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El verdadero valor del ser humano radica en la capacidad que posee para liberarse de
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Resiimen

La prolactina (PRL) es una hormona protéica cuya forma molecular predominante
posee un peso molecular de 23 kDa. Se ha propuesto que Ia PRL podria ejercer sus efectos
biolégicos tanto directamente como a través de su procesamiento enzimatico hacia variantes
moleculares con actividades biologicas especificas. A éste respecto, se ha demostrado que el
fragmento amino-terminal de 16 kDa de peso molecular de la PRL (PRL 16 kDa) producido
a partir de la protedlisis enzimatica de esta hormona, inhibe la angiogénesis a través de un
receptor especifico. También se ha documentado que la PRL 16 kDa estimula la natriuresis
en la rata, y que membranas aisladas del rifién contienen sitios de unidn especificos y de alta
afinidad para este fragmento hormonal. El hecho de que estos efectos no sean evocados por
la PRL integra, y que su mediacién involucre la activacion de receptores propios sustentan a
la PRL 16 kDDa como un regulador fisiologico de la angiogénesis, natriuresis y otras poisbles
funciones.

Debido a que se sabe poco en relacion a la produccidn enddgena de la PRL 16 kDa,
en el presente trabajo se utilizaron sueros hiperinmunes contra este fragmento hormonal en
combinacién con técnicas de inmunocitoquimica con el objeto de identificar sus posibles
fuentes de produccién en la hipofisis y en el cerebro de rata. Nuestros resultados
demostraron la presencia de material inmuno-reactivo a fa PRL 16 kDa en los lactotropos
adenohipofisarios, asi como en la neurohipofisis y en las neuronas magnocelulares de los
niicleos hipotalamicos, el paraventricular y el supra6ptico, cuyas proyecciones constituyen la
via hipotilamo-neurohipofisiaria. Estudios preliminares sugirieron también que la
produccién del material inmuno-reactivo a la PRL 16 kDa, al menos en el ntcleo
paraventricular, pudiera estar regulada por los estrogenos durante el ciclo estral. Las
observaciones de esta tesis fueron seguidas por trabajo experimental realizado en nuestro
laboratorio que demostré que el antigeno hipotaldmico inmuno-reactivo a la PRL 16 kDa
posee una masa molecular aproximada de 14 kDa. Asimismo, se documentd que esta
proteina inhibe la angiogénesis in vitro, y por tanto, muestra algunos efectos biologicos
similares a los de la PRL 16 kDa. Asimismo, en apoyo a la naturaleza tipo PRL de este
antigeno, se demostro la expresion del gen de la PRL en niicleos paraventriculares aislados.

En resumen, nuestros resultados permiten considerar la hipotesis de que el sistema
hipotalamo-neurohipofisario expresa fragmentos moleculares de la PRL con significado
funcional. '



Introduccion

La prolactina (PRL) es una hormona protéica producida principalmente por los
lactotropos localizados en la glandula hipéfisis de los vertebrados. Variantes poliméricas,
monoméricas y procesadas por protetlisis enzimética de esta hormona han sido identificadas
en extractos de diferentes tejidos y en fluidos fisioldgicos a saber: en el suero, la leche, el
liquido amnidtico, el fluido folicular ovérico, y el semen (19, 25, 31, 32, 58, 92, 96, 104,
106, 124, 125, 131, 169, 171, 184, 192, 206). En condiciones normales, la variante
estructural de la PRL mas abundante en la rata, posee un peso molecular de 23 kilodaltones
(23 kDa) y una secuencia primaria constituida por 197 aminodcidos (31, 99, 104, 157). Si
bien se ha documentado que la PRL 23 kDDa regula distintas funciones a lo largo de la escala
de los vertebrados (ver adelante), el significado biolégico de otras variantes de la PRL es
aun controversial. No obstante esto, investigaciones recientes han documentado que el
fragmento amino-terminal de 16 kDa de la PRL de menor peso molecular denominado como
PRL 16 kDa, ademis de poseer efectos mitogénicos y lactogénicos similares a los de la PRL
23 kDa (25), inhibe la formacién de vasos sanguineos (29, 68).

