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RESIMEN

El proceso de sccrecidn de prolactina {(PRL) se inicia con la sin-
tesis de la hormona en el reticulo endoplismico rugoso, para continuar
con una serie de cventos que resultan en la formacibn de granulos de
hormona concentrada, cubiertos de membrana. Estos granulos sufren una
serie de transformaciones quimicas y morfoldgicas hasta que entran en
exoc1tos1s por medio de la cual la hormona es liberada a la circula-
gibn.

Fn la rata lactante, la activacidn del sistema Se encuentra con-
trolada por la estimulacidn que las crias ejercen durante la succién.
Cuando las ratas permanccen de 2 a B hs sin ser succionadas, la con-
centracion de PRI en la adenohipbfisis se incrementa mlentras que el
nivel circulante disminuye. En estas condiciomes, la succién de las
crias induce una desaparicibén (deplecién) brusca del 30 al 50 % de la
concentrac1on de PRI adenohipofisiaria, asi como el inicio de la llbe—
racibn gradual de 1a hormona hacia la circulacidn. Debido a las ciné-
ticas diferentes de ambos eventos (vgr: mientras que la deplecibn es
ripida y masiva, la liberacibén es de menor magnitud, pero sostenida du
rante el tiempo de aplicacidn de la succidn), ocurre una clara discre
pancia entre la gran cantidad de hormona depletada y lz poca cantidad
de hormona likberada a los pocos minutos despuds de Iniciada la succién,
A medida que la succidn continfla, la discrepancia tiende a disminuir
hasta desaparecer en caso de que la estimulacién sea sostenida el tiem
po suficicnte. Debido a ésta y otras evidencias, se origind la hipbte-
sis de que 1la deplecidn de 1a hormona precede en el tiempo y determina
1a liberacibn de la misma hacia la circulacibén. En el presente estudio
investigamos ¢l mecanismo por el cual ocurre la deplecidn de la hormona.
Para ¢llo, comparamos la concentracidén de la hormona en Ias hipbéfisis
de animales succionados 15 min después de 8 hs sin succidén y la de ani
malos mantenidos sin succibn por & hs, mediante dos tlpos de extraccidn
quimica: a) en amortiguador tris-HCL 0.13 M pH 7.2, asi como, b) en
arortiguador de carbonatos (.05 M ph 10. Mediante este procedlmlento
encontramos que la deplecibn de PRL que se detecta en las hipéfisis de
animales succionados con respecto a las glindulas de los animales tes-
tigo cuando se rcaliza la extraccidn en Tris-HCL pH 7.2, no ocurre
cuande la extraccién se lleva a cabo en amortiguador de carbonatos a
pt 10. Incluso se obtuvo el mismo resultado midiendo a la PRI marcada
radioact ivamente 8 horas antes de la succidn y/o el sacrificio.

Para establecer comparaciones entre la deplecidn y la liberacién de
PRI marcada isotépicamente, se analizd la ocurrencia de estos fendmenos
in vitro , situacidn que permite cuantificar con un mismo método
Teloctroforesis en poliacrilamida) el contenido hormenal en la adenchi-
pbfisis asi como en el medic de incubacién. Encontramos que las hipb-
fisis de ratas lactantes privadas de la succifn de sus crias por 8 ho-
ras ¢ incubadas 4 horas, mostraron un cambio del contenido de PRI a
Tos 30 minutos de la incubacidn semejante al inducide in vivo por la
succibn de las crias (deplecibn), y opuesto al observado en Ias hip6fi
sis de los animales succionados 15 minutos antes del sacrificio {reple
c1on) Durante los siguientes 30 a 60 min de la incubacidén las hipdfi~
sis mostraron oscilaciones en ¢l contenido de PRL. las sem1h1pof151s
extraidas en carhonatos a pH 10, mostraron una disminucién gradual del
contenido de PRI. la liberacidn por su parte mostrd una tendencia a la
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a la disminucién a medida que transcurrid la incubacidén. Por lo gque res
pecta a la PRI sintetizada y marcada 8 horas antes del sacrificio, los™
cambios en el tejido v en el medioc fuercn semejantes a los descritos pa
1a la PRL total. El establecimiento de la actividad especifica de la
PRI liberada en comparacién a la actividad especifica de la PRI en el
tejido, sugirid que la prlmera procede de aquella que se encuentra en
forma 1ndetectable en la hipbfisis. TQdos estos resultados sugieren que
el estimlo de la succidn de las crias inducc un cambio en la PRI de su
condicifn detectable a una condicién indetectable, a partir de la cual
ocurre la liberacién hacia el exterior dc la hipéfisis.

Por otro lado, con el fin de estudiar la regulacién intrinseca del
proceso de secrecién de la PRL, sobre 1a cual se ejerce el control de -
origen hipotalimico, analizamos la relacién de la edad de 1a PRI con
su actividad secretoria. Asi, administramos un marcador radicactivo
{leucina tritiada) a diversos tiempos antes de someter a las ratas a la
succibn de sus crias ¢ bien de sacrificar e incubar sus hipéfisis in
vitro. Encontramos gue la PRL de 1 hora o menos de edad a partir de
Su sintesis, asi como PRL de 16 & 24 horas de edad mostraron un nivel
de marcaje my bajo {<50%) y no mostraron la deplecién caracteristica
de 1la PRL de 4 {1 8 horas de edad y de 1a PRI total bajo 1a accién del
estimulo de la succién. Asimismo, estas poblaciones hormonales mostra
ron una baja actividad en 1o que a su liberacién in vitro se reficre
en comparacién a poblaciones de 4 y 8 horas de edad. Todos estos resul
tados sugieren que las poblaciones mas jévenes son retenidas selectiva
mente y que requieren de cierto tiempo hasta alcanzar su secretabili-
dad mhxima tanto por criterios de la deplecién in vivo como de la 1i-
beracién in vitro. Asimismo, las poblaciones mas viejas de PRI, eviden
ciaron una posible degxadac1on intracelular asi como una retencidn
s¢lectiva posiblemente asociada al periodo prolongado ( 16-24 horas)
en que estos animales no recibieron el estimulo de sus crias.



\

INTRODUCCION,

Generalidades de la Secrecitn de Prolactina en Diferentes

‘Estadfos Fisioldgicos.

Los mamiferos se caracterizan por poseer glidndulas
especializadas en la secrecidn de un compuesto con propieda
deg nutritivas, destinado a la alimentacidn de las crias en
el perfodo inmediatamente posterior al parto. La regula-
cidn de esta secrecidn se lleva a c¢abo por medio de un com
plejo de hormonas {(Cowie y Tindal, 1971), cuyos componentes
varfan de acuerdo con las especies, y entre las cuales des~
taca la Prolactina (PRL) (ver Cowie y Folley, 1961). Esta
hormona es producida en la hip&fisis anterior o adenohipéfi
515 y es secretada en respuesta a la succifn de las ci!aé
{(Grosvenor y Mena, 1971). Es importante mencionar, que ade
mis de estimular la secrecidn lictea, la PRL ejerce por 1o
menos 85 diversos efectos identificados en toda la escala
de los vertebrados, tanto dentro como fuera de la esfera de
la biologla reproductiva ({Nicoll, 1%74). BAsi, en peces, an
fibios , reptiles, aves y mamiferos, la PRL ha sido involu-
crada en una serie de efectos que Nicoll (Nicoll, 1974) ca-
talogdé en tres grandes categorfas: acciones relacionadas
con la reproduccién., acciones relacionadas con el crecimien
to y acciones -osmorreguladoras. Dada la gran diversidad de
sus acciones, como es de esperarse la requlacidén de la se-

crecidn de la PRL involucra mecanismos muy variados., Entre
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estos, los més estudiados son aguellos asociados a la fisio
logia reproductiva en los mamiferos. Asi peor ejemplo, en
la rata, especie predilecta para el estudio de la secrecidn
Qe la hormona, la PRL estimula el crecimiento y la secre-
cibn de las glédndulas mamarias (Tucker, 19%74; Cowie y Tin-
dal, 1971), estimula la secrecifn de progesterona por el
cuerpo lfiteo {Smith y col,, 1976), v el crecimiento y fun-
cionamiento de la prdstata en el macho (Negro-Vilar y col.,
1877). La concentracidén de PRL circulante s e mantiene ba-
ja durante el diestro er la rata; se incremenfa bruscamente
durante la tarde vy lz noche del proestro, y declina nueva-
mente hasta valores basales en la mafana del estxo (Neill,
1974). Este incrementc en los niveles de PRL se encuentra
precedido y es estimulado, directa o indirectamente, por la
secrecidn folicular de estrbgenos (Smith y col., 1975). Du
rante los primeros 10 a 11 dias del embarazo, los niveles
circulantes de PRL se incrementan dos veces al dfa a partirx
de la estimulacidn cervical proporcionada durante el coito.
Puesto que dichos incrementos se repiten esponténeamepte du
rante 10 a 11 dias (Smith v Neill, 1976), se ha sugerido
que la hormona es secretada durante €sta fase con un verda-
dero ritmo circidico controlade por el sistema nervioso cen
tral (Bethea y Neill, 1978} en el cual es minima la partici
pacidn de los esterocides oviricos {(Freeman y 601", 1974} .

A partir del dfa 11 del embarazo la concentracidn circulan-
te de PRL se mantiene en valores muy bajos hasta uno 6 dos

dias antes del parto cuande ocurre un incremente sionifica-



tivo (Bmenomori y col., 1970), aparentemente causadc por el
incremento en la secrecidn de estrdgenos y la depresifin en
la secrecifin de progestercna gue ocurren en ese momento. Du
rante la lactancia y a diferencia de lo qgue acontece fuera
de este estado fisioldgico, la secreéién de PRL ocurre de
manera fdsica en respuesta a la estimulacién proporcionada
por las crias (Neill, 1974; Neill, 1980). En esta fase, el
prinecipal estimulo para la secrecién de la PRL es el estfmu
lo neurcgénico de la succién, el cual activa un reflejo neu
roend&crino que genera una liberacidn de PRL.hacia la circu
lacitn. El amsmento en la concentracién sérica de PRL que co
mienza a ser significativo a los pocos minutos de iniciado
el estimilo, alcanza valores maximos a los 30 min , los cua
les se mantienen hasta los 60 min &6 ain mis, En cuanto se
suspende la aplicacién del estimulo, los niveles circulan-
tes de PRL comienzan a declinar (Grosvenor y Mena, 1971;

Grosvenor y Whitworth, 1974) .,

Generalidades Sobre el Proceso de Secrecién de Prolactina:

Diversos Enfogues.

El estudio de la secrecifn de PRL ha sido multidig
¢iplinario, incluyendo tanto un enfoque puramente analitico
intentando dilucidar los mecanismos celulares, bioguimicos
v moleculares involucrados en el proceso de secrecidin, como
un enfogque integrativo de la relaciSn funcional hipofisia-

ria con el medio internoc y con el sistema nervioso central.



Debido a é&sta variedad de puntos de vista, muchas veces re-
sulta dificil realizar comparacicnes entre conceptos esta-
blecidos en distintos niveles de estudio, mixime si se con-
sidera que en general las condiciones experimentales utili-
zadas suelen ser diferentes. Dada la complejidad del proce
so de secrecidn de la PRL y considerando como esencial para
su comprensién el conservar el enfoque integrativo de estu-
dio del fendmeno en cuestién, los experimentos gue se pre-
sentan en &sta tesis han sido realizados con el propésito
de establecer vinculos entre conceptos generados por estu-
dios desarrollados a diversos niveles de integracién. ILa
intencidn implicita de los trabajos desarrollados en esta
linea ha sido la de establecer las condiciones funcionales
del proceso de secrecidn de la PRL, en base a las cuales
profundizar en los mecanismos celulares y moleculares invo-
lucrados, sin apartarse del marco integral de referencia.
En general, el proceso de secrecidn de PRL se de-
senvuelve en gran medida como el proceso de secrecidn de tg
das las proteinas cuyo destino es la secrecidn, va sean &s-
tas secrecicnes enddcrinas o exdcrinas. Por esta razdn, y
dado gue este sistema posee algunas ventajas en cuante a la
manipulacifn para su estudio experimental, se ha utilizado
frecuentemente como modelo del proceso de secrecidn protéi-
ca. Asi, tanto desde el punto de vista de la fisiologia ce
iular como de los mecanismos moleculares comprendidos en su

proceso, la secrecién de PRL se ha estudiado intensamente.



El Proceso de la Secrecidn de PRL Desde el Punto de Vista

de la Biologia Celular,

El proceso de secrecidn de PRL por el lactotropo,
gue es la estirpe celular hipofisiaria responsable de ia
produccién de &sta hormona, consta de una serie de etapas
continuas, desde la sintesis polipeptfdica de la hormona
hasta la liberacidén de la misma hacia el espacio extracelu-
lar, gue han sido divididas en una serie de eventos discre-
tos para facilitar su estudio. El procese se inicia con 1la
sintesis de la PRL en el reticulo endopl&smico rugoso (RER),
continfa con la translocaci6n de la hormona hacia el apara-
to de Golgi, donde &sta es empacada en forma de vesiculas o
gridnulos rodeados de membrana, forma en la cual permanece
hasta su liberacifn hacia el exterior o su degradacidn por
las estructuras digestivas celulares. La hormona en forma
granular sufre un proceso de maduracién, el cual ha sido a-
sociadc a una serie de cambios quimicos y morfolfgicos en
la estructura de la matriz del grd&nulc, hasta iniciarse la
etapa final del proceso de éecrecidn de la hormona, es de-

cir, la exocitosis.

Generalidades Sobre la Fisiologfa de la Secrecifin de PRL en

la Rata Lactante.

