observd una

reduccién inicial de dicha

molécula de aproximadamente

30%, la cual fue seguida por la
reoxidacién gradual de la misma
tanto hacia la forma monomérica

como hacia la oligomérica

(mayor de 100K.). Por otra

parte, se observd también que
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Fig.7. Efecto de incubar las variantes de masa de la PRL~I'" en
homogenados alcalinos {pH 8.2) de ratas no succionadas por 8h., durante
0-4h., a 37°C con y sin la concentracién indicada de glutatidn reducido
‘{GSH) y oxidado (GSSG). La PRL fue analizada mediante auto-radiografia
de geles de SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras {NR) y reductoras
(R}). Se realizé el analisis cuantitativo mediante el conteo de la
radioactividad de cada una de las bandas de PRL v.gr., 8K.»100K. (fig.
derecha) .

dichos cambiosreoxidativos incubacién 15 minutos después
sucedieron con mayor rapidez de haber agregado el GSH. {
cuando el glutatidn - oxidado vease fig. 7).

(GSSG}) fue aﬁa;lido a la Ccon relacién a la



en - adicién;  tales’ efectos se’

incrementaronen presencia’ de:’

.Se.constatd:que:

Fig.8. Efecto de incubar las variantes de masa de la PRL-I** en
homogenados d4cidos (pH 5.2) de ratas no succionadas. por 8h.,
durante 0-4h., a 37°C con y sin la concentracién indicada de
glutatién reducido (GSH). La PRL fue analizada mediante auto-
radiografia de geles de SDS~PAGE bajo condiciones no reductoras
(NR) y reductoras (R). Se realizé el andlisis cuantitativo mediante
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‘H“nyi; se analizé el efecto de

:1os mismos sobre homogenados de

hipéfisis no lactantes. L o s

.“detectabilidad ‘ de’ la .PRL:en‘ resultados de la presente tesis

‘homogeriados - de ~hip&fisis ~de - apoyan la hipétesis de que los
““ratas lactantes en las q\.\'e"la cambios en la detectabilidad

3 'PR;L habia sido iniciarlx;ien'te electroforética Y en la
depletada por succién, la inmunoactividad de la PERL
incubacidén in vitro de los hipofisiaria estidn asociados
tejidos o el tratamiento in con mecanismos de intercambio
vivo con cisteamina (CSH) pudo tiol-disulfuro pH dependientes,

ser revertido mediante - la que dichos mecanismos suceden a
incubacién de los homogenados a nivel postraduccional y afectan

pH 8.2; mientras que a pH 6.5 sobre todo a la variante
ip»dependientemente del monomérica (24K.) de la
o tral:amlem:o o previo a. la .ix-o.mona. De acuerdo a los
iﬁcuba'cién. provocd g‘l‘efecto resultados presentados, tanto
opuesto Y se obtuAvo' una de las incubaciones en
disminu c:. én en la diferentes pHs de homogenados
detectabilidad dé -la hozrmona de adenohipéfisis de ratas
(Vease la fig. 3). Sin émbargo, lactantes no succionadas

en este estudio no se determiné intactas, como de las tratadas

el efecto de otros valores de con cisteamina (CSH) (Figs. 1y
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LAYy los efe‘ct‘os're»sp:ec»t‘ivo

disminucién- . (homogenados

ratas® intactas) ‘o de  aumento
_(homogenados ‘de-ratas tratadas
1a  PRL

se empezaron -a

ae’ .

manifestar dentro del rango de

= pH de 7.0 a 8.5 Y

posteriormente, a pHs mayores y

menores, dichos efectos se

incrementaxon. Estos datos

sugieren que dentro de dicho

rango de pH se dispara la

actividad enzimidtica que

selectivamente aumentard -]

disminuird la detectabilidad de

la PRL-AH por la accién

' réspectiva sobre el polimero o

el monémero de la hormona. En

efecto, dade que el glutatidn

reducido (GsH) existe en

grandes concentraciones en los

grédnulos de PRL (36), es de

suponerse que los efectos

observados durante las

incubaciones hayan sido el

CSH) de la detectabilidad. ..

S5

efecto

ica; pi'esmrum.bi‘em'e‘rite*(de
una:tiol transfé:.;ésa. (36}, por -
‘ ~“las " incubaciones.-
___b_e]_'.___rh_erg;‘-po ﬁe»que el

. del pf{ B haya side

increinentado por la adicién-a

la incubacién de GSH (fig.3) vy

que dicho efecto del pH haya :
sido blogueado porxr los
alquilantes NEM e IAA (fig.2),
apoya la participacidén de
mecanismos de intercambio tiol-
disulfuro en los cambios de
detectabilidad de

la PRL

hipofisiaria, los cuales

resultan de la polimerizacidn

reversible de la molécula
hormonal (47). Asi, por
ejemplo, cuandc una proporeidn

importante de La hormona se

encuentra en el estado

polimérico, v.gr. por succién o
de

incubacién la

adenohipdéfisis, o por

tratamiento con CSH (£ig.3), la




v incubacid

ndican ‘quelos "mecanismos de
rtercanbi “itiol-disulfuro,
responsableside los cambios de