En afios recientes nuestro laboratorio se ha dado a la tarea de identificar y
caracterizar a la PRL 16 kDa endégena en rocdores. Mediante ¢l uso de anticuerpos
dirigidos contra PRL 16 kDa, Tomer (197) identifico proteinas con masas moleculares de 14
y 16 kDa en ¢l suero y la adenohipofisis de la rata. En complemento a estos estudios, el
presente proyecto fire diseffado con el objeto de identificar posibles sitios de produccién de

la PRL 16 kDa endégena mediante el uso de ensayos de inmunocitoquimica.



ANTECEDENTES
Generalidades de la PRL
a) Estructura del gen de Ia PRL )

La PRL es codificada por un gen localizado en los cromosomas 6, 17 y 23 en el ser
humano, la rata, y en los bovinos, respectivamente (31, 78, 98, 155, 157, 210). En los
humanos, el gen de la PRL comprende una secuencia de 15 kilobases que contienen al
extremo 5'-terminal, 5 exones, cuatro intrones, y al extremo 3'-terminal (31, 78, 99, 115,
135). En terminos generales, el extremo 5’-terminal del gen de la PRL contiene dos
promotores uno localizado en la region proximal (posicion -422) al sitio de iniciacion de la
transcripcion (31, 182), y otro distal, localizado a 7.3 kb del exon I (31, 182) (Fig. 1). El
extremo 5’-terminal de gen de la PRL también contiene dos regiones amplificadoras,
localizadas proximal (292 a -38) y distalmente (-1713 a -1495) al sitio .de trascripcion inicial
(17, 40, 55). Estas regiones contienen secuencias que al ser activadas por factores de
transcripcion, segundos mensajeros, y/o hormonas, facilitan y amplifican la transcripcién del
ARN mensajero para la PRL (16, 24, 38, 40, 91, 59, 60, 72, 109, 116, 117, 178, 188, 190).
La transcripcién del gen de Ia PRL no solamente y;ucde ser amplificada sino también inhibida
por secuencias de bases localizadas en posiciones proximales y distales al sitio de
transcripcién inicial en el extremo 5’-terminal. Estas secuencias median los efectos
inhibitorios de los glucocorticoides y de variantes moleculares del factor de transcripcién
PIT-1 sobre la trascripcion de la PRL (39, 101, 188).

Como se menciond anteriormente, la secuencia del gen de la PRL que codifica para
ta proteina esta constituido por 5 exones y 4 intrones en el humano (31, 99, 135) (Figura 1).
Ll exon I esta formado por 56 pares de bases que contiene la regién encargada de la
regulacion de fa expresion del gen (31, 99, 135). El exon II codifica la secuencia de
amino4cidos del péptido seffal, y contiene los primeros 40 codones de la proteina madura.
Dichos codones parecen determinar una de las secuencias de aminoacidos responsables de la

actividad lactogénica de la PRL, El exon III codifica para los aminoacidos 41 a 76 en la
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Figura 1
Estructura del gen de Prolactina

a) El gen de la PRL humana esta constituido por 5 exones (rectangulos) y 4 intrones que
codifican para la proteina integra. Ademds, este gen posce dos promotores en el extremo 5',
que dirigen su transcripcion en diferentes tejidos. El promotor proximal (Ip) es utilizado por
los lactotropos en la adenohipdfisis, mientras que el promotor distal (Id) es empleado por las
células de Ia decidua y los linfocitos (Tomado de la ref. 31).