La secrecifin de la PRL es un evento complejo gque

involucra una transformacién de la hormona, previa a la li-
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beracifn propiamente dicha de la misma hacia el espacio ex-
tracelular. La primera observacisn en este sentido fue rea
lizada en 1937 por Reece y Turner, quienes describieron gue
en la rata lactante, la aplicacién de un perfodo de suc-
cidn por parte de las crfas, provocaba una reduccifn drésti
ca en la concentracién de la PRL en la hip6fisis. Dicha re
duccidn del contenido hormonal de la gléndula fué califica-
da como de deplecifén*, suponiéndose que representaba la sa
l1ida de la hormona hacia la circulacidn. Sin embargo con
el advenimiento del radicinmunoanglisis (RIA)} y la posibili
dad de cuantificar a la hormona en la circulacién, se encon
trd que la deplecidn del nivel de PRL en la glidndula no se
acompafiaba de un incremento de igual magnitud en la concen-
tracidn de la hormona en la circulacién {Subramanian y Ree-
ce, 1975; Grosvenor vy Whitworth, 1973; 1%79; Grosvenor vy
col., 1979a; 127%b). En lugar de ellp, la liberacifn de 1la
hormona hacia la circulacidn ocurrfa de manera constante du
rante el tiempo gue duraba la sueccién, con le cual, al cabo
del tiempo, la cantidad total de hormona liberada correspon
dia con aguella previamente depletada de la hipdfisis (Gros
venor v col., 1979a). Esta correlacifn temporal entre la

deplecidn ripida de la hormona en el tejido y la liberacidn

* Bl témino "deplecifn” se emplea para referirse al término “deple-
tion'que en inglés es utilizado para denotar: agotamiento, disminu-
cifn ripida, vaciamiento, etc. Dado que el término "depleciSn” no
existe en idioma espaficl, su usc en la presente tesis es con el pro
pésito de conservar st compwtacitn original y evitar posibles confu
siones.

i
oy
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lenta de la misma hacia la circulacifin, llev8 a postular la
hipStesis de que la hormona liberada provenfa precisamente
de aguella previamente depletada del tejido, la cual habfa
sufrido una transformacién gue la hacfa indetectable a los
métodos de identificacibn (v€ase mis adelante) y que repre-
sentaba la forma liberable de la hormona. Recientemente, se
ha encontrado que 1a deplecifn de la hormona difiere de la 1i
beracién de &sta en varias caractéristicas funcionales tales
como la cinética de ambos procesos (Grosvenor y col,, 1979%a;
Mena y col., 1980, Grosvenoyr y Whitworth, 1974), el umbral
de activacisn de éstbs (érosvenor y col., 1979b; Grosvenor y
cel., 1981), asf como los mecanismos hipotalémicos encarga~-
dos dé su regulacién (Grosvenor y col., 1980; Grosvenor y Me
na, 1980}. Sinrembargo a pesar de estos conocimientos sobre
las caracterfisticas funcionales de la deplecibn y de la libe
racifn de la PRL durante la iactancié en la rata, nada se sa
be acerca de la naturaleza de la transformacifn que sufre la

hormona y que tiene como consécuencia dicha deplecién.

Objetives.

thne de los objetivos pfincipales del presente tra
. bajo consistié en analizar el tipo de mecanismo responsable
de la deplecifn-transformacifn de la hormona en la gl&ndula
por efecto de 1la succifn, asf como de la posible naturaleza
del cambio sufrido por la hormona. Dentro de este objetivo

y encaminade a facilitar su estudio, se analiz8 también la



-

existencia del fendmeno de la deplecidn en condiciones de in
cubacidn de hip&fisis in vitro.

El segundo de lcs objetivos fue analizar la pésible
relacidn entre la edad de la prolactina a partir de su sin-
tesis yv la secretabilidad de la misma por la hip&fisis en
condiciones fisioldgicas. Este andlisis fue considerado im-
portahte paxa establecer la participacidn de factores locales

intrahipofisiarics en la regulacidn del proceso de sgecrecidn.

Nota: E! formato de la presente tesis, de tipo monogriafico,
fue seleccionado por considerarse gue dicha presenta-
cidn enmarca apropiadamente los resultados originales
gue la sustentan, dentro del cuerpo tedrico del tema
desarrollade. Dada la amplitud v variedad del material
recopilado gue no es original del autor, la exposicidn
del mismo sigue un cursc en el cual se conjuntan las
evidencias experimentales acerca de la heterogeneidad
intrinseca del proceso de secrecidn de la PRL y pos-—
teriormente se describen las evidencias experimenta-
les de la regulacidn y control de las etapas gue con-
forrman dicho proceso. Enmarcados en este cuadro gene-
ral,. los resultados originales fueron intercalados
dentro de los capitulos correspondientes. {(Ver seccio-
nes:"Transformacidn de la Prolactina", pp.23-39 y
"Factores Hipofisiarios gue Intervienen en la Regula-
cifn del Proceso de Secrecidn de Prolactina",pp.47-67).
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complejo de Golgi. No se han identificado aln fuerzas espe-
cificas que pudiesen ser responsables de los movimientos de
la PRL recién sintetizada hacia la periferia del Golgi. De
acuerdp con Zanini y col. (1980 }, dadc gue las moléculas
de PRL muy probablemente son splubles durante su estadio en
las cisternas del RER, es de esperarse gue su movimiento ocu
rra al azar por difusién simple., Esta difusifn al azar pue-
de convertirse en un movimiento vectorial si se considera la
existencia de un adecuadeo mecanismo de atrapamiento que res-
trinja el movimientoc de las moléculas en un punto especifico
del sistema. Una de las consideracionés que se derivan de
esta situacién, es la existencia de sitios de unidn a la PRL
en los elementos celulares de transicifn, gue algunos han
propuesto comoe verdadercs receptores unidos a la membrana en
su cara luminal (Jamieson, 1979}, De esta manera, la unidén
de la hormona a un receptor resultarfia en su acumulacisn co-
mo pasc previo a su translacidén al aparato de Golgi. De ser
cierta esta @Gltima posibilidad, asi se iniciaria el proceso
de 'empaquetadc” que tiene lugar en el complejo de Golgi, a
partir del cudl, la hormona va a encontrarse formandeo vesi-

"

culas, aparentemente no en forma soluble, sino en estado "so

1ido".

Formacién y Maduracidn de Grénulos de PRL,

La posibilidad de que la hormcha no se encuentre

en forma soluble en el grénulo, partidé de un trabajo de Gian

TasIS CON
LA DE ORIGEN
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nattésio y col. (1975} en el cual describen que los granulos
de PRL despojados de su membrana limitante por un detergente
noderado (lubrol Px}, e incubados in vitro, conservan su es-
tractura. Muy importanfes para la interpretacidén de los re-
sultados del presente trabajo, como se verd mis adelante, re
sultaron las manjiobras utilizadas por &stos mismos autores
para determinar las condiciones necesarias para la solubili-
zacién de los gr&nulos., Como ya mencion&, los grénules sin
membrana se mantuvieron estables en condiciones isotdnicas,
en un rango de pH de 3.5 a 6.5. 5in embargo, fueron par-
cialmente disueltos cuando la incubacifén se efectud en un
amortiguador isoténico de fosfatos en sacarovsa a pH 7.4. En
estas condiciones se solubilizd un 40% de la PRL al c¢abo de
una hora, a 24°C. La scolubilizacifn mostrd una relacidn di-
recta con el valor del pH entre 6.5 y 9.0, y fué dependien
te de la composicidn iSnica del fluido de incubacién, sien-
do un amortiguador de carbonatos mis efectivo que el de fos
fatos., Respecto.a la fisiologia del fendmenc, los autores
encontraron que la estabilidad de los grdnulos guarda una re
lacién directa con la edad de los mismos. Esto, en base a
gue la solubilizacidén de PRL reci&n sintetizada, marcada iso
tépicamente, resultd ser mayor que la de la hormona més an-
tigua {analizada a travé&s de la actividad especifica de la
hormona soluble)., Asimismo, en experimentos con doble mar-
¢a isotdpica aplicada a intervaleos diferentes, la proporcidn
de solubilizacién de la hormona mids joven ocurrid a una tasa

mayer que la mostrada por la hormona més antigua (Zanini y
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col., 1980).

Mecanismos del Empague Granular de PRL.

Se han sugerido varios mecanismos de concentracién
de la PRL en granulos, asociados a las funciones del aparato
de Golgi de transpérte ifnico y de sintesis de glicoprotefl-
nas y glicosaminoglicanos. En relacisn al transporte idnico,
se ha sugerido gue la presencia de bombas idnicas especfficas
en las membranas del aparato de Golgi {Selinger y col., 1970;
Argenﬁ y col., 1875: Baumrucker y Keenan, 1975} puede mante-
ner un.ambiente idnico especifico en el interior de &sta es-
tructura, como se hardemostrado mediante técnicas citoguimi-
cas, incluso en lactotropos, a partir de lo cual se ha postu
lado 1la existehcia de un ambiente con alta concentracidén ca-
tiénica en las cisternas gde Golgi {Clemente y Meldclesi,1975;

- Stoeckel y col., 1975; Reith, 1976). Basados en la capacidad
del calcioc de establecer puentes .entre cargas negativas adva
centes v en gue ciertos grédnulos de secrecidn (como los exis
tentes en glédndulas suprarrenalés y parftidas) contienen una
alta concentracidén de calcio, se ha considerado la hipStesis
de que el calcio, asi como otros iones divalentes, puedan ju
gar un papel importaﬁte en el empaque de los grénulos. Contra
la participacidn explusiva del calcic en &ste fendmeno, exis-
ten.datos como el de la relacidn molar Ca++/PRL (Zanini vy
Giannattasio, 1974) que resulta demaziado baja para conside-

rar una posible unidn de toda la PRL con calcio.

&1
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Respecto a la participacién Ge glicoprotefnas y
glicosaminoglicanos en el empaque de los grdnulos de PRL, a
partir de observaciones citoquimicas, Rambourg y Racadot (1968)
han postulado que molé&culas glicosiladas serian las respon-
sables de formar una coraza de condgnsacién_alrededor de la
nmatriz de prolactina. | .

Por otro 15&6, mis recientemente, Giannattasio ¥
colaboradores (Giannattésib‘y Zanini, 1976; Zanini y col.,
1979) analizaronrla composicidn deulos grénuips de éRL.de
la hipGfisis de la rata v de la vaca, Y ené@htraxon'qﬁe en
la matriz del gréanulo, ademés de lé'hgrmona; existen otros
componenfes en muy bajas concentraciones. . Muchos de &stos
se han identificade como giigoprotéinaé Y 6tros como glico-
saminoglicanos,. aparentemente asociadoé a la PRL-pof.puen?
tes iénigos".-Estas observaciones apbyan pqr.éonsiguienté d
la hipétesis mencionada; Sin.embafgo,.dado que la dinémiq;
de la liberacidn de PRL es diferente a la.qﬁe se observa du
rante la liberaci6n de macromoléculas de azficar en condi-
ciones in vitro, no es P§Sib1e pensar en una unidén simple
de estos dos compuestos. Junto a io ya mehcionado sobre la
participacidn idnica eﬁ el eventb, el émpaque de los grénu—

los parece ser un procesd compleio
Exocitosis

Fusién de los Grénulos de PRL con la Membrana Plismatica.
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La liberacifn de la PRL hacia el exterior de la
cfinla ocurre a través del fenSmeno conocido como exocito—
sis 6 emiocitosis. Este fendmeno consisteen la transféren-
cia del contenido de los grénulos, del compartimiento.intrg
celuniar hacia el espacio extracelular mediante un complejo
procese membranal, en el cual no ocurre en ningfin momento
una discontinuidad en la superficie que delimita a la célu
la. ©Comp ya se menciond, a partir del momento en el que la
- hormona abandona el complejo de Golgi, é€sta se encuentra
concentrada formando una matriz densa, delimitada y ala
vez aislada de los demis componentes del citoplasma, por
uana mepbrana {Zanini y col., 1980). Esta membrana es apa-
rentemente igual a las demds membranas celulares, y como he
mos visto, en la actualidad es dificil definir con preci-
-s5ifn 1 tipo de relacifn gue se establece entre &sta y la
matriz granular. Los grinulos de PRL, como se menciond en
ia seccidn anterior, sufren una serie de modificaciones es-
tructurales y guimicas hasta alcanzar su plena madurez. En
estas condiciones ocurre la exocitesis, a la cual se le ha
dividido convencionalmente en tres etapas para su estudio y
deseripeidn {Vila-Porcile y Oliver, 1980). La primera eta-
pa comienza con el establecimiento de un punto de contacto
entre la membrana granular y la membrana celular, seguido
inmediatamente por la fusifn de ambas membranas y la forma
cibn de un poro o diafragma. La formacién de este diafrag
ma ¥ su consecuente apertura implican el establecimiento de

una continuidad fisica entre el interior del granulo y el
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espacio extracelular. Esta primera fase del evento parece
ocurrir muy rdpidamente, a juzgar por la bajisima frecuen-
cia con la gque ha llegado a ser observada por ultramicroscg
pia (vila-Porcile y Qliver, 1980)., En contraposicién, la
frecuencia con la que se han observado los grdnulos en la
segunda fase, indica una duracién considerablemente mayor

de los grénulos en &sta fase.

Fisidén de la Membrana Grdnulo-felular y Liberacidn del Con-

tenide Granular en el pspacio Extracelular.

Esta segunda fase o fase omega ( {1 } consiste en
la apertura total del diafragma, permitiendo asi la salida
del contenido granular (Norman , 1976). En esta fase el
contenido granular es transferido al espacio extracelular.
Morfoldgicamente se observan ciertos cambios en la matriz
del granulo, como la reduccidn gradual de su densidad eléc
tronica y su gradual separacion de la membrana del saco exo
cit8tico (vila-Porcile y Oliver, 1980)., Obviamente, se ha
considerado que en esta fase, el fluido extracelular puede
penetrar al interior del saco exocitStico e interactuar con
el contenido granular. Asi se encontrd experimentalmente
la penetracidn de marcadores extracelulares como son la pe-
roxidasa de r8bano (Vila-Porecile, 1975) y la ferritina (Far
guhar, 1978}).

" En estos trabajos se describieron diversos fenfme

nos tales como la polarizacién de la exocitosis, la gque ocu
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rre exclusivamente en ciertas porciones de la c&lula (Vila-
Porcile, 1975}, eventos asociados a la exocitosis como el
reciclaje de la membrana mediante la formaciSn de vesiculas
endocitbticas y la internalizacién de diversos materiales
{Ffarguhar, 1978; Pelletier, 1973; Farquhar vy col., 1975;
Tixier-vidal y col., 1976; Vila Pocile y Oliver, 1978).
Recientemente con el empleo de lectinas como la
concanavalina A ¥ la aglutinina del germen de ﬁtigo, se ob
servb una interaccisn entre ciertos glicoconjugados y grénu-
los secretores durante la exocitosis (Merchant-Larios y Me-
na, 1982). Cé&lulag previamente fijadas en divers&s estados
fisiol6gicos, fueron expuestas a las lectinas, moléculas
que reaccionan con ciertos compuestos glicoconjugados, reve
lando su ubicacidn, Asi se encontrd gque los grinulos de
PRL durante la exocitosis interactfian con glicoconjugados
extracelulares normalmente presentes en el medio gue bafia
a las clulas. Esta interaccifn puede tener relevancia fug
cional durante la secreci6n de la PRL. Como se veri en de-
talle mis adelante, coincidiendo con el evento de la exoci-
tosig, la PRL sufre una transformacidn gue origina la deple
cifn de la hormona de la hipéfisis (Mena y col., 1982). Pro
bablemente, la interaccifn de los grénuios con los glicocon
jugados extracelulares intervenga en la transformacidn de la

PRL.
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Incorporacifn de la Membrana Granular a la Superficie Celu-

lar.

La tercera y filtima fase de la exocitosis, casi
tan hipotética como la primera, consiste en la adhesién del
saco exocitdtico vacio a la membrana plasmitica.