idad dé la PRL en las

:condiciones empleadas, existen

's no lactantes aunque

la uceptxbilidad de los mismos

a -+ -la situacién

incubaciones

“se estudid’ | tar

proestro presentaron: el mayor

efecto, tanto a ‘la accién del

pH &cido como del . alcalino
(fig.5), mientras que 1los
homogenados de las ratas en
otras fases del ceicle y las
ratas macho mostraron menores
efectos a la accién del pH
dcido y ningin efecto al pH

alcalino. Estos resultados

estrogenocs se

que la

a,, del animal. Dado

que,; ‘como ya fue revisado en la
primera _pérte de esta tesis,
los niveles circulantes de

incrementan

:durante el proestro y ejercen

una accién estimulante sobre la
secrecién de PRL, es posible
interconversién de
:(.:'c.a.nnas de la hormona en la
hipéfisis durante el proestro
esté incrementada en paralelo a
la mayor secrecién de la misma,
de manera similar a lo que
acontece durante la lactancia.
Por consiguiente, los mayores

efectos del pH observados en



disminucidn
monomérica’.

efecto .’ no

--incubados . B eutre ¥y
alcalino. Estos efectos de l‘a"’?‘»
incubacién &cida sobre la PRL"
de 24K. fueron parcibalmepte““
bloqueados por el alquilante,’
NEM, pero no por el inhibidor :

enzimdtico aprotinina. - En .

i/las " cuales

“cuando la

extraccidén ‘se llevd a cabo en

reductoras.



producc:.on en las

‘condiciones mencionadas indican
xistencia en la molécula de”
PRL de punt:os sensibles a la

proteollsxs y que la enz:.marb»'

sponsable ‘es- suscept hle d

cuales,: son éctivadés- por ser acta.va;la ~a ,pH 'véc;,do o
dcido v X 5 i 2
respectivamente (49, 62) . 'Po_z‘

otra parte, con respecto’'a las resultados n. c1ales obteru.dos

variantes de 18-20K., no parece g en' a presem:e tes;s, asi como

haber descripcién previa de ‘su ”':en o es tud:.os previos
existencia en la literatura, ni (38,42,44,47), se planted 1la
del método por el cual esas posibilidad de que los cambios
variantes pueden ser generadas. conformacionales de la molécula
Por este motiveo, los resultados de PRL asociados a los cambios
presentes pueden ser de detectabilidad de la misma
considerados como la primera ocurriesen preferencialmente a
descripcién de la generacidn de expensas de la variante
dichas variantes por la monomérica de 24K. de la PRL.
incubacién a pH 4cido o neutral Por consiguiente, a £fin de
de homogenados de hipdfisis. analizar esta posibilidad se
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B bfc;é'édié ;1 incubarun esc"'d.ar. _”vca'mbi.oé' ocuzriez.on con mayor
“Hoda c "_rapxdez en ‘presencia de GSSG
(FIG 8) 2 As:mu.smo, fue
:.nte:esant';e observar la
p:e:sencia de ‘una variante de
aéroximadamente 22K. cuando la
'gxtiaééién de los homogenados
,?ué, réalizada en condiciones
ié quo;f—.\é. Por otra  parte,
cuando 1a Vinrcﬂl.xbaciérn se llevé a
{abo' jl‘av (PH - &cido - (5.2}, -se

bESeril:év'-= b_'éiériiéy reducc:.én,

. alcal.:ma (pH"y en pr 5 2 'rizac:.énypro\:eélxsx.s de

de’ "GSH .'; 1 PRL :.odada, incluyendo 1a

reducecidn :.nxc:.al de’ la',hormona, forma "rota" " de’ la . misma,

marcada, - la -cual fue seguida - cuando 1a excraccxén se realizé
por-la feoxidaéién de la misma ‘en ‘condiciones’ no reductoras,

-tan\:o hacz.a la Eozma monomérica. mientras que, bajo condiciones

comc hacx.a a ol:.gomérxca-‘-“‘--’refiuct:otas, . se determind 1la

{mayor de 100K.) y que dichos presencia de 16 y B8K.
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‘Sucedena ‘expensas de’la ‘forma

:fr_mro‘nromérirca (24K.) dé ia":ryu‘.'sm
“Asimismo, estos resul;édo's son
consistentes con los obsérya’dos
sobre v las

inmunoactivas de 1la :
discutidos previamente, - tanto
en lo relativo a la dependencia
del pH, para gque sucedan los

cambios de polimerizacién
reversible de la hormona a
mecanismos  de

partir de -

intercambio tiol-disulfuro,
como para gue sucedan, bajo la
influencia del pH respectivo,
los cambios de protedlisis que

dan lugar a las variantes :de

variantes.:

PRL

. CONCLUS T

22K. y de 16 'y 8K Por ‘'lo :

tanto,

estos ., re ul’t‘ados“

*/ ‘Aparentemente, la

secuencia de eventos

moleculares asociada a la

indetectabilidad de la PRU

durante la deplecién, se puede
resumir de la siguiente forma:
primero los puentes disulfuro
de la hormona mondmerica se
reducen por la activacidén de

reductores tidlicos

citosdlicos, quedando 1libres
los grupos cistina gque son
altamente reactivos, 1o que

favorece su reoxidacién, pero



Coﬁsecuén\:emeh

‘estaria’ relac:.o da

écido “br‘o

si’multanea:‘nente':,r i:lu’ram:

) proteolitlcas que originan las
variantes de peso molecular 16..
y 8 K. . .Estas enzimas son

activadas a pH dcido o neutral. condiciones in-vitro
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