b) Secuencia de nucledtidos del gen de la PRL de rata que predice la secuencia de
aminoécidos correspondiente a la pre-PRL (Tomado de la ref. 78)



secuencia primaria de la hormona. Esta secuencia de aminoacidos ha sido asociada a la
formacién del sitio de reconocimiento con el receptor. El exon IV codifica para los
aminoécidos 77-136 y el V codifica para la secuencia final de aminoicidos que se extiende
entre las posiciones 137 a 139, Las secuencias de aminoacidos codificadas por los exones IV
y V le confieren estabilidad conformacional a la PRL. Asi mismo, el exon V también parece
codificar una secuencia de aminodcidos responsable de la interaccion de la hormona con los
receptores que median sus efectos mitogénicos, y posee el codon de terminacién y la sefial
de poliadenilacion. Recientemente, se ha descrito en el gen de Ia PRL placentaria un sexto
exon que se localiza a 5.3Kb del exon I hacia e! extremo 5'-terminal. Este exon codifica
secuencias que no se traducen, y que solo aparecen en el ARN mensajero de la PRL

placentaria (85, 135)

b) S ia de aminodcidos y relacién estructura y funcion de la PRL.

En general, en los mamiferos el gen que codifica la secuencia de aminoécidos de Ia
PRL se transcribe hacia una proteina constituida por 197-199 aminoacidos, y con una masa
molecular aproximada de 23 kilodaltones (PRL 23 kDa) (Fig. 2) (e.g. 99). La secuencia
primaria de esta hormona contiene seis dom';nios estructurales constituidos por 34
aminoécidos que son altamente conservados en la escala filogenética, sugiriendo que estos
dominios son responsables de las acciones fisioldgicas comunes para las PRLs en distintas
especies de mamiferos (184, 210, 211, 212). Por otro lado, la secuencia primaria de la PRL
23 kDa también contiene 6 residuos de cisteina (posiciones 4, 9, 56, 172, 189, y 177 enla
PRL 23 kDa de la rata; posiciones homoélogas se han descrito en la PRLs 23 kDa en otros
vertebrados) (78, 157, 211, 210, 212, 184) que al unirse forman tres enlaces disulfiro,
indispensables para mantener la configuracién terciara y la bioactividad de la hormona
madura (78, 174, 184) (Fig. 2). Recientemente, se ha sugerido que la estructura terciaria de
la PRL 23 kDa consiste de cuatro alfa helices antiparalelas (2, 174); esta estructura

helicoidal se pliega formando dos asas menores conformadas por 4-7 residuos aminocidos



FIGURA 2
Representacién esquemitica de Ia prolactina de la rata.
LaPRL esta constituida por 197 aminoécidos. Esta hormona posee seis residuos de cisteina
que al unirse forman tres enlaces disulfuro indispensables para manterner tanto la estructura
plegada de la PRL, como su bioactividad. La PRL puede ser escindida en su asa intermedia
entre los aminoacidos 145 y 146, dando origen a una variante cortada conocida como la
PRL cortada (Tomada de la ref. 135).




en los extremos amino y carboxilo terminales, y un asa de mayor tamafio en I secuencia
intermedia formada por 115 residuos aminodcidos (Fig. 2).

Previamente, se han realizado esfuerzos para correlacionar distintas regiones de la
secuencia de la PRL con acciones fisiologicas especificas ejercidas por esta hormona. Con
base a las secuencias publicadas de distintas PRLs en los vertebrados, Nicoll et. al. (142)
sugirieron que al menos cuatro dominios de aminoécidos, designados como p1, p5, p6, y p9,
pudieran determinar la actividad lactogénica de la PRL. Sin embargo, mutaciones puntuales
dirigidas a los dominios pl, p5 y p6 de manera independiente no logran disminuir la
actividad lactogénica de esta hormona (112,113). Por otro lado, se ha propuesto que la
regi6n contenida entre los amino4cidos 80 y 137 en la secuencia primaria, es esencial para
mantener los efectos lactogénicos y mitogénicos de la PRL (174). Mutaciones dirigidas
hacia los aminoécidos tirosina y fenilalanina ubicados en las posiciones 28 y 50,
respectivamente, son indispensables para mantener los efectos mitogénicos de Ia PRL sobre
los linfocitos NB2 en cultivo (112, 113). También ha sido sugerido que los residuos
histidina localizados en las posiciones 27 y 30 forman parte del sitio de unién de la PRL con
sus receptores (112, 113). .
¢) Heterogeneidad estructural de la PRL.

Polimeros de Ia PRL.