A pesar de la aposicidn de las membranas de nume-
rosos granulos a la membrana celular, la superficie de &sta
dltima no aumenta.sino transitoriamente, puesto gue existe
un mecanisme inverso a la exocitosis, el cual es responsa-

ble de la reinternalizacidn de las membranas granulares.

Reciclaja Membranal.

El excesc de membrana que tiende a aumentar la su
perficie celular durante la exocitosis ¢granular, es reincor
porado al interior de la célula para integrarse nuevamente
a la via secretoria. Mediante el empleo de marcadores espe
cificos de membrana como la ferritina cationizada, asi como
marcadores no membranales como la ferritina nativa, Farquhar
(1978) encontrf gue la membrana gue es reincorpeorada al in-
terior celular se integra al Golgi, a lisosomas, a estructu
ras del sistema Golgi-retfculo endopldsmico-lisosomas, asf
como a granulos de PRL en diversos estadios de madurez.
Por su parte, el contenido de las vesfculas endocitdticas,
de origen extracelular - es siempre incorporado a lisosomas.

asf, por medio de este reciclaje contfinuo de membranas, el
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-pamotrope conserva constante su superficie, a pesar de la

actividad exocitdtica que presente en un momento dado.

Crinofagia.

La descarga del contenido granular no ocurre ex-
clusivamente hacia el exterior de la cé&lula, sinc que puede
ocurrir hacia otro compatimiento celular: los lisosomas
{Farguhar y col., 1975; Farquhar, 1977}. Este proceso, de-
rominado crinofagia ocurre principalmente en estados de ba-
ja actividad secretora, como por ejemple en la hipdfisis de
la rata lactante cuando las crfas son retiradas de la madre
por 24 hs & mds, impidiéndose asi la aplicacifn del estimu-
lo de la sucecifn., Una vez gque los granulos entran en con-
tacto con los lisosomas, el contenido de los primexcs es de
gradado por las enzimas digestivas presentes en los segun-

dos.

Deplecién y Liberacifn de Prolactina,.

General.

Como ya se menciond, se sabe que la liberacidn de
PRL por la adenchipOfisis de la rata lactante ocurre como
resultado de la activacién de un reflejo neurocend6ecrino in-
ducido por el estimulo neurocgé€nico de la succibn {(Ver:Gros

venor y Mena, 1971).

ok,
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5in embargo, esta liberacién no ocurre de manera
directa, sino gue se encuentra precedida por un evento in-
tracelular gue aparentemente involucra una tranformacidn de
la PRL de un estado detectable a otro indetectable, por lo

cual ha sido referido como una deplecidn.

Deplecién de PRL.

Reece y Turner {1237) encontraron gue la aplica-
cidén del estimulo de la succidn a ratas lactantes, reduce
significativamente la concentracisn de PRL, medida por bio
ensayo, en la adenchipéfisis. Posteriormente esta observa
cifn se extendid a otras especies como el conejo v el coba-
vo (Holst y Turner, 1939). Posteriormente esto fué€ confir-
mado tanto con la medicidn de la hormona por biocensayc (Gros
venor y col., 1967; Sar y Meites, 1969; Convey y Reece,
1969), como mediante el uso del radioinmuncensayo {Subrama-
nian y Reece, 1975: Amenomori y col., 1970) y de la electro
foresis en gel de poliacrilamida (Grosvenor y col., 1979%;
Mena y col., 1982). En sintesis la deplecidn de la PRL hi-
pofisiaria es un evento rdpido; puesto gue ocurre en uncs
minutos (Grosvenor y col., 1967} y masivo; dado que involu
cra entre un 30 v 50% del contenidoc total de la PRL hipofi-
siaria (Grosvenor y col., 1979b; Mena vy col., 1980; Grosve-
nor y cecl., 1981; Mena y col., 1882).

La magnitud de la deplecién inducida por la apli-

X

cacifdn de un estimuilo, no se suma ni en el tiempo ni en el
2 0
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€spacio con la aplicacidn de otros estimulos (Grosvenor y

col., 197%9bj.

Liberacién d& PRL.

La liberacidén de la PRL valorada por el nivel cir
culante de &sta y tomando en cuenta su depuracién metabdli-
ca, se calculd gue ocurre a una tasa constante entre 400 y
600 ng poxr minuto (Grosvenor y Whitworth; 1974; Grosvenor
y col., 197%3). Esta tasa de liberacién se sostigne duran

te el tiempo gue se aplica el estimulo a la succidn.

Relacidn Existente Entre la Deplecidn y la Liberacién de la

PRL.

Mediante el emplec del mé&tode de incubacibn de hi
p6iisis en condiciones in vitro,Swearingen (1971) y Nicoll
{1972) analizaron la concentracién de PRL en el tejide, asi
como la liberacidn al medio, por hip6fisis provenientes de
animales estrogenizados en el primer caso, v lactantes en
el segundeo. Ambos trabajos sehalan una discrepancia cuan-
titativa entre la hormona depletada y la liberada. En el
primer trabajo se concluye gue es posible la liberacién de
la hormona a partir de un reservorio indetectable, mientras
que en el'sequndo se afirma que la deplecién de la hormona
puade ocurrir sin que sea liberada.

Coma se sefald previamente, existen clarasgs dife-
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rencias en la dindmica de ambos eventos. A los pocos minu-
tos de iniciada la succidén, la deplecién de la hormona al-~
canza proporciones del 30 al 50% del contenido hipofisiario,
lo que representa varias decenas de microgramos de PRL, va-
lorada a trav&s de la electroforesis en gel de acrilamida
(Grosvenor y col., 1979b, Mena v col., 1980; Grosvenor y
col., 1980; Grosvenor y col., 1981; Mena y col., 1982). En
este mismo tiempo, la cantidad de¢ hormona liberada a la cir
culacidn sélo alcanza unos dos o tres microgramos. Esta
clara discrepancia se observa pocos minutos después de ini-
ciada la succidény tiende a disminuir a medida gue la aplica
cidn del estimulo continga, pues la magnitud de la deple-
cién no aunenta después de los prineros minutos, mientras
gue la liberacidn mantiene una tasa constante durante el
tiempo gue se aplica el estfmulo., .Por consiguiente, si la
succidn se sostiene el tiempo suficiente, la magnitud de Ila
liberacifn alcanza un valor aproximado al de la deplecién.
Existe una relacidn directa entre la duracidn del
perfodo sin sueccibn previo a la aplicacidén del estimulo y
la magnitud de la deplecifn, cuando este pericdo varia en-
tre 2 y 12 horas (Amencomori y col., 1970; Subramanian y Ree
ce, 1975; Nicoll y col., 1976}. La misma relacifn directa
se encuentra. entre dicho periodc sin succifn y la liberacidn
de PRL al plasma, mientras gue no se aprecia cambio alguno
en la depuracidn metabdlica de la hormona (Grosvenor y col.
197%a}. La conjugacifn de estos resultades obtenidos por

diferentes grupos de trabajo, sugieren la existencila de una
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relacién cuantitativa entre la deplecidén de la PRL y 1a 1i-
beracifn de 1la misma, cuando son tomadas en cuenta sus dife
rentes dindmicas. Grosvenor y col. {(1979a) concluyeron que
durante la fase de deplecién, la PRL sufre una transforma-
cién de algﬁn_tipo, la cual la hace indetectable a las mé&to
dos de cuantificacién y a su vez la convierte en la forma
liberable de la hormona, 1a cual iri siendo liberada en la

medida en que el estfimulo continfie siende aplicado.

Pransformacién de la Prolactina.

En la actualidad podemos distinguir al eventc de
la deplecibn-transformacién del evento de la liberacién tan
to por las caracteristicas va descritas de cada unoc como
por la naturaleza de la regulacidn superior que ejercen so
bre ellos ciertos factores de origen hipotaldmico. En la
seccifn: REGULACION DEL PROCESO DE SECRECTION DE PROLACTINA,
sé detallaran las diferencias en las respuestas gue ambos
eventos presentan a dichos factores, mientras gue en la pre
sente seccidn se presentan las diferencias intrinsecas en-—
tre ambos eventos. De hecho, algqunas de las caracterfsti-
cas que distinguen a un evento del otro yva fueron seflaladas.
Asf, tenemos que mientras gque la deplecidn-transformacidn
octurre en forma masiva en unos cuantos minutos y su magni-
tud no aumenta por mis que el estimulo continGe, la libera
cifn ocurre de manera constante y auna tasa estable durante

el tiempo que se mantiene la estimulacién. Otra de las 4i-



ferencias que caracterizan ambes procesos se refiere a su
‘sensibilidad para ser activados, en otras palabra, a su um
bral de activacifn. En este sentido, Grosvenor y col.
{1979b) observaron gue la aplicacién de un estfrmulo inespe
cifico como es la inhalacidn de &ter, el cual no es capaz
de inducir la deplecién de la PRL hipofisiaria, provoca en
la rata un incremento pequefio ¥y transitoric en el nivel cir
culante de PRL. Por el contraric, la aplicacién de éste es
timulo a ratas cuya PRL hipofisiaria ha sido previamente de
pletada por un perfodo breve de succién(l® min), induce una
liberacidn de PRL comparable a la producida por el estfimulo
de la sucecidn. Estos resultados se interpretaron en el sen
tido de que el umbral de la depleci&n-tranformacidn de la
hormona es superior al umbral de activacidn de la libera-~
cidén de la misma (Grosvenor y col., 1981)., Asimismo, estos
resultados resaltan la significanéia que como pasc limitan-
te para la liberacidn tiene la transfomacidn de la hormona.
En otras palabras, la liberacidén de la PRL s8lc parece ocu-
rrir cuande la hormona en ¢l interior de la glindula ha su-
frido la transformacidn. Mds afn, estos estudios mostra-
ron gue la hormona una vez transformada permanece disponi-

ble para ser liberada durante varias horas.

Pgsibles Mecanismos Involucrados en la Transformacién de la

PRL.

Como hemos visto, se desconocen tanto el mecanis

mo a través del cual 1la hormona es transformada, como la
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naturaleza del cambié sufrido por la hormona en dicha trahi
formacién. De hecho, la existencia de esta transformacidn
se ha inferido en base a.la relacién cuantitativa y funcio-
nal entre la deplecitn de la PRL en el tejido y la libera-
cidn de &sta hacia el exterior. La hormona transformada
no es detectada con biocensayo, con radioinmunoensayo, ni con
electroforesis en acrilamidau Esto podria sugerir que la
hormona, por efecto de la transformacifn pjerde sus activi-
dades bioldgica e inmuncldgica asf como gue se altera su de
teccifn guimica. Otra forma alternativa de explicar la
deplecidn general, serfa en 21 sentido de que el cambio su-
frido por la PRL durante la transformacidn interfiere de
alguna forma en comfin con todos los métodos de cuantifica-

ci6n empleados, impidiendo asi su deteccidn.

Cambio en la Solubilidad de la PRL Durante la Transformacifn

de la Misma.

bado gue los métodos gue registran la deplecibn
de la PRL tienen en comlin el emplec de condiciones de extrac
cidn consideradas moderadas, nosotros analizamos la deple-
cién bajo condiciones de extraccién m&s rigurosas. Para
ello comparamos el efecto de un perfiodo breve de succidn,
sobre la concentracién de PRL hipoZfisiaria, medida ésta -por
electroferesis en el gel de poliacrilamida, bajo dos condi-
ciones diferentes de extraccidén. La extraccidén en un amor-—.
tiguador de tris-HC1(0.13M) a pH 7.2 gque es la base del mé-

todo de electroforesis descrito por Niceoll y col,, (1969)
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con el gue se detecta la deplecifn de manera reproducible,
se coméaré con la extraccidn en un amortiguador de carbona-
tos {0.05M) a pH 10. Ademis, y con el propdSsito de anali-
zar los cambios sufridos no sdlo por la PRL en su totalidad
sinc en particular por la hormona madura, las ratas recibie
ron uha inyeccién de un aminodcido marcado isotdpicamente,
8 horas antes del sacrificic. En concreto, 29 ratas Wistar
en los dfas 13-14 post-partum, se separaron de sus crias
por un péeridc de 8 horas y se les administr§ una dosis de
leucina tritiada (3 pCi/g p.c. 1%, NET-13SH,.40—60 Ci/mmol
New England Nuclear}, al momento de la separacién“ La mi-
tad de los animales fueron succionados por un periodo de is
minutos inmediatamente antes del sacrificio, mientras gue
la otra mitad se sacrificé sin la succidén previé“ En todos
los animales la adenohipSfisis fug& inmediatamente extraida
vy seccionada en dos partes iguales, destindndose una semihi
pSfisis a la extraccidn en amortiguador de tris-HCLl (0.13M)
a pH 7.2 (0.1 ml/mg de tejido) y la otra a la extraccifn en
amcrtiguador de carbonatos (0.05M) a pH 10 (0.1 ml/my de te
jido). Todas las mueétras se sometieron a electroforesis
de acrilamida de acuerde con el método de Nicoll y col.,
(1969), método gue se utilizd para cuantificar la concentra
cién de PRL en cada muestra por densitometria. Una vez re-
gistrada la concentracidn de PRL en la banda correspondien~
te de cada gel, ésta fué cortada, elufda en 1.0 ml de agua
oxigenada al 30% a 50°C (Tishler y Epstein, 1968) y la con-

centraciédn de PRL tritiada cuantificada por espectrometria
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de centelleo liguido.

Los resultados de este experimento se ilustran en
la figura 1, en la cual puede apreciarse que mediante el uso
de la extracéiﬁn de la PRL en amortiguédor de tris.a pH 7.2
se observa una deplecién de aproximadamente 40% en la concen
tracifén total de la hormona (barras blancas), asi como de la
PRL tfitiada {barras achuradas), por efecto de la succidn.

En contraste con esto, cuando en las semihipSfisis
contralaterales la extraccién se llevd a cabo en amorfiguaw
dor de éarbonatos a pH 10, lis concentraciones de PRL totél
asi como de PRL tritiada no sufrieron ningln cambio por la
aplicacién del estimulo de la succidn. Recientemente hemos
determinado si la detéccidn de la deplecifin depende de lé -
composicifdn ifinica del amortiguador o del pH, extrayendo a
la PRL en amortiguador - de tris tanto a pH neutroc como a PpH
9.2 ¥y en émortiguador de carbonatos a pH 10 v a pH 7.4, En
contramos que la deteccidn de la deplecifén no depende del pH
sino de la composicién del amortiguador vgr., se detec;a en
tris y no en carbonatos. Este resultado demuestra que la -
hormona depletada por efecto de la succidn se encuentra a@n
en el tejido. Asimismo, sugiere que ha sufridc una tranfor
macién'ﬁal, que mediante el emplec de condicicnes moderadas
{(amortiguador de tris-HC1l}, &sta hormena no es extraida y -
por consiguiente no es detectada. Por el contrario, cuande
las condiciones empleadas fueron mfs severas (amortiguador
de carbonatos), la hormona fué extrafda y detectada.