Variantes de la PRL con una masa molecular mayor a la de la PRL 23 kDa han sido
identificadas en el plasma de distintas especies de mamiferos (31, 32, 169, 184). Estas
variantes parecen ser agregados de la PRL 23 kDa estabilizados por uniones covalentes y
enlaces disulfuro (31, 184). Aunque se han descrito una variedad de agregados de la PRL
con masas moleculares diversas, quizés las que mayor atencién han recibido son las variantes
poliméricas conocidas como la PRL grande (45 kDa) y la PRL grande-grande (85 kDa)
(169). Si bien en condiciones normales estas variantes constituyen un porcentaje reducido de
la prolactina total circulante, se ha documentado que su proporcién se modifica durante

distintos estados fisiologicos, o bien durante el desarrollo de patologias endocrinas o



) psiquiatricas (92,104, 160, 169). Por ejemplo, se ha reportado que si bien la PRL grande y
1a PRL 23 kDa son las variantes que predominan en el suero de mujeres durante el primer
trimestre del embarazo, cuando la gestacion alcanza el tercer trimestre los niveles
plasmaticos de la PRL grande disminuyen significativamente (104). Una disminuci6n de las
concentraciones plasmaticas de las PRLs grande-grande y grande también se ha reportado
durante la primera ,semana postparto (92). En algunos padecimientos tumorales
adenohipofisarios como los macroprolactinomas, las PRL grande-grande y grande
incrementan su concentracion cn el plasma a tal grado que incluso llegan a ser responsables
del 90% de la inmunoreactividad total a la PRL observada en el suero (106, 171). El
tratamiento con antagonistas dopaminérgicos de tipo de! lisuride, disminuye la concentracién
plastica de la PRL grande, e incrementa la concentracion de la PRL 23 kDa (131).
Variaciones estacionales de los polimeros de la PRL también han sido reportadas en los
carneros (192).

No obstante la demostracion de que los polimeros de la PRL wvarian sus
concentraciones plasmaticas bajo ciertos estados fisiolégicos o patolégicos, y después del
tratamiento con agonistas dopaminérgicos, el sigr;iﬁcado biolégico de estos polimeros no es
de! todo claro. Se ha demostrado, sin embargo, que algunas variantes poliméricas de la PRL
poseen actividad biologica en los bioensayos para la PRL 23 kDa, La PRL grande, por
cjemplo, posee efectos mitogénicos, aunque con potencia reducida en comparacion con la
PRL 23 kDa, sobre linfocitos NB2 en cultivo (169, 184).

Formas monoméricas de la PRL.

Las variantes monoméricas de la PRL comprenden tanto a la PRL 23 kDa, como a
formas de esta iltima que han sido glicosiladas, fosforiladas, deamidadas, o sulfadas
postraduccionalmente (31, 32, 184, 169). La PRL 23 kDa constituye alrededor del 80% de
Ia PRL total circulante (184), y se produce principalmente en la adenohipéfisis. Esta variante
ha sido extensamente” estudiada y, ademas de su papel como factor regulador de la

produccién y secrecion de leche, participa en otras funciones que van desde la regulacion de



procesos de diferenciacién y multiplicacién- celular hasta la modulacién de conductas
reproductivas (140, 141). Por otro lado,  la PRL 23 kDa puede ser modificada
postraduccionalmente dando origen tanto a las variantes poliméricas descritas anteriormente,
como a las otras variantes monoméricas y procesadas que se describiran a continuacién (31,
169, 184). .

La PRL glicosilada posee un peso molecular de 25 kDa y constituye alrededor de 13-25%
de 1a PRL en Ia hipéfisis, y se le ha detectado en el suero y en el liquido amniético (31, 32,
169, 184). La molécula de la PRL parece ser glicosilada en una secuencia concenso
constituidas por los aminoacidos asparagina, alanina y serina (32, 36, 169, 184). Ha sido
sugerido que Ia glicosilacién ocurre especificamente en el residuo asparagina localizado en la
posicién 31. Estudios previos han demostrado que la PRL glicosilada posee efectos
mitogénicos sobre las células epiteliales del buche de pichén in vitro (169, 184). Asi mismo,
la PRL glicosilada promueve la sintesis de caseina en el epitelio mamario en cultivo (184).
Todas estas acciones, sin embargo, ocurren con una potencia menor que la de la PRL 23
kDa.