Todo esto permite sugerir que durantéﬁla'primera

fase de la liberacién de la PRL por efecto de laﬁgué§3§§,'la
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Fig. 1. Efecto de dos distintos m#todos de extraccidn sobre
la deplecifin del contenido hipofisiario de PRL y de (3H) PRL
inducida por la succifin en la rata lactante. _Todos los ani-
males recibieron una administracidén i.v. de {7H) leucina

8 horas antes del sacrificio, permaneciendo separvados de sus
crias por ese periodo. La mitad de los animales fueron suc-
cionados por sus crias durante 15 min previos al sacrificio
{S.}, mientras la otra mitad no fueron succicnados (N.S.).
Cada hipSfisis fué biseccionada, extrayéndose la hormona de
una semihipSfisis en amortiguador de tris-HCL (0.13M) a pH
7.2 ¥ la otra semihip6fisis en amortiguador de carbonatos
(0.05M) a pH 10. NStese la deplecidén de la PRL v de la (3u)-~
PRL por efecto de la succién bajo extraccidn en tris y la au
sencia de la misma bajo extraccién en carbonatos. Cada ba—
rra representa el promedio + E.E. de los animales senalados
entre paréntesis. {(Mena, Martinez-Escalera, Clapp, Aguavo,
Forray y Gosvenor, 1982)
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hormona es convertida de una forma relativamente soluble, a
otza forma menos soluble, que no es extraible en amertigua-
dor de tfié, la cual representa la forma liberable de ia -
hormona.

Sin embargo, la naturaleza intima de la transforma
cién de la PRL, gue le confiere una disminucifn en el grado
de solubilidad, es Aun desconocida. Se ha reportado previa
mente, en base a observaciones morfoldgicas, que la matriz
del grédnulc de PRL presenta una estructura éstable (Vvila Por
cile y Oliver, 1980). Esta misma conclusidn partidé de un -
estudio de tipo bicquimico en el gue se analizd la solubili
zacidn de gridnulos separados de su membrana limitante, incu
bados bajo diversas condiciones de temperatura, pH y compo-
sici6én del medio (Giannattasio y col., 1975). Entre los re
sultados de este trabajo, se encontrd gue la disolucifn de
ia matriz de PRL aumenta en relacidén directa con el pH y la
temperatura, v que es favorecida por la presencia de cier-
tos iones como el.bicarbonaton Ademis los autores reporta-
ron que la insolubilidad del grinulc se encuentra directa-
mente relacionada -al tiempo transcurride a partir de la sin
tesis de la PRL, es decir, al estado de madurez de la misma
(Zanini y col., 1980). Otro estudio del mismo grupo de tra
bajo, sugiere gque la insolubilidad granular puede ser debi-
da a la interaceitSn de la PRL con hidratos de carbono macro
moleculares {Giannattasio y c¢ol., 1980}, Recientemente,
Merchant y Mena (1982} han mostrado evidencias de una inte

raccién de glicoconjugados de origen extracelular con los
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gridnulos de PRL durante la exocitosis. Una interaccidén de
este tipo podria afectar la movilidad electroforética de la
PRL.

La PRL de rata posee dos puentes disulfuroc gue
participan en el establecimiento de la estructura terciaria
de la molécula. La reduccidn parcial o total de 8&stos,aca-
rrea cambios importantes en la actividad y en la detectabi-
lidad de la PRL {(resultados no publicados)*. En bovinos,
se ha sugerido gque la PRL es almacenada en una estructura
supramolecular formada por varias ﬁoléculas de hormona uni-
das por puentes disulfure y que la regulacidn de la libera-
cidén es mediada por glutation y zinc {Lorenson y Jacobs,
1982; Lorenson y col., 1983), 5i bien en la rata no parece
existir esta estructura supramolecular, recientemente hemos
encontrado gue el glutation reducido facilita la deplecidn
in vitro de la PRL mientras gue el zinc la inhibe ({(resulta-
dos no publicados). En asociacidn con esto, se sabe que el
tris es capaz de quelar iones como el calcio (Catd) y el
zinc {Zn++) mientras gue los carbonatos facilitan el inter-
cambio tiol-disulfurc. Estos resultados sugieren de manera
preliminar que la reduccifn-oxidacién de la PRL y/o algunos
otros componentes intracelulares podrian estar participande
directamente en la pérdida de detectabilidad que sufre la

PRL durante la deplecidn-transformacidn.

* La composicifn iSnica del medio (fosfatos, boratos, carbonatos) deter
mina cambios importantes en la conformacifn de la PRL.,
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Transformacidn de la PRL en Condicicnes In Vitro.

El uso del marcaje radioactivo de una poblacidn
particular de moléculas de PRL fué de suma utilidad en el
experimento antes descrito, para precisar gue la transforma _
cibn ocurre en la hormona que ha alcanzado un grado determi
nado de madurez. Sin embargo, en condiciones in vivo nho es
posible establecer comparaciones entre la hormona que sufre
la deplecidn-transformacifn y aguella que es liberada a la
circulacidn, principalmente porque la dilucién de &sta Glti
ma en el torrente sanguineo impide su medicidn. Este tipo
de comparaciones, sin embargo, es muy importante realizar-
las, puesto que esg una nanera de analizar en forma directa
la procedencia de la hormona liberada, es decir, si la hor-
mona que es liberada proviene ¢ no de aguella previamente
transformada.

Para resclver el impedimento de la medicidn de la
hormona liberafla con marcaje isotdpico, analizamos el com=-
portamiente de la hip&fisis en condiciones in vitro. EI enm
pleoc de este método permite medir directamente la hormona
liberada, tanto la total como la marcada, y compararla con
los cambios en la concentracién hipofisiaria de la hormona
usando el mismo método de cuantificacidn {(electroforesis en

poliacrilamida).
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Transformacién y Liberacifn de PRL Total y PRL Marcada Iso-

topicamente, en HipS6fisis Incubadas In Vitro.

Al igual que en el experimento anterior, se utili
zaron ratas Wistar lactantes entre los dias 7 y 14 EEEE‘EEE“
tum. Todos los animales recibieron uﬁa inveccidn de leuci-
na.tritiada {3 pCi/g p.c. 1.V.) al momento de separdrseles
de sus crfas. Al cabo de 8 horas, la mitad de los animales
fueron sacrificados, grupo al gue denominaré en lo suce
sivo "no sueccionadeo™ & "NS", mientras que ia otra mitad de
los animales fueron previamente succionados por sus crias
durante 15 minntos e inmediatamente sacrificados, grupo al
gue denominaré "succionado® & "§". Inmediatamente des-
pués del sacrificio, las adenohip6fisis fueron extraidas y
seccionadas en dos partes iguales, de las cuales una semi-
hip6fisis de cada animal fu& congelada para determinar la
concentracidn inicial tanto de PRL total, asf como de PRL
marcada isotdpicamente. La restante semihipSfisis de cada
rata fue incubada immediatamente en 300 pl.de medio 199, a
37°C en un agitador metab&lico a 125 rpm bajo una atmésfera
de 95% Op ¥ 5% COp. Las incubaciones tuvieron duraciones
de 30, 60, 90, 120 v 240 minutos, cambifindose el medio de
incubacidn por medio fresco en los tiempos antes sefialados
en aquellas incubaciones cuya duracisn lo permiti6. La de
terminacién de la PRL se llevd a cabo por electroforesis en
poliacrilamida y la cuantificacidn por densitometria (Ni-

coll y col., 1969). La cuantificacifn de la PRL tritiada



se llevd a cabo por espectrometria de centelleo liquido.

"~ Al igual que en el experimento in vive, la extraccidn de la
hormona del tejido se realizd tanto en amortiguador de tris
HC1 (0.13M) a pH 7.2 como en el amortiguador de carbonatos
{0.05M) a pH 10.

Los resultados de este experimento se ilustran en
las figuras 2, 3 y 4. En la figura 2, se representa la
cuahtificacidn de la PRL en el tejido, extraida én émorti—
guador de tris (0.13M) a pH 7.2 (grafica izquiefda), extral
da en amortiquador de carbonatos (0.05M) a pH 10 (grafica
central) y también representa la secrecidn al medio de incu
bacién expresada en tasa de secrecidén {(ng/min/mg de adenohi
p6fisis, grafica derecha). La concentracién de PRL en las
semihipdfisis extraidas en tris a pH 7.2 sufrid una deple-
cidn de aproximadamente 40% por efecto de la succidn (circu
lo vs trifngulo al tiempo 0). Cuando las mitades contralate
rales de estas mismas hip&fisis fueron incubadas, se obser-
varon ciertos cambios opuestos en la concentracidn de PRL
hipofisiaria, de acuerdo al estado de la hip6fisis en cues
tién. La concentracién de PRL en las glidndulas de animales
no succionados sufrié una deplecidn de aproximadamente 40%
a los 30 minutos de la incubacidn con una replecifn a los
60 minutos y una segunda deplecién a los 90 minutos, v a
partir de este punto disminuyd en forma muy gradual hasta
los 240 minutos de la incubacidén. La concentraciGn de PRL
en las hipédfisis de los animales succionados, la cual ya ha
bia sido depletada in vive, sufrid una replecifm, total a los
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Fig. 2. Efecto de la incubaci®n in vitrp de semihipSfisis
de ratas lactantes separadas de sus crias durante las 8 ho-
ras previas a la incubacidn (N.S.) o bien succionadas 15

min inmediatamente antes del sacrificio (5.}, sobre la con
centracidn hipofisiaria de PRL detectada bajo distintos pro
cedimientos de extraccién, asi como sobre la liberacién de
la hormona al medic de incubacifn. La hormona se cuantifi-
ch por electroforesis en poliacrilamida y densitometrfa, tan
to en el medio de incubacién (gr&fica derecha) como en la hi
pSfigis extralda va sea en amortiguador de tris HCl a pH 7.2
(grifica izquierda) como en amortiguador de carbonatos a pH
10 {grifica central). No&tense las oscilaciones en la con-
centracidn de PRL en las semihipifisis extrafdas en tris, en
contraste con la disminucidn constante en aquellas extraifdas
en carbonatos. Cada punto representa ¢l promedio + E.E. y
los nfimeros entre par&ntesis el nlmero de animales. (Mena,
Martinez-Escalera, Clapp, Aguayo, Forray y Grosvenor, 1982).
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30 minutos, seguida de una segunda deplecitn a los 60 minu
tos, y a partir de este momento disminuyd gradualmente has
ta el final de la incubacidn. En contraste a las oscilacio
nes desfasadas 30 min que sufre el contenido hipofisiario de
PRL cuando la extraccidn se realiza en amortiguador de tris
{pH 7.2}, cuando la extraccidin se realizd en el amortigqua-
dor de carbornatos (pH 10) la concentraci®n de PRL en el te-
- jido no sélo no cambid en forma brusca por efecto de la suc
cién,.sino gue mestrd una disminucién gradual a tode lo lar
go de la incubacién, Esta disminucifn guardé una relacidn
directa con la cantidad de hormona gue se fué acumulando en
el medico de incubacibn.

Los resultados obtenidos midiendo a la PRL marca-
da isotdpicamente fueron semejantes a los recién descritos
(Fig. 3). Estos resultados sugieren en primer término, que
la deplecidn de PRL in vitro es andleoga a la gue cocurre in
vivo por efecto de la succibn, y gue ambas se deben a un
cambio de sclubilidad de la PRL. Asi, una vez depletada,
la PRL reduce su estado de solubilidad y por consiguiente
no es extraible ni detectable en un amortiguador de tris.
Este cambioc de solubilidad de la PRL se invierte en la re-
plecién, por lo cual la hormona vuelve a ser detectada. Por
el contrario, bajo otra condicibn de extraccidn (amortigua
dor de carbonatos, pH 10}, la hormona es disuelta y detectable
eh el tejido, por lo que no se obgerva la deplecidn, sino
una pérdida gradual de preolactina en el tejido gue corres-
ponde cuantitativamente en forma fntegra con la hormona 1i

berada al medio de incubacifn.
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Fig. 3. Efecto de la incubacifn in vitro de semihipdfisis
de ratas lactantes separadas de sus crias durante las 8 ho-
ras previas a la incubacidén (N.S.}, o bien succionadas 15
min inmediatamente antes del sacrificio (g, sobre la con
centracién hipofisiaria de PRL tritiada § (:%)PRL), detecta
da bajo dos distintos procedimientos de extraccidn, asi co-
mo sobre la liberacién de la hormona magcada al medio de in
cubacidn (grdfica derecha). La marca((’H) leucina, 3 upcCi,
g p.¢. I.V.} se administrd 8 horas antes del sacrificioc. La
cuantificacién se realizé por espectrometria de centelleoc
liquido de la banda de PRL determinada por electroforesis
en poliacrilamida. La extraccidn de la hormona en una semi
hip6fisis de cada rata se realizé en amortiquador de tris-
HCl a pH 7.2 {(grifica izquierda) y en la contraparte en a-
mortiguador de carbonatos a pH 10 {(grafica central) N&ten
se las oscilaciones en la concentracién de {3H) PRL en las
semihipSfisis extraidas en tris, en contraste con la dismi-
nucién constante en aquellas extrafdas en carbonatos. Cada
punto representa el promedio + E,.E. y los n@meros entre pa-
réntesis el nGmero de animales {Mena, Martinez-Escalera,
Clapp, Aguayo, Forray y Grosvenor, 1982).
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Con el objeto de precisar el posible origen de la
hormona liberada, analizamos la actividad especffica de la
PRL tanto en el tejido como en el medio de incubacién. La
expresifn acﬁividad especifica se refiere a la proporcién
de hormona marcada en relacifn al total de la hormona detec
table. Como se puede observar en la figura 4,la actividad
especifica de la hormona liberada al medio de incubacifn
guarda un estrecho paralelisﬁo con la actividad especifica
de la Eormoha~extrafda dei tejido en carbonatos a pH 10,
Ademis, &stas actividades especfficas no fueron diferentes
a aquellas obténidas en el tejido extraido en tris a pH 7.2
en los tiempos en gque la hormona mostrf ausencia de deple-~
c¢ién o una clara replecifn, vgr: a los 60 minutos en el ca-
so del grupo N.S. y a los 30 y 90 minutos en el grupo S.
Por el contrario, la actividad especffica de la hormona li-
berada al medio fué clarémente mayor.a la de la PRL detecta
da en el tejido extrafdo en tris a pH 7.2 en los tiempos en
que la PﬁL se encuentra depletada; vgr: a los 30 y 90 minu-
tos en el gfupo'NSu El hecho de que la actividad especifi-
ca dé la PRL liberada al medio de incubacién sea mayor que
la actividad especifica en las hip6fisis que han sufrido de
plecifn de PRL séio cuando la extraccién empleada preservd
dicha deplécién?pero no cuando la extracceifn revirtis a &s-
ta, sugiere queien paralelo con la deplecifn del nivel de
PRL en la hipSfisis disminuye la actividad especifica de la
hormona detectable, o lo que es lo mismo, gue la PRL gue es

transformada durante la deplecién posee una aétividad espe-
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Fig. 4. Efecto de la incubaciSn in witro de semihipSfisis
de ratas lactantes separadas de sus crias durante las 8 ho
ras previas a la incubacifn (N.S5.}, o bien suctionadas 15
min inmediatamente antes del sacrificio (S8.), inyectadas -
con leucina tritiada (3 pCi/g p.c. I.V.) al momento de la
separacifn de las crias, sobre la actividad especifica tan
to de la PRL liberada al medio de incubacibn {(grifica dere
cha), como de la PRL extraida del tejido va sea en amorti-
guador de tris-HCLI (0.13M) a pH 7.2 (gr&fica izquierda) o
bien en amortiguador de carbonatos (0,05M) a pH 10 (grafi-
ca central). La actividad especifica es la expresitn del
cociente de la PRL marcada sobre el total de la hormona.
NStense las sémejanzas de los valores de la PRL liberada
con aquellos de la PRL extraida del tejido con carbonatos.
Cada punto representa el promedio + E.E. (Mena, Martinez-
Escalera, Clapp, Aguayo, Forray y Grosvenor, 1982).
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cifica alta. Dado que la alta actividad espécifica de la
PRL. liberada a2l medio se correlaciona con la actividad es-
pecifica inferida de la PRL transformada y difiere de la de
PRL detectable en amortiguador de tris coincidente con la
depleciﬁn, estos resultados sugieren fuertemente gque la hor
mona liberada proviene precisamente de aquella que se en
cuentra transformada. Las oscilaciones observadas in vitro
en el contenido tisular de la hormona, gue no se observaron
in vivo, podrian ser consecuencia de la ausencia del control
hipotaldmico inhibidor. Recientemente observamos que la adi
cifn de depamina al medio de incubacifn bloguea tanto la de
plecidn de la PRL de las hip&Sfisis de animales no succiona-
dos, como la replecifn de la hormona en hipSfisis de anima-
les succionados, ademis de reducir marcadamente en ambos ca

sos 1a liberacidn de la hormona al medio de incubacién.

REGULACION DE LA SECRECION DE PROLACTINA.

Diverscs Niveles de Requlacién.

_ al igual gue lo gue ocurre con las demds hormonas
‘hipofisiarias, la secrecién de PRL se encuentra infiulda
pér factores de orfigen hipotalémico, los cuales tienen acce
so a la gl&ndula a través del sistema porta hipotdlamo~hipo
fisiario. Sin embargo, la hipb6fisis y en particular los
lactotropes, no representan Srganos blanco que responden pa

sivamente a las influencias hipotalémicas. Por el contra-
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rio, cada vez resulta mds evidente el gue la respuesta de
la hip8fisis cambia dristicamente de acuerdo con el estado
fisiol6gico en gue se encuentra. Por otro lado, reciente-
mente se han identificado efectos especificos de factores
hipotal&micos sobre los eventos celulares gue conforman el
proceso de secrecifn de la PRL, los cuales pueden alterar
eventos subsecuentes dentro de la secuencia del proceso.
Por todo esto, la regulacidn de la secrecidén de la PRL du-
rante la lactancia parece ser el resultado de una fina in-
teraccitn hipotilamo-hipofisiaria donde la respuesta del sis
tema depende tanto del control aferente como de factores 1g

cales en la propia gléndula.

Regulacién Hipotalimica del Proceso de Secrecifn de PRL.

La regulacifn que el hipotdlamo ejerce sobre ia
secrecién de PRL dista mucho de haber sido completamente e3
clarecida. En parte el hipotdlamo ejerce sobre los lacto-
tropos una influencia de tipo inhibitoria, mediada por uno
o mis factores inhibidores de la secrecidn de la PRL [PIF},
entre los cuales se sugiere a la dopamina. La otra parte
implicada en esta regulacifn es de tipo facilitador, por lp
gue se ha postulado a posibles factores facilitadores de la
liberacidén de PRL (PRF)} asi como a la TRH (hormona hipotald

mica liberadora de la Tirotrofina) como responsable de &sta.
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Factores HipotalaAmicos Inhibidores de la Secrecidn de PRL,

La influencia directa de factores hipotaldmicos
soebre la secrecidn de PRL se encuentra ampliamente documen-
tada. Originalmente se pensd gue ésta influencia era exclu
siva o predominantemente inhibidora. Esta idea surgid de
experimentos en los cuales, tanto transplantes ectdpicos de
adenohipbfisis (Evereit, 1954), deaferentacidn hipotilamo-
hipofisiaria (Chen ¥y col., 1970; Bishop v col., 1971l; Mac-
Leod y Lehmeyer, 1372), como la incubacidén in vitro de teji
do adenohipofisiario {Pasteels, 1961; 18562; Talwalkery col.,
1963} resultaron en todos los cascs en una secrecidn impor-~
tante de PRL. Todos estos trabajos sugieren la posible exis
tencia de un factor preoducido por el hipotélamo con efecto
inhibidor sobre larliberacién de PRL,

Por otro lado, una serie de estudios farmacolébgi-
cos han mostrado que la dopamina (DA} ejerce un efecto inhi
bider scbre la secrecifn de PRL (ver: MacLeod y Lehmever,
1972; Macleod, 1976) actuando directamente sobre los lacto-
tropos (Birge y col., 1970; Koch y col., 1970; Shaar y Cle-
mens, 1974). Asociado a &sto, se ha descrito la existencia
de neuronas tubero-infundibulares dopamin&rgicas con termi-
naciones adyacentes a los vasos portales a nivel de la emi-
nencia media hipotilamica {(H8kfelt, 1967). Recientemente
se ha detectads dopamina en la sangre portal (Ben-Jonathan
v col., 1977; Gibbs y Neill, 1978; Plotsky y col., 1978)

asi como cambios en los niveles de &sta en relacién al esta
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do fisioldgico y en respuesta a la estimulacisn periférica
(Neili, 1980; de Greef y col., 1981).

52 han realizado algunos intentos para caracteri-
zar compuestos peptidicos, asi como de otra naturaleza, co~-
mo factores inhibidores de la secrecidn de PRL. Esto es de
bido principalmente a que la dopamina por si misma, no al-
canza a explicar todo el efecto inhibitorio presente en ex-
tractos hipotalZmicos {Grosvenor y col., 18%B0), asi como la
persistencia del efecto en extractos hipotaldmicos libres

de DA.

Factores Hipotaldmicos Facilitadores de la Secreciddhn de PRL.

La primera evidencia de este tipo. se encontrd en
hipéfisis de aves, incubadas in vitro, en las cgales el efec
to facilitador de 1a secrecibn de PRL en extractos hipotald
micos predomina sobre el -efecto inhibidor (Wicoll y col.,
1970). En los mamiferos, la hipStesis de la existencia de
un factor facilitador de la secrecidn de PRL (PRF) surgié en
experimentos de incubacidn in vitro de hip&fisis, en los cua
les extractos hipotaldmicos causaron un incremento tardio.en
la secreciéfn de PRL, subsecuente a la inhibicifn inicial wa
conocida {Niceoll y col., 13970).

El efecto facilitador de la secrecidén de PRL gue
posee la hormona hipotaldmica estimulante de la tirotrofina
(TRH) se describid inicialmente en cé&lulas tumorales adeno-

hipofisiarias en cultivo (Tashjian y col., 1971}). Post rlor
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mente éste efecto se confiyrmd tanto sobre células normales
en cultivo, como sobre hipdfisis también en cultive, Asi-
mismo, se ha descrito un incremento en la concentracitn de
TRH en sangre portél por efecto de laestimlacifn periféri
ca de un nervio mamario (De Greef y Visser, 1981). $Se han
reportade también factores distintos a la TRH con efecto fa

cilitador de la secrecidn de PRL (Valverde-R. y col., 1%72).

Regulacidn Hipotaldmica del Proceso Multifdsico de Secre-

cidn. de PRL.

La deplecidn de PRL hipofisiaria inducida por 1la
succidn es blogueado tante por la administracidn de extractos
hipotalamicos (Grosvencr, 1965; Grosvenor y col., 1965: Bha
riwal v col.,, 1968) como por 1la administracidén del agonista
dopaminérgico 2 Br-o-ergocriptina (Fllickiger y Kovacs, 1974;
Hafisler v col., 1978). Asimismo, la magnitud de 1la libera
cién de la hormona hacia la circulacidén también evccada por
la succidén se deprimid importantemente por la administra-
cidn de los extractos hipotaldmices (Kuhn y col,, 1974;
Milmore y Reece, 1975}, asi como por la administracidn del
precursor de la dopamina, L-dopa {Prilusky y Deis, 1975;
Chen vy col., 1974). De acuerdo con todos estos datos, el
efecto de PIF 5 bien de la dopamina, podrian darse tanto a
nivel de la deplecidn de la hormona, come a nivel de la Ii
beracidn de &sta. La alternativa a esta situacién era gque

el efecto de los factores inhibidores s8lo ocurriera a ni-
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vel dg la deplecién de la hormona.

Para analizar estas dos posibilidades, Grosvenor,
Mena y Whitworth (1980) probaron el efecto de la succidn,
por una parte sobre la deplecifn de la hormona tantc en ani
males tratados con dopamina, extractos de eminencia media hi
potaidmica o bien con 2-Br-& -ergocriptina, y por otra parte;
sobre la liberacidn de la hormona eh animales tratados con
extractos de eminencia media o 2-Br- & -ergocriptina, ya sea
anteé © después de haber inducido la deplecién de la hormona
hipofisiaria por la succién. El pretratamiento de las ratas
con 625 ng de dopamina, el extracto equivalente a una eminen
cia media, o bhien 0.5 mg de 2-Br-& -ergocriptina, blogued la
deplecién de la PRL hipofisiaria por efecto de la succidn gde
las crias, asil como también redujo significativamente la 1i-
beracién de la hormona hacia la circulacién. Tontrariamente,
cuando ia 2-Br- o -ergocriptina o bien el extracto de eminen
cia media fueron administrados a aniﬁales gue previamente hg'
bian sufrido la deplecidn-transformacidn de la PRL por efec—
to de un episodio de 10 minutos de succiSn, la liberacién
evocada por una nueva succidn fué equivalente a aguella ocu-
rrida en los animales testigo.

ELl hecho de que tanto el PIF como el.agonista do
paminérgico no inhibjesen la liberacién de la PRL en aquellos
animales cuya hormona se encontraba ya depletada, sugirid a
los autores que el efecto inhibidor de la secrecién de PRL
se ejerce ﬁnicaﬁente a nivel de la deplecifn-transformacidn

de la hormona.
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La contraparte de éste estudio, consistis en ana-
iizar los efectos del factor facilitador de la liberacifn de
PRL {PRF), asi como de la TRH, tantoc sobre la depleci&n de
ia hormona como scbre la liberacifn misma {(Grosvenor y Mena,
1980). En este caso, la administracidn de 1.25 pg de TRH &
bien del equivalente a 2.5 extractas de eminencia media pre-
tratada para eliminér la TRH, no mostraron ninglin efectc so-
bre el nivel de PRL hipofisiaria, mientras gue su efecto so-
bre la liberacidn de PRL al plasma fué practicamente inexis
tente. Por el contrarioc, despufs de que las ratas fueron so
metidas a 10 minutos de sucecidn, lo que provoca la deplecidn
de la PRL hipofisiaria, la administracién de cantidades tan
bajas de TRH como 50, 10 o incluso 2 ng, asi como el eguiva-
lente a 1, 0.5 vy 0.2 eminencias medias indujeron una libera-
cifn comparable a la evocada por la propia succidn., Estos
resultados confirmaron datos de otros autores gue hahfan ob-
tenido una liberacidn muy baja de PRL por efecto de la TRH
(Blake, 1974} 6 bien no habfan encentrado ningGn efecto {(Bur
net v Wakerley, 1976).

Los resultados de estos dos trabajos en conjunto,
sugieren gue la regulacidn hipotaldmica se ejerce sobre va-
rios de los eventos que consfituyen el proceso de secrecidn
de PRL. Por una parte la inhibicifén ejercida por el PIF y
la dopamina afecta principalmente el evento de la depleciGn-
tranformacifén mientras gue la estimulacidn representada por

el PRF y la TRH se ejerce exclusivamente sobre la liberacidn

de la hormona.
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Esta hipbtegis ha recibide recientemente un fuer-
te apovo tanto en un sistema de periperfusidn de hipdfisis
(Fagin y Neill, 1981), como in vive {de Greef vy Visser,
1981). En este segundo estudio, se trataron ratas lactan-
tes con H-metil-p=-tirosina (AMPT}, un inhibidor competiti-
vo de la sintesis de dopamina, a la vez que se infundieron
exogenamente con doparina a dosis tales que el aporte de es
ta catecclamina a la hip&fisis occurriese en una proporcidn
semejante al aporte normal en el animal intacto. En esta
situacidn, la administracifn exSgena de TRE no produjo més
que un insignificante incremento en el nivel circulante de
PRL, comparable al producido en el animal normal.

Sin embargo, la misma administracidén de TRH pero
precedida de una disminucién del 50% en la infusién de dopa
mina durante 15 minutos, provocf un marcado incrementc en
el nivel circulante de PRL.

Asi aparentemente, la estimulacidn neurogénica de
la succidn induce una disminucidn pasajera en el nivel de
DA en sangre portal, nivel gque posterioymente retorna a su
valor normal, o incluso a un valor superior (de Greef y col.,
1981). Esta disminucién en el aporte de dopamina a la hipd
fisis, de acuerdo con Crosvenor y col. (1980}, induce la
transformacién de la PRL de un estado nc liberable a otro
liberable. Simultineamente y también por efecto de la suc-
cidn, se incrementa la secrecidn hipotdlamica de la TRH {de
Greef vy viéser, 1981} que tiene como funcidén la estimulacidn

de la liberacidn de PRL a partir de aguella hormona que se

encuentra transformada en la hipdfisis (Grosvenor y Mena, 1980).
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Factores Hipofisjarios gue Intervienen en la Regulacidn del

Procesg de Secrecidn de PRL.