La variante fosforilada de PRL, por otro le;do, representa alrededor del 20% del total
de la PRL circulante en la rata (19, 96, 169, 184). La fosforilacion de la hormona parece
ocurrir en los residuos serina localizados en las posiciones 26, 34 y 90 en la secuencia
primaria de PRL 23 kDa (19, 96, 169, 184). Ha sido demostrado que la posicién de estos
sitios de fosforilacién esta conservada filogenéticamente (19, 96). Aunque adn no se tiene
certeza acerca de la(s) funcion(es) de la PRL fosforilada, reportes recientes suéieren que la
condicién de fosforilacion de la hormona pudiera modular sus efectos sobre la proliferacién
de los linfocitos NB2 en cultivo y sobre células adenohipofisarias de la linea GH3 (96),
Variantes cortadas de Ia PRL.

En fechas recientes, también se ha documentado que Ia PRL 23 kDa puede ser
procesada en la adenohipoﬁsis, la glandula mamaria, el higado, el rifién, el pulmén, el bazo,

el ovario, la prostata, y el cerebro (Fig. 3) (11, 28, 31, 45, 145, 147, 209), hacia una variante



Cuadro 1

Variantes de PRL 23 kDa y algunos de sus efectos biolégicos (Tomado de ref. 84)

Variante
PRL 21 kDa

PRL 25 kDa

PRL 22 kDa (Kalicreina)

PRL cortada

PRL 16 kDa

Desamidada
Glicosilada
Fosforilada

Sulfatada

Dimeros y oligémeros

Polimeros

Propiedades fisioldgicas
Actividad mitogénica en el ensayo de buche de pichén
Desconocidas

Actividad mitogénica sobre txrotropos gonadotropos
linfocitos NB2 y dpitelio mamario

Actividad mitogénica y lactogénica sobre el epitelio mamario
Inhibicién de la angiogénesis
Natriuresis
Actividad mitogénica en el ensayo de buche de pichén
Actividad mitogénica en el ensaya de buche de pichén
Sintesis de caseina
Actividad mitogénica en linfocitos NB2
Modulacion de los efectos mitogenicos de la PRL
Desconacidas

Desconocidas

Actividad mitogénica en linfocitos NB2
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FIGURA 3
Procesamiento proteolitico de la prolactina

a) Representacion esquematica de la PRL de la rata que muestra el sitio de corte enzimético
entre los aminoacidos tirosina 145 y leucina 146 que origina a la PRL cortada (PRLc) (b),
precursor inmediato de la PRL 16K.

b) Esquema que ilustra las etapas del procesamiento enzimético de la PRL 23K hacia PRLc,
y de esta hacia PRL 16K y PRL 7K. Distintos drganos blanco de la PRL poseen las enzimas
necesarias para llevar a cabo el procesamiento postraduccional de la PRL 23K. La
subsecuente reduccion de los enlaces disulfuro de la PRLc, origina los fragmentos amino- y
carboxilo-terminales que corresponden a las PRL 16K y 7K, respectivamente.




de 25 kDa conocida como PRL cortada, cuya asa mayor esta escindida entre los
aminoécidos tirosina 145 y leucina 146 (5). Aunque las enzimas que cortan a la PRL 23 kDa
no han sido plenamente identificadas, se ha sugerido que la catepsina D (12), las proteasas
de serina y aspartato, asi como algunas metaloenzimas (11), pudieran ser responsables de su
procesamiento. La PRL cortada ha sido identificada en el plasma de humanos y roedores
mediante técnicas de inmuno-anilisis Western (184, 197). Estudios recientes han
demostrado que la PRL cortada, ademés de poseer acciones mitogénicas tipo PRL 23 kDa
sobre las células epiteliales mamarias y los linfocitos NB2 en cultivo, y sobre las células
epiteliales del buche de pichén in vivo (135, 184), estimula la proliferacién de gonadotropos
y tirotropos adenohipofisarios (5). Este ultimo efecto no es observado con la PRL 23 kDa,
lo que apoya que la PRL cortada posee funciones independientes de las de la PRL 23 kDa
().