Como ya vimos. la regulacidn hipotaldmica de la
secrecidn de la PRL no es un proceso senciilo, sine por el
contrario presenta una gran complejidad. Es guizds debido
a &sta complejidad, gue los estudios realizados en &ste sen
tido han conferido poca atencidn a factores extrahipotald-
micos gue en primera instancia pudiesen parecer o bien des-
ligados, o por el contrario, gue tendiesen a complicar aftin
nds el problema. Por ésta razén, en &stos estudios a gue
hago mencidn, la hipdfisis se ha considerado préacticamente
como una caja negra sobre la cual se ejerce una regulacidn
sobrepuesta gue controla el sistema. En consideraciones de
este tipo, la salida del sistema se explica a través de la
interaccidn de las entradas, despreciande cualquier procesa
niento cue sufra la sefial dentro de ésta caja negra.

En contra de &sta postura, existen ciertos datos
que sugieren la participacidén de factores locales en la de-
terminacidén de la respuesta del sistema, de tal forma que
un mismo estimulo evocase diversas respuestas de acuerdo al
estade fisicldgice en que se encuentre dicho sistema.

Asi, la cantidad de hormona que es susceptible de
ser depletada por efectc de la succidn guarda una reiacién
directa con_el tiempo transcurride sin succidn, cuando éste
se encuentra entre 2 y 12 horas (Grosvenor ¥ Mena, 1971;

Grosvenor y col., 197%a; 1979b). Si el intervalo de tiempo

TESIS COR

st

{Farsa DE ORIGRE

ety

. g

[



_48-

entre dos estimulos se prolonga mis alla de este pericdo,

va sea a 16 o 24 horas, entonces deja de presentarse la de-
plecifin de la PRL por efecto de la succidn {Grosvenor y col,,
1967). En estas condiciones de ausencia proloagada de esti
rmulacidén, Smith y Farquhar (1966} reportaron por medio de

un estudio morfolégico la aparicidn de lisosomas en los lac
totropos, asi como la fusidn de &stos con los grénulos de
secrecidn en un proceso gue bautizaron erinofagia.

Por lo gue respecta a la hormona en si, Zanini
y col., (1980b) han reportado gue a medida gque transcurre
el tiempo a partir de la sintesis ribosomal de la FRL, la
egtabilidad de la matriz del granulo de PRL se incrementa.
En otras palabras, un grinulo que contiene PRL de menor edad
se disuelve mis ficilmente gue aquel cuya PRL tiene mis tiem
po de haber sido sintetizads.

Todos estos resultados sugerian alglin tipo de ra-
lacidn entre el tiempo gue la hormona es almacenada én la
glindula y la secrecién y/o degradacién de la misma. Sin
embargc, poco se sabfa acerca de la relacifn temporal entre
el proceso de secrecifn y el destino de la hormona {libera-
cidn, degradacidn, eﬁc")n

Con el propSsito de determinar la relacidn que
quarda la edad de la PRL con la liberacifin y/o degradacifn
de la misma, analizamos tanto in vivo como in wvitro la mag-
nitud de la deplecibn y de la liberacifn de PRL, distintos

tiempos despuds de su sintesis.
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Influencia de la Edad de la PRL en su Secretabilidad,

Con el propdsito de analizar &sta relacidn, inyec
famos varios grupos de rataé lactantes con leucina tritiada
(3 uCi/ g p.c. 1.V.) a diversos tiempos. La administracidén
del amincdcido radicactivo se llevé a cabo 10 minutos, media
hora, 1, 4, 8, 16 o 24 horas antes del sacrificio, con el
fin de marcar poblaciones discretas de hormona que al tiem~
pe de la medicidn de sus niveles bajo diferentes circunstan
cias, reflejasen el comportamiento de poblaciones de hormo-
na de distintas edadesg, definida &sta dltima como el tiempo
transcurrido a partir de la sintesis. Los grupos de anima-
les gue recibieron la inyeccidn de la marca radiocactiva 10
min, 30 min, 1, 4 u 8 horas antes del sacrificic, s& mantu-
vieron sin sus crias durante las 8 horas previas a dicho sa
crificio, mientras que aguellos qgue recibieron la marca 16
© 24 horas antes del sacrificio, se mantuviercon sin sus

"erias sendas horas., Aigunos'de los animales de los grupos
inyectados 1, 4, 8, 16 v 24 hs antes del sacrificio se sacri
ficaron al cabo del tiempo sefialado, mientras que el resto
recibis sus crias para un episodic de succifin de 15 minutos
inmediatamente antes del sacrificio. Ninguno de !es anima-
les de los grupos inyectados 10 y 30 minutos antes del sa-
crificio fueron succionados. A cada animal se le tomd una
rmuestra de sangre al momento del sacrificio con el propdsi-
to de valorar la cantidad de leucina tritiada circulante,

alin presente en ese momento. Para €sto, el plasma fué sepa
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rado por centrifugacidn y sus protefnas precipitadas con §-
cido triclorcacético (10%). Una muestra de 100 nl de cada
plasma fué evaporada a sequedad para eliminar todo rastro
de agua tritiada, redisuelta en 100 Pl de agua destilada y
procesada pafaconteo por centelleo liquide. Una semihipSfi
sis de cada animal se destinf a medir los niveles iniciales
de PRL y de PRL tritiada, mientras que la otra semihipdfi-
sis fu€ incubada in vitro durante 4 horas. Las condiciones
de incubacibn asi como los métodos de cuantificacidn emplea
dos fﬁeron idénticos a los ya descritos en la seccidn ante-
rior.

Como se muestra en la figura 5, la marca soluble
no proteica en el plasma fué 27 X 10° dpm/ml en las ratas in
yectadas 10 minutos antes y 9.9 %X 105 dpm/ml en aquellas in
yectadas 30 minutos antes. Estos valores representan res-
pectivamente el 2 ¥ el 1 por ciento del nivel alcanzado por la
marca (1100 X 10° dpm/ml) inmediatamente después de su admi
nistracifén, calculado a partir de la dosis administrada y
del volumen de fluido extracelular (20 ml} gue en la rata
es de 7.8% de su peso corporal (Wang, 195%). Estos resulta
dos, en concordancia con otros estudios previos (Swearingen
y Nicoll, 1972; Caro y Palade, 1964}, sugieren que la incor
poracién de la marca radicactiva a la sintesis de nuevas
proteinas ocurre fundamentalmente durante los pocos minutos
gue siguen a la administracién de la misma, con lo cual, es
te método permite marcar poblaciones muy discretas de la

hormona.
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Fig. 5. Dacaimiento en la concehtracién plasmitica de leu

cina tritiada e incorperacién de &sta a la forma de PRL tri
tiada, consecuente a una administracidn finica de 3 pci/g p.
c. i.v. de leucina tritiada a ratas lactantes, El valor i-
nicial de la concentracién plasmitica de leucina tritiada

se calculd considerando un vollmen extracelular de liguido
de 20 ml. Los valores subsecuentes se determinaron exclu-
yendo las protefnas precipitables por 10% de dcido tricloro-
gcético asi come el agua por evaporacidn, cuantific&ndose
la radioactividad restante por centelleo liquido (ciIrculoes
blancos). La concentracién de PRL tritiada 10 y 30 minutos;
1 hora, 4, 8, 16 y 24 horas despu&s de la administracidn del
isétopo unido a la leucina, se determiné por electroforesis
en poliacrilamida v centelleo liquido (circulos negros}. Los
niveles hipofisiarios de PRL en estos animales se ilustran
en la curva con cuadrados llenos. Cada punto representa el’
promedio + E.E. de los valores de 5 animales. (Mena, Marti
nez-Escalera, Clapp y Gosvenor, 1984},
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La sugerencia de que la duracidn efectiva del pul
so s6lo alcanza unos pocos minutos fu& también sustentada
por el hecho de que el nivel hipofisiario de PRL tritiada
alcanzd su miaximo 30 minutos despufs de la administracidn
del isStopo, y se sostuvo a ese nivel por lo mencs durante
8 horas méds.

Sin embargo, dado gue 10 minutos despties de la ad
ministracidén del amincdcido radioactivo, el nivel de PRL
tritiada en la hipéfisis sélo alcanzd el 50% del valor maxi
mo, esto podria sugerir que en ese tiempo no toda la marca
gue ha sido incorporada a la PRL se encuentra va en la for-~
ma de PRL extraible y cuantificable por electroforesis (Za-
nini, Giannattasio y Meldolesi, 1974), sino gque podria
encontrarsa& Una gran proporcidn afin en organelos subcelula-
res resistentes a la solubilizacidn y sSlo una parte en grd
nules de secrecifin. Por otra parte, 16. h degpuss de la adminig-
tracidn del amincdcido marcado, los animales mantenidos sin
succidn por igual periodo mostraron una dristica disminn—r
cifn en los niveles de PRL tritiada, equivalente al 45% del
nivel observado entre 30 minutos y 8 horas. Esta reduccidn
fuég afin mayor a las 24 horas (6l%). Dicha reduccifin no pa-
rece ser debida a una extraccidn incompleta de la hormona
puesto gue en todos los casos la extraccidn se llevd a ca-
bo a pH 10. Por lo tanto, la disminucién significativa de
PRL tritiada en las hipéfisis de esos animales probablemen

te representa una verdadera desaparicifn de la horxmona del

tejido.
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Con respecto a la disponibilidad de PRL de distin
ta edad para ser secretada, se encontrd que la aplicacidn
de un perfodo de 15 minutos de succidn a los animales sepa-
rados de sus cxfas por 8 horas, indujo una deplecifin del con
tenido hipofisiaric de PRL gque no fué observada en los ani-
males separados de sus crias por 16 6 24 horas {(figura 6,
barras blancas). Asimismo, las hormonas marcadas 4 y 8 ho-
ras antes-de la succidn mostraron una deplecidn comparabie
cuando la extraccidn se llevS a cabo en amortiguador de tris
a pH 7.2, no asi la PRL maxcada 1, 16 & 24 horas antes de la
succidn (barras achurradas). Bajo la extraccién en amorti-
guador de carbonatocs a pH 10, ninguna de las hormonas marca-
das mostrd una reduccidn en su nivel en comparacifn con el
valor de los testigos sin succién., La liberacifn de PRL al
medio, por parte de las semihipéfisis incubadas, se muestra
en la figura 7. La secrecién de PRL total y de PRL marcada
estd expresada como porcentaje del contenido hipofisiario
respectivo al inicio de la incubacién. La grafica del lado
izquierdo muestra que la secrecidn porcentual de PRL marca-
da de 4 horas de edad (tridngulos blancos} fué significati-
vamente mayor que la secrecifn pourcentual de la hormona to-
tal (circulos negros) durante los primeros 90 minutos de in
cubacidn. La PRL marcada de 8 horas de edad (tri&ngulos ne
gros) fu€ secretada en paralelo con la PRL total, mientras
que la PRL mds jovén, (agquella marcada 1 hora o 10 minutos
- antes y representadas por los circulos blancos y cuadrados

blancos respectivamente) fué secretada en baja proporcidn
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Fig. 6. Bfecto de la succifn sobre la concentracidn hipof£
siaria de PRL total extraida en amortiquador de tris-HCL

{0.13M) a pH 7.2 asf comec de (3H) PRL extrafda tanto en amor
tiguador de tris como en amortiguador de carbonatos (9.§5M)7
pH 10, en ratas lactantes separadas de sus crias por distin
tos periodos de tiempo. El is6topo radicactiveo {(3H) leucT
na) se administrd por via endovenosa ! hora, 4 horas u 8 hg
ras antes del sacrificio en animales separados de sus crias
poxr 8 horas, o bien 16 & 24 horas antes del gacrificio en a
nimales separados de sus crfas 16 & 24 horas respectivamen~
te. Inmediatamente antes del sacrificio, la mitad de los a
nimales fueron succionados por sus crfas durante 15 min v -
la concentraciin de PRL total y marcada en sus hip&fisis

comparada porcentualmente con la concentracidn medida en sus
grupos testigo de animales sin succionar {representados por
la linea horizontal pilinteada). HNStese la deplecidn por efec
to de la succién del total de la PRL en los grupos separaios
de sus crfas por 8 horas, asi como la deplecitn de la {3H)-
PRL, marcada 4 y 8 horas antes., Cada barra representa el

promedio + E.E. de 5 animales. Los asteriscos denotan difeg
rencias significativas {p< 0.05) vs. el valor del grupoc tes
tigo sin succionar. (Mena, Martinez-Escalera, Clapp ¥y Grog

venor, 1984). 7 -
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cubadas por un periodo de 4 horas.
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Secrecidn de PRL y de (3H) PRL al medio de incubasién
por parte de semihipdfisis de ratas lactantes inyectadas i.v.
con (3H) leucina 0.2, 1, 4, 8, 16 & 24 horas antes de ser in
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sis de cada agimal se determinaron los contenidos iniciales
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nificativas (p < 0.05) vs el valor de secrecidn de PRL corres
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durante los primeros minutos de la incubacidn {30% para la
PRL de 1 hora y 60% para la de 10 wmin) alcanzando posterior
mente niveles de secrecidn porcentual comparables a los de
la hormona total. En el lado derecho de la figura, se ilus
tra la secrecidn de las hormonas totales y marcadas de 16 y
24 horas. La secreqién de PRL marcada de 16 horas asi como
la de 24 horas, guarda un paralelismo estrecho con las se-
creciones de PRL total en ambos grupos, secretdndose en am-
bos casos una proporcidn muy baja de la 34-PRL contenida en
el tejido.

La figura 8 muestra la magitud de la secrecifn to
tal acumulada al cabo de las 4 horas de incubacién,de las
diversas hormonas en forma porcentual al contenido de PRL
en las hipéfisié" Como se puede apreciar, la PRL de 4 horas
de edad se secretd en una proporcin mayor (65.0 + 4.9 por
ciento del contenido de las hipdfisis) gue las prolac-
+inas de 10 min (15.5 + lﬁS%), 1 hora (38.2 + 4.9%) ¥ de ‘B
horas de edaa (34.3 + 2.4%). Asimismo las hormonas de 16 y
24 horas de edaa se secretaron en una proporcidén de 18.4 +
2% vy 24.5 + 6.8% respectivamente.

En la figura 9 se ilustran comparativamente las
dindmicas de secrecifn de cada una de las hormonas marcadas,
a través de la actividad especifica de las hormonas libera-
das en cada grupo. Dadeo gue la actividad especifica denota
la proporcién gue guarda la hormona mardéﬁa rgspecto con la
hormona total, &sta representacidén permite_{é??épparacién di -

recta de la disponibilidad de cada uria de las prolactinas
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Fig. 8. Secrecidn acumulada durante 4 horas de incubacidn
d2 "PRL total asi como de (3H) PRL por parte de semihipdfisis
de ratas lactantes inyectadas i.v. con (“H) leucina 310 min,

1 hora, 4, 8, 16 o 24 horas antes de ser sacrificadas y sus
hip6fisis incubadas por un perfodo de 4 horas. La secrecidn
se expresa en forma relativa al contenido inicial de las hi-
péfisis preincubadas. Cada barra representa el promedio +E.E.
de 5 &6 6 anirales
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marcadas para ser secretadas. Como se aprecia en la figura
9 la PRL de 4 y 8 horas de.edad alcanza su maximo nivel de.
actividad especifica en el medio desde el_inicio.de la incu
bacifn. Por su pérte, la PRL de 10 minutos ¥y 1 hora de edad
tarda de 60 a 120 minutos en alcanzar este valor miximo.

La hormona mis vieja por su parbe,ée mantuvo . siempre en un

bajo nivel de actividad especffica.

Retencién de Prolactina Joven.

Todos estos resultados muestran que la PRL requie
re de cierto tiempo para alcanzar el estadc de madurez apro
piado para ser secretﬁda. De acuerdo con la medicién del
contenido de hormona marcada en el tejido, 30 minutos des-~
pués de su sintesis, la PRL va es detectable; en cambio la
falta de deteccifn de la misma a edades menores a 30 minu-
tos se ere aparentemente a una solubilizacifn incompleta
de 1a'ﬁbrmona recién sintetizada contenida atn en microso-
mas (Zanini y col., 1974); Esta dificultad en la solubili-
zac¢ibn de la PRL cesa con la transferencia de la misma a los
gr&hﬁlo§ de secrecifn, lo cual. parece ocurrir a partir de

log 30 minutos de haberse sintetizado la hormona. Esto con

- . cuerda con el tiempo estimado en base a estudios autorradio

gtafigos'para el empaque de la hormona er gré&nulos (Farqhar
y col., 19278). Sin embargo, a pesar de encontrarse ya de-
tectable como PRL y aparentemente en forma gramular, la hor

mona joven (1l hora despufs de su sfntesis) no fué ligerada
' CoB T
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Fig. 9. Actividad especffica de la PRL secretada, marcada
1, 4, 8, 16 & 24 horas antes del inicio de la incubacién.
La actividad gspecifica se determind por la razén de la
cantidad de (7H) PRL (dpm/mg/AH) dividida entre la canti-
dad total de PRL secretada al medio en cada tiempo. N6te
s5e como la actividad especifica de la hormona marcada 10
min y 1 hora antes del inicic de la incubacidn tiene una
iatencia de 120 v 60 min respectivamente para alcanzar el
valor maxiro. Condiciones de marcaje iguales a las descri
tas en la Flg 7. (Mena, Martinez-Escalera, Clapp y Gros—

venor, 1984},
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fisiolbgicamente por efecto de la succi6n de las crias, pues
no sufrié deplecién, gue es el paso limitante para la libe-
racidn de la PRL. En forma anfloga, la secrecién in vitro
de esta hormona al medio de incubaci6n fug de baja maghitud
durante la fase inicial de la incubacidn y sflo posterior-
mente la iiberacibén alcanzé el valor promedio representado
por la secrecifn de la hommma total. Como se aprecif con
la medicidn de la actividad especifica en el medio, la hor-
mona joven reguirid de 60 a 120 minutos para alcanzar su ni
vel miximo de liberacifn. Si nosotros sumamos la edad de
Ja hormona al iﬁicio de la incubacifn, con el tiempo gue
transcurre hasta gue &sta alcanza su grado miximo de libe-
beracifn, tenemos que el cenit de la secrecifn oocurre con
la PRL que tiene de 2 a 2.5 horas de edad a partir de su sin
tesis. Este resultado fue interpretado en el sentido de
que la hormona joven permanece cierto tiempo en la hip6fi-
gis antes de alcanzar la etapa en gque es susceptible de ser
liberada fisiolégicamente. Esto a su vez supone la existen
cia de algfin mecanismo selective de retencidn de la PRL jo~-
ven,.el cual protejerfa a esta hormona de una posible libe
racidn prematura., Este mecanismo hipotético de retencibn
selectiva de la hormena joven podria estar asociade al sis
tema hipotaldmico dopaminérgico inhibidor de la secrecifn,
puesto gue se ha reportado una inhibicién mis efectiva de
la dopamina sobre la hormona joven que sobre la hormona ma
dura {(MacLeod y Lehmeyer, 1974; MacLeod, 1976; Cheung y

col., 1981). Recientemente en nuestro laboratorio hemos -
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analizado el efecto de la dopaniina en estas condiciones (da
tos no publicados) encontrando-que efectivamente la dopami-
na Inhibe proporcionalmente mdg a la PRL de 1 hora de edad

gque a las de 4 y B horas de edad.

Secrecidn Preferencial de PRL Madura,

Las hormonas de 4 y 8 horas de edad, que de acuer
do con el estudio autorradiogrifico ya referido (Farquhar y
col., 1978) deben encontrarse en forma de grinulos madurocs,
mostraron la mayor secrecidn tanto in vivo como in vitro.
In vitrg, estas dos poblaciones fueron las Ginicas que re-
sultaron depletadas por efecto de la succifn. A pesar de
gque la liberacidn a la circulaci®n de é&stas hormonas no fué
posible establecerla por impedimentos metodoldgicos, sabeamws
que in vivo la liberacifén de la hormona es siempre precedi-
da por la deplecién (Grosvenor y ¢p),, 1979b), por lo cual
podemos predecir que in vivo, solamente las hormonas de 4 y
8 horas fueron liberadas a la circulacibén. Por lo gue res-
pecta a la liberacifn in vitro, estas dos hormonas 58 Secre
taron en la misma © en mayor proporcifn gque la PRL total,
alcanzando ambas su secrecifn mixima desde el inicio de la
incubacidén de acuerde con la actividad especifica de la hor
mona en el medio de incubacifn. Todo esto sugiere gue las
edades de 4 y € horas se encuentran comprendidas dentro de
la etapa Sptima de madurez de la hormona poer lo que a la se

crecidn se refiere. Recientemente encontramos gque ila TRH
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(Martinez-Escalera y col., 1982) estimula la liberacidn de
estas dos poblaciones de prolactina de manera proporcicnal-
mente mayor: de lo gue lo hace sobre hormonas m8s jévenes y
mé; viejas,

Existen aléunos estudics gue apoyan la liberacién
preferencial de la PRL recisn sintetizada respecto a hormo-
nas de mayor edad (Swearingen, 1971; Macleod y Lehmeyer,
1974; MacLeod, 1976; Walker y Fargquhar, 1980). Estos estu-~
dios parecen a primera vista contradictorios con los datos
mostrados en el presente trabajc. Esta aparente contradic
cifn podria ser resultado de las distintas condiciones ex-
perimentales de los estudios senalados. Estos fueron reali
zados o bien en c¢élulas aisladas en cultivo, obtenidas de
animales estrogenizados, o bien de adenohip&fisis de ratas
ciclantes. La alta tasa de recambio de la PRL hipofisiaria
gue inducen los estrbgenos, implican guizds modificaciones
en la organizacidn funcional del lactotrope. Por otro lado,
el patrfn de liberacién de PRL en células aisladas, presen-
ta claras diferencias cen el patrfn que ocurre en las condi
ciocnes en gque se preserva la estructura del tejido (Tixier*
vidal, 1975; vila-Porcile y Oliver, 1980). Otra condicién
que provoca dificultades de comparacifin se establece entre
el marcaje de la PRL en condiciones in vitro con el marcaje
in vivo, A pesar de &sto, tanto Swearingen {1971} como Mac
Leod y Lehmeyer (1974) sefialan gque la secrecién que ellos
llaman preferencial de hormona joven , involucra hormona de

mas de una hora de haber sido sintetizada. De acuerde con
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el perfil gue las actividades especificas de las distintas
poblaciones de hormona marcada muestran en el medio de incu
bacibn, se hace evidente el cardcter discreto de las pobla-
cicnes escogidas. La secrecidn de la hormona total por el
contrario, representa la resultante de la integracién de mil
tiples poblaciones discretas de hormonas, cada una de las
cuales se desenvuelve como las agqui ejemplificadas. En nues
tro estudio, la comparacidn de los pafrones de secrecidfn de
hormonas de distintas edades nos permitieron concluir gue la
PRL tiene una fase Sptima de secrecifin; gue esta fgse Sptima
comienza a las 2-2.5 horas posteriores a su biosintesis; que
la hormona permanece en es£a fase por lo menos seis horas
mis y gque 14 horas después ya se encuentra en otra fase de
menor o nula disponibilidad para ser secretada. En contras-
te con esta situacidn, aguellos trabajos gue como los ya ci-
tados comparan el patrén de secrecidn de PRL de una edad con
el de la otra, sin conccer el perfil integral del fenfmenc,
corren el riesgo de comparar situaciones no necesariamente
andlogas, asi como de llegar a conclusiones errdneas o bien
parciales. Por Gltimo, la falta de correlacién de los resul
tados experimentales con observaciones in vivo, no permite a
los autores sefalados proponer la secrecifn preferencial de
PRL joven como un mecanismo fisiolfgico, sino Gnicamente co

mo una observacifn obtenida en la condicifn experimental em

pleada.
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Retencidn Selectiva de la Hormona Vieja.

Por lo que se refiere a la hormona mis vieja (16-
24 horas posteriores a la sintesis) los resultados de nues-
tro estudio indican que &sta es retenida selectivamente por
1o que su actividad secretora se encuentra muy disminuida
con respecto a la PRL de 4 a 8 horas de edad. Esto queds
de manifesto cuando las ratas separadas de sus crfas por un
periodo de 16 a 24 horas e inyectadas con la leucina tritia
da al inicio del mismo, fueron sometidas a una succién de
15 min En estas condiciones la succidn no indujo la trang
formacidn ni de la PRL marcada ni de la PRL total, esto Gl-
timo confirmando resultados anterjores (Grosvencr y col.,
1967). La falta de deplecidn de la PRL total v de la PRL
marcada, asi como la baja magnitud de la liberacidn de am-
bas al medio de incubacién, sugieren gue en el animal que
ha permanecido 16 o m&s horas sin el estfmulo de la succién,
todas las poblaciones de hormona son afectadas en su acti-
vidad secretora. Recientemente en nuestro laboratorio ({(da-
tos no publicadeos) encontramos gue no solamente la activi-
dad secretora del lactotropo disminuye por el prolongado pg
ricdo sin estimulacidn, sino también la actividad de otras
fases del procesc como la biosintesis de la hormona. Por
lo que respecta al bajo nivel del marcaje detectado tanto
en el grupo de 16 horas como el de 24 horas con respecto a
los grupos de 1, 4 y 8 horas, un mecanismo de eliminacibn

de &sta hormona parece estar actuandc. Smith y Farquhar
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{1966) ya habian sefazlado gque en la rata no succionada por
24 horas aparecian estructuras celulares destinadas a la ai
gastidn de productos de desecho celular conocidas como liso
somas. Recientemente, no solo se ha descrito una enzima 1i
somal especifica destinada a la digestidn de la PRL (de Mar
co y col,, 1981l), sino que se ha correlacionado el tiempo
gue permanece la rata sin la succidn de sus crias, con los
niveles de &sta y otras enzimas lisosomales y extralisosoma
les (de Marco y col., 1982} encontrindose un incremento en
la actividad de algunas de ellas a partir de las 24 horas
de deprivacidn de la succidn.

En nuestro laboratorio hemos analizado la partici
pacidn de los ligosomas en la disminucidn de la actiwvidad
secretora de las hipdfisis de animales mantenidos sin el es
timulo de la succidn por muchas horas [(datos no publicados).
Encontramos gue la administracién del agente antilisoscmal
cloroquina, a la mitad del perfiodo de privacidn de la suc-
cidn en ratas separadas de sus crias por 16 horas, permitid
la restitucidén de la deplecisn de la PRL hipofisicxia indu-
cida por la succibn, la cuzl como sabemos no ocurre en estas
condiciones, asi como aumentd la magnitud de la liberacidn
de PRL par la hip&fisis en animales separados de sus crias
durante 16 horas hasta niveles comparables a los observados
en ratas separadas por 8 horas.

Con respecto a la sefial que dispara la actividad
lisosomal, es poce lo gue se conoce. Nansel y col. (1981},

correlacionaron inversamente la inhibicién de la liberacién
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in vitro de PRL inducida por la adninistracidén de distintas
dosis de dopamina, con ﬁn incremente en la actividad de las
enzimas lisosomales en la hip6fisis de la rata en diestro"
Esto, asociado @ que en dichos animales el tratamiento con
el precursor dopaminérgico L-dopa incrementé lia actividad
de una de estas enzimas; a que el tratamiento con haloperi-
dol, un agente antidopaminérgico, asi como con ok —metil-p-
tirosina, un agente inhibidor de la sintesis de dopamnia,
disminuyeron ambos ia actividad de esta enzima; y sobre
todo a gque la incubacifn de hipSfisis en presencia de cloro
quina {(agente antiliscsomal) deprimid la inhibicifn de la
secrecidn de PRL por dopamina, inhibiende asimismo el incre
mento en la actividad de la enzima lisosomal, llevarcn a es
te grupc a postular que la dopamina induce un incremento en
la actividad de los lisosomas, los cuales a. su vez son res-—
ponsables de la inhibicidn de la liberacién de PRL.

Debido a las implicaciones de estos hallazgos,no
solo con respecto al generador de la actividéd lisosomal,
sino principaimente con respecto al mecaﬁismo por el cual
la dopamina inhibe la secrecidn de PRL, hemos analizado ex
perimentalmente este problema. Encontramos que si bien el
resultado se reproducfa en condiciones semejantes a las des
critas por sus autores en la rata en diestro, esto no ocu-
rria modificando la composicidn del medic de incubacién ha-
cia una situacidn de mayor liberacidn de PRL. Asimismo, 10
que fué verdaderamente impotante, es gue &ste fendmeno no

ocurre en la rata lactante, en ninguna de las dos condicio
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nes empleadas {datos no publicados). En la actualidad, si-
que sin conocerse cufl es el factor gque induce la actividad
lisosomal en las ratas deprivadas de la estimalacidn de sus-
crias por muchas horas. Entre las causas probables, se pue
de mencionar a la acumulacitn de PRL en la hipSfisis, que
ogcurre en esta <ircunstancia (Shenai y Wallis, 1979}, asf
como el incremento en el grado de insolubilidad de la PRL
granular, que seé¢ encuentra asociado al tiempo transcurrido

a partir de su biosintesis(Zanini y col., 1980).

CONCLUSIONES Y DISCUSION GENERAL.