Por otro lado, ha sido demostrado que la reduccién subsecuente de los enlaces
disulfuro que mantienen unida a la PRL cortada libera dos péptidos, uno amino-terminal con
una masa molecular de 16 kDa o PRL 16 kDa, y otro carboxilo-terminal con una masa
molecular de 7 kDa (Fig. 3)(25, 28, 124, 125). Estudios recientes han documentado que la
PRL 16 kDa posee efectos mitogénicos, aunque con potencia menor o semejante que la PRL
23 kDa, sobre las células epiteliales del buche de pichén in vivo y sobre linfocitos NB2 in
vitro, y lactogéncias y mitogénicas sobre el epitelio mamario en cultivo (25).
Adicionalmente, la PRL 16 kDa posee potentes efectos antiangiogénicos (29, 68), no
observados con la PRL 23 kDa, y que parecen ser mediados por receptores especificos
localizados en las membranas de las células endoteliales (27).

d) Sitios de produccion de Iz PRL,

La PRL es producida principalmente por células especializadas en la adenohipéfisis
denominadas lactotropos (Fig. 4). Estas células se encuentran uniformemente distribuidas en
la adenohipéfisis, y constituyen aproximadamente del 30 al 50% del total de células en la

gléndula, dependicndo del estado fisiologico y del sexo (102). Si bien la poblacién de
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FIGURA 4

Anatomia de la glandula hipofisis

a) Corte transversal de la hipofisis de la rata tefiida con el suero anti-PRL 23 kDa en la que
se observan las divisiones anatomicas de esta glindula. El I6bulo anterior o adenohipofisis
(AH), que contiene a los lactotropos responsables de Ia secrecion de la PRL. El Iébulo
intermedio (HI) que presenta células asociadas a la produccion de hormonas derivadas de la
pro-opiomelanocortina. El I6bulo posterior o neurchipéfisis (NH) que concentra la
terminales nerviosas de Tas neuronas magnocelulares hipotalamica. Foto cortesia de Salvador
Mejia, Centro de Neurobiologia (UNAM).

b) Fotomicrografia que ilustra lactotropos adenohipofisarios inmuno-reactivos a la PRL 23
kDa, y tefiidos con técnicas de inmunofluorescencia.



lactotropos pareceria ser un grupo celular homogéneo, se ha documentado que existen al
menos tres subtipos de lactotropos con caracteristicas morfolégicas distintivas (Cuadro 2).
Asi mismo, los lactotropos no solamente muestran heterogeneidad . morfolégica sino
funcional; esta heterogeneidad funcional se manifiesta por diferencias en la velocidad de
recambio de la PRL sintetizada, en la cantidad de hormona almacenada, y en su capacidad
para secretarla (135, 202, 204).

Fuentes extrahipofisarias de la PRL han sido identificadas en los sistemas
reproductor, inmunolégico, nervioso. Se ha reportado la produccién de PRL con
caracterististicas inmunoquimicas y de bioactividad semejantes a las de 1a PRL hipofisaria en
el estroma del endometrio decidual y en el miometrio (74-76, 80, 186, 194) en la rata. El
ARN mensajero que codifica para la PRL también ha sido detectado en ambos tejidos
uterinos (194). Asi mismo, en el sistema inmunoldgico los linfocitos y monocitos parecen ser
la principal fuente de produccion de la PRL (53, 71, 127-130). Se ha demostrado que estas
células expresan el ARN mensajero de PRL, y que la PRL producida ellas posee efectos
mitogénicos y lactogénicos semejantes los de la PRL hipofisaria (127-130). En el cerebro,
material inmuno-reactivo a la PRL ha sido consistentemente detectado en neuronas y tractos
nerviosos hipotalaimicos, mediante técnicas de inmunocitoquimica (70, 81, 82, 84, 144, 159,
181, 183, 195, 196, 199). Inmuno-analisis Western y cromatograficos han identificado
también material con inmuno-reactividad a PRL en homogenados de la médula espinal, el
tallo cerebral, y del hipotilamo, asi como en el liquido cefaloraquideo de la rata (46-48, 61-
63). Se ha demostrado que el material inmuno-reactivo a la PRL obtenido después del
fraccionamiento cromatografico de distintas areas cerebrales poseen efectos mitogénicos,
aunque con una potencia menor que la de la PRL hipofisaria, sobre linfocitos NB2 en cultivo
(61-63), y que su liberacion es dependiente de calcio (50). Recientemente se ha sugerido qlie
la PRL de origen hipotdlamico pudiera estimular la liberacion de la hormona liberadora de
las gonadotropinas (LHEIH) por neuronas LHRHergicas hipotalamicas (9), y la proliferacién