Durante la lactancia en la rata, la PRL es secre-
+tada en forma fisica en respuesta a la estimulacibn neurogé
nica gque proporcionan las crfias durante la succidn. Desde
el punto de vista funcional la secrecidn de la hormona no
constituye un proceso simple, sino por el contrario parece
estar compuesto por lo menos de dos eventos, donde la libe-
raci6n de la PRL es precedida por una transformacién intra-
celular de la misma. La naturaleza intima del cambio sufri
do por la hormona durante la ﬁransformacién es afin descono-~
cida. S8in embargo, de acuerdo con los resultados sefialados
en el presente estudio (Mena y col., 1982) e ilustrados en
la figura 1, la transformacién de la PRL parece estar aso-
ciada a un cambio en la solubilidad de la hormona, respon-

sable en filtima instancia de la disminucién en la detecta-



- T -

nes empleadas {datos no publicados). En la actualidad, si-
que sin conocerse cufl es el factor gque induce la actividad
lisosomal en las ratas deprivadas de la estimalacidn de sus-
crias por muchas horas. Entre las causas probables, se pue
de mencionar a la acumulacitn de PRL en la hipSfisis, que
ogcurre en esta <ircunstancia (Shenai y Wallis, 1979}, asf
como el incremento en el grado de insolubilidad de la PRL
granular, que seé¢ encuentra asociado al tiempo transcurrido

a partir de su biosintesis(Zanini y col., 1980).

CONCLUSIONES Y DISCUSION GENERAL.

Durante la lactancia en la rata, la PRL es secre-
+tada en forma fisica en respuesta a la estimulacibn neurogé
nica gque proporcionan las crfias durante la succidn. Desde
el punto de vista funcional la secrecidn de la hormona no
constituye un proceso simple, sino por el contrario parece
estar compuesto por lo menos de dos eventos, donde la libe-
raci6n de la PRL es precedida por una transformacién intra-
celular de la misma. La naturaleza intima del cambio sufri
do por la hormona durante la ﬁransformacién es afin descono-~
cida. S8in embargo, de acuerdo con los resultados sefialados
en el presente estudio (Mena y col., 1982) e ilustrados en
la figura 1, la transformacién de la PRL parece estar aso-
ciada a un cambio en la solubilidad de la hormona, respon-

sable en filtima instancia de la disminucién en la detecta-
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bilidad de la misma. Asimismo, como se ilustra en el esque
ma de la figura 10, donde se resumen y compendian las hipd-
tesis expresadas en &sta tesis, la PRL transformada provie-
ne de la hormona que se encuentra en la etapa de grdnulo
"maduro”. Desde el punto de vista morfofuncional, la matriz
del grédnulo de PRL gue entra en exocitosis, parece represen
tar una estructura estable (Vila Porcile y Oliver, 1980).
Asimismo, la insclubilidad quimica que presenta la matriz
del grdnulo de PRL (Giannattasio y col,, 1975: Haggi vy acki,
1981) muestra una relacidn directa con la edad de la hormo-
na a partir de su sintesis (Giannattasio v col., 1975).
Entre las mGltiples posibles explicaciones del cam
bic en solubilidad de un compuesto proteico, se encuentra
la interaccién de &ste con compuestos de diversa naturaleza,
como por ejemplo hidratos de carbono macromeleculares, los
cuales son componentes normales de los grénulos de PRL de
bovinos {Zanini y col., 1979%; Giannattasio y col., 1980).
Asimismo, Merchant y Mena (1982) han mostrado evidencia de
la interaccidn de glicoconjugados extraceliulares con los
grédnulos de PRL durante la exocitosis. 8in embargo, ia 1
dentificacidn de la naturaleza del cambio que sufre la PRL
durante la transformacién requiere afin de mucho trabajo.
Por lo gue a la segunda etapa del proceso multi-
fasico de secrecifn se refiere, vgr; la liberacidn de la
PRL, existen una serie de evidencias indirectas obtenidas
en experimentos in vivo, asf como 1; evidencia directa in
vitro {(Mera y col., 1982) ilustrada en‘las figuras 2, 3 vy

4, que sugieren fuertemente que la liberacidn de la PRL o-



-69-

RECAMBIO DE PRL EN LA HIPOFISIS DE LA RATA LACTANTE -Regulacion y Control-
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Fig. 10. Esguema representativo del recaxbio de PRL en la
hipdfisis de la rata lactante, La escala superior represen
ta la relacifén temporal del paso de la hormona por los &i--
versos compartimentos celulares. Las flechas compactas re-
presentan los cambios de fase de la hormona. Las flechas
discontinuas negras simbolizan influencias facilitadoras'y
jos segmentos discontinpuos blancos simbolizan influencias
inhibidoras. R.E.R.: Reticulo endopldsmico rugoso; Golgi:
Aparato de Golgi; DA: Dopamina; TRH: Tiroliberina; EGF: fac
tor de crecimiento epidérmico.
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curre a partir de la hormona gue se encuentra en la faseé
trans formada (ver figura 10).

La distincidén entre el evento de la transformacidn
y él de la liberacifn se dd tanto por ciertas caracteristi~-
cas intrinsecas de ambos eventos, asi como por la naturale-
za de la regulacifin superior que se ejerce sobre ellos. En
cuantoc a su dindmica, la deplecifn-transformacién es un fend
meno ripido j masivo, mientras gue la liberacidn de la PRL
es un evento continuo gue se da en forma sostenida en res-
puesta al esfmulo externc y durante el tiempo que é&ste ac-
ta. Comparativamente, el umbral de activacidn de la libe-
racién es menor al de la transforﬁaci6n4 Esto aunado al he
cho ya descrito, que la hormona liberada parece provenir de
aquellia previamente transformada, confieren al evento de la
deplecidn-transformacidn el cardcter de pasc limitante del
proceso de secrecidn de PRL, Una vez transformada, y en ca
so de que se sostenga la estimulacifn periférica, la hormo-
na continfia siendc liberada a una tasa constante. 8i por el
contrario, después de inducida la transformacidn, la estimu
lacifn periférica se suspende, la hormona transformada per- !
manecerd como tal y conservari su caricter liberable por vg.
rias horas. La restitucidn de la estimulacidén en ese lapso;
gi bien induce la liberacidn de aquellé hormona transforma-
da por el primer estimulo, no provoca una segunda deplecidn-
trénsformacién, lo cual habla de un periodo refractario de
éste evento, subsecuente a su activacidn.

Con respecto a la regulacién que el hipotdlamo e-
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jerce sobre &ste proceso multifdsico de secrecién de PRL,
también se distingue el evento de transformacidn del de
liberacisn. Como ya fu& descrito, la transformacifn de la
PRL se encuentra tdnicamente inhibida por un factor hipota
limice {PIF) que se ha sugerido es la dopamina, el cual, a
parentemente, no afecta a la liberacifn per se, o la inhi-
“be muy levemente, comc se ilustra en la figura 10 (Grosve-
nor y col., 1980). En cambio, la liberacidn es facilitada
por un factor hipotalfimicc {PRF} gue ha sido identificade
con la tiroliberina (TRH), el cuél sin embargo no afecta 1la
transformacidn de la hormona (Grosvenor vy Mena, 1980). En
un intento por comprender el funcionamiento hipotaldmo-hipo
fisiaric en la secrecidn de PRL come respuesta a la succidn,
proponemos el siguiente esquema secuencial: el estimulo pe-
riférico deprime transitoriamente el tono PIF-dopamina {de
Greef v col., 198l) a la vez que estimula la liberacién hi-
éotalémica de PRE~TRH (de Greef y Visser, 1981); la depre-
sién del tono dopaminérgicc en estas circunstancias favore-
cerfa la transformacién de la PRL a su forma liberable ({(Gros
venor y col., 1980) mientras que la secrecidn de PRF-TRH fa
cilitaria la liberacidn de la hormona previamente transfor-
mada {(Grosvenor y Mena, 1980). El sostenimiento de la suc-
cién mantiene tSnicamente estimulado al eje PRF-TRH-libera
cidn de PRL, perc ng surte efectos posteriores sobre el eje
PIF-DA~transformacifn de PRL, el cual presenta un perfodo
refractario de aproximadamente 2 horas.

Por otro lado, en estudios recientes hemos anali-
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zado la influencia gue los factores hipotalfmicos (DA vy TRH}
ejercen sobre las primeras fases del proceso de secrecidn
de la PRL, durante las etapas previas al estado granular de
la hormona. En base a resultados afin preliminares, encon-
tramos que Estos factores ejercen influencias antagfnicas
sobre la dindmica del procesamiento de la PRL en la fase pre
via al estado granular (probablemente desde la sintesis en
el reticulo endopldsmico rugoso hasta la condensacién en
las vacuolas del aparato de Golgi}.

Subyacente al control hipotaldmico del procesoc de
secrecién de la PRL, existen una serie de factores locales
determinantes en el funcionamiento del sistema.

Entre otros se analiz& en el presente
estudio un factor que ejemplifica la gran influencia qgue e-
jercen procesos locales de la propia hipéfisis., Un factor
ya sefialado, la edad de la hormona, es determinante en el
destinoc gue &sta puede tener en un episcdio de activacidn
del reflejo de secrecitn de PRL.

Se sabe que existe una relacién directa entre la
magnitud de la deplecifn-transformacidn inducida por la suc
cibn y el periodo previc sin estimulacidn dentro del rango
de las 2 a las 12 horas {Grosvenor y Mena, 1971 ; Grosvenor
vy col., 1979a; 1979b). 5in embargo, si dicho perfodo se a-
larga a 16 6 24 horas, entonces deja de presentarse la deple
ciBn-transformacidn en respuesta a la sucecidn (Grosvenor y
col., 1967; Mena y col., 1984). En &stas condiciones, Smith
y Fargquhar (1966) reportaron la aparicién sfibita de lisoso-

mas y su fusién a los gr&nulos de secrecidn (crinofagia}.
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Aunado a todo-esto, Zanini y col. (1980) reportaron una re-
lacidn directa entre el grado de insoclubilidad (estabilidad)
de la matrii de los granulcos de PRL ¥ la edad de los mismos
a partir de su sintesis. En base a é&stas evidencias de cam
bios morfolbgicos y quimicos de la PRL en relacién a su e-

dad, analizamos los cambios fisioldgicos que la hormona su-
fre posteriormente a su sintesgis en relacién a la deplecitn-
transformacién in vivo y a la liberacidn in vitro (Mena y

cel., 1984). AsI encentramos que la PRL se encuentra en for
ma detectable como tal a partir de los 30 min posteriores

a su sintesis (figura 5), tiempo que ha sido reportado por

un estudio auvtorradiogrdfico como el gue requiere la PRL pa
para alcanzar la fase granular (Farquhar y col., 1878). Es
te resultado tambifn concuerda con la falta de detectabili-
dad reportada poer Zanini y cel., (1974) de la PRL recién sin
tetizada, afin contenida en ;a fraccidn microsomal, aparente
mente debido a la dificultad de sclubilizacién. Sin embar-
go, a pesar de encontrarse detectable como tal la PRL sintg
tizadé 30 a 60 min antes,no es secretada fisiolOgicamente,
come se esquematiza en la figura 10. Este resultado supoﬁe
la existencia de algtin factor gue selectivamente retenga a

la PRL joven de su eventual secrecidn. En concordancia con
esto, se ﬁa reportado una inhibicifn mis efectiva de la do-
pamina sobre la PRL madura (Macleod y Lehmeyer, 1974: Mac

Leod, 1976; Cheung y cel,, 1981). Recientemente hemos ana-
lizado el efecto de la dopamina sobre las poblaciones de PRL

con diversas edades, encontrandd que proporcionalmente el -
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efecto de la dop;mina es mayor sobre la hormona de 1 hora de
edad que sobre aquella madura (4 u 8 hs de edad), La suge-
rencia derivada de &stos resultados, relativa a la existeria
de mecanismos especificos de_retencién seleéti&a de La PRL
joven (“inmadura“);'requigre atin de mis estudios para'ésclg.
recer su posible naturaieza. .
Por 1o que respecta a la PRL de 4 y'B hprasfde e;
dad, como se lustra en las figuras 6, 7, 8 y 9, que de acuer
do con criterios morfoldgicos se encuentra en forma dg gr54
nules "maduros” (Faréuhar y col., 1978), deéde el'punfo dé
vista funcional, tanfo in vivo como in giggg_constituyen las
poklaciones hormonales susceptibleé de secrecifn entre las
poblaciones estudiadas {Mena y col., 1984)u Como ya fud sé
ﬁalado, ésta secrecifn secuencial de las diversas pobla¢10~
nes de PRL, discrepa con los resultados obtenidos por cﬁros
grubos de trabajo, quienes sostienen que es la hormdﬁa_fé-
cién sintetizada la gque es secretada pfeferencialme@¢e=(&m@‘
ringen, 1971; Macleod y Lehmeyer, 1974; MacLeod,'1§76;'Wai-
ker y Fargquhar, 1980). Dejandé de lado ciertaé diferencias
metodoldgicas entre esos estudios y el nuestro, seﬁalamos
gue conclusiones de este tipo deben estar sustentadas tanto
en estudios que hagan objetiva la comparacién de sitvaciones
andlogas gue no limiten a priori el comportamiento posterior
de las poblaciones analizadaé, asi como tambi&n deben mante
nerse en el marco de referencia que fijan los conocimientos
funcionales del fenémeno en conjunte. De otra manéra, 1as

conclusiones derivadas de estudios de &ste tipo podrian es-
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tar basadas en resultados parciales que al no entenderse co
mo tales, resultarfan en un malentendimiento del fendmeno,
o en 2l méjor de los casos, en la descripcién de un fendme-
no artificial, resultado de las condiciones experimentales.
Otro aspecto senalado en el presente estudid Yy
que requiere aGn de mucho anfilisis para esclarecer su parti
cipacién en el cuadro general de la secrecifn de PRL, es el
papel que desempefian vias alternativas de la liberacidn de
la PRL como lo es la degradacidén intracelular de la hormona
mids vieja. Como fud descrito en una seccidn precgéente, 1la
suspensifén prolongada (16-24 Boras) de la actividad del sis
tema por falta de estimulacién periférica resulta en la re-
duccién de los niveles ﬂbrmonales de las poblaciones més
viejas de la PRL (fig. 5) asi como también en la reduccién
de la actividad liberadora de la gl&ndula (figs. 6, 7, 8 y
9). El primeroc de estos efectos es aparentemente debido a
la aparicifn ¢ activacidn de un sistema digestivo intracelu
lar representado por los lisosomas (Smith y Farguhazr, 1966).
A su vez, la supresidn farmacoldgica de los lisosomas, imcre
mentd la actividad secretora del sistema a niveles compara-
bles a los encontrados en animales no estimulados por 8 ho-
ras. Como ya vimos, el efecto estimulante de la dopamina
sobre la actividad liscsomal que se describid en la rata ci
clante (Nansel y col., 198i), no parece operar en la rata
lactante. Como posibles sefiales end8genas para el disparo
de la actividad del aparato digestivo, se ha sugerideo la a-

cumulacién de PRL en la hip&fisis que tiene lugar después



-76-

de muchas horas sin ser activado el sistema {Shenai y Wa=-
llis, 1979), asi como el incremento en el grado de insclu
bilidad de la PRL granular, asociado con el tiempo transcu-

rrido a partir de la biosfintesis (Zanini y col., 1980).
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