de astrocitos (43, 44) in vitro. Los mapas de digestion triptica de las formas predominantes



Cuadro 2.
Clasificacion ultraestructural y morfologia de los lactotropos

TIPO Forma Radio nucleo/citoplasma Organelos Tamafio del grénulo secretorio

Lactotropo tipa | Célula pequefia de Alto Pobremente 100nm
forma oval o triangular desarrollados
con prolongaciones
citoplasmicas
en espiga.

Lactotropo tipo il Célula grande y Moderado " Numerosas 100-300nm
redondeada con mitocondrias y
prolongaciones abundante
citoplasmicas finas reticulo endo-
que rodean a los plasmico
gonadotropos rugoso

Lactotropo tipo Ill  Célula grande de Reducido Abundantes pleomérficos

forma irregular 600-900nm




de la PRL en la hipéfisis y el cerebro son e_scncialmentekidénticos 49). finalmente, el.
transcrito que codifica para PRL ha sido detectado en homogenados de distintas regiones
del cerebro de la rata (30, 41, 64, 179, 201, 208).

Otro 6rgano en el que se ha detectado el transcrito para PRL es la gldndula mamaria
(107, 191). Estudios recientes han demostrado, mediante hibridizacion in situ, en Northern,
y con la técnica de transcripci6n reversa/reaccion ‘en cadena de la polimerasa, la presencia de
ARN mensajero que codifica para la PRL en las células del epitelio acinar mamario durante
el embarazo y la lactancia (107, 191). La secuencia del ARN mensajero expresado en
cepitelio mamario es idéntica a la del transcrito que codifica para PRL en la gléndula hipéfisis
y, a diferencia de lo que ocurre en las células del estroma uterino y en células del sistema
inmune, su transcripcion parece involucrar el mismo promotor utilizado por los lactotropos
(107, 191).
¢) Regulacién de Ia sintesis y secrecién de la prolactina.

La reguiacién de la sintesis y secrecion de la PRL involucra distintos mecanismos
que actian tanto a nivel de la transcripcion y traduccion de su mensaje, como sobre su
proceso de secrecion. La mayor parte de nuestro éonocimiento acerca de los mecanismos de
regulacion de la produccién y secrecién de la PRL deriva de estudios fisioldgicos y
farmacoldgicos que han evaluado los efectos de distintos agentes sobre la funcién
adenohipofisaria iz vivo, o bien sobre los lactotropos cultivados. Si bien estos estudios han
permitido identificar distintos factores ambientales, factores hormonales hipotalamicos,
ovéricos y derivados de la glandula suprarrenal, y factores paracrinos y autocrinos (Cuadro
3) que, actuando de manera orquestada, controlan la produccidn y secrecion
adenohipofisaria de PRL, poco se sabe acerca de los mecanismos de regulacién de la
producciéon de PRL en las fuentes extrahipofisarias. También existe escasa informacién
acerca de los mecanismos que regulan la produccién de las distintas formas de PRL, aunque
en estudios recientes se ha sugerido que dopamina y TRH pudieran influenciar el cociente de

producci6n de las distintas variantes de la PRL en la hipéfisis (106, 118, 131, 171).

o



Los factores externos que afectan la produccién y liberacién de la PRL hipofisaria
pueden ser generales como el estado nutricional, y los ritmos circidicos y estacionales, o
bien, estar asociados a estados fisiolégicos especificos como la respuesta general de alarma,
la estimulacion cervico-uterina durante el coito o el parto, y la estimulacion multisensorial
durante la lactancia (6, 15, 89, 118, 121). Estos estimulos influyen sobre la produccién y
secrecion de 1a PRL, a través de su accidbn sobre distintos mecanismos neurales que
modifican la funcién hipotalamica y la liberacion de sus factores de regulacién endocrina (6,
08).

Las hormonas diversas liberadas por el hipotalamo ejercen acciones inhibitorias o
estimulantes sobre la produccion y secrecion de la PRL (98). De estos factores, quizis el
mejor estudiado es la dopamina; una catecolamina que ejerce acciones inhibitorias o
estimulantes sobre Ia transcripcion y liberacién de prolactina dependiendo del estado
funcional del lactotropo, y de la presencia o ausencia de co-factores endogenos (31, 98,
135). La dopamina parece inhibir la liberacién de la PRL actuando tanto a nivel de la
transcripcion, como a nivel de la secrecion, a través de reducir lo niveles intracelulares de
AMPc, calcio, y fosfatos de inositol (31, 98, 135)'. Otros factores hipotaldmicos tales como
el 4cido gama-amino butirico, la somatostatina, la hormona estimulante de jos melanocitos, y
mas recientemente, el péptido asociado a la hormona liberadora de gonadotropinas han sido
también implicados en la inhibicion de la secrecion de la PRL (31, 98, 135) (Cuadro 3). Por
otro lado, distintos factores hipotaldmicos estimulan la transcripcién y la secrecién de la
PRL en la adenohipofisis. La hormona tirotropina, por ejemplo, parece estimular la
produccion y secrecion de la PRL en el lactotropo incrementado la transcripcidn,
estabilizando su ARN mensajero, y fomentando su liberacion por un mecanismo que parece
depender de AMPc (31, 98, 135). Otros factores hipotalamicos que se ha demostrado
estimulan a liberacién de la PRL son el péptido intestinal vasoactivo, la serotonina, y algunos

peptidos opioides (31, 98, 135) (Cuadro 3).



Factores endocrinos periféricos también participan en la regulacion de la produccién
y secrecién de la PRL hipofisaria. Se ha documentado, por ejemplo, que los glucocorticoides
suprarrenales inhiben la produccion de PRL en la adenohipofisis, mientras que los
estrogenos ovéricos, la norepinefrina suprarrenal y la insulina promueven su sintesis y
secrecion (31, 135). En el caso de los glucocorticoides y de los estrogenos, sus efectos
sobre la transcripcion del gen de la PRL parecen ser mediados por secuencias responsivas
localizadas en el extremo 5’ terminal de gen (101, 108) (Cuadro 3).

Por otro lado, se ha demostrado que factores autdcrinos y paricrinos
adenohipofisarios regulan la sintesis y secrecion de la PRL. Asi, el péptido intestinal
vasoactivo producido por los lactotropos y la misma PRL estimulan su produccién y
secrecioén a través de un mecanismo autdcrino (31, 135). Factores pardcrinos como la
angiotensina II y Ia acetilcolina secretados por los gonadotropos y corticotropos,
respectivamente, inhiben la sintesis de PRL (31, 135).

Finalmente, factores intrinsecos al lactotropo regulan ! proceso de liberacién de la
PRL almacenada en granulos secretorios. De esta manera, se ha demostrado que Ia
transformacién tiol-disulfuro en la estructura de li; PRL almacenada, ademas de modificar la
la masa molecular, la carga, y la inmunodetectabilidad de la PRL, influye en su proceso de
liberacion y sobre el tipo de variante de PRL liberada (88, 118). Ademés, dicho proceso de
transformacion es regulado por dopamina, y se asocia a la generacid de agregados
moleculares de la PRL (118). La edad de la hormona, definida a partir de su sintesis y el
tiempo que transcurre almacenada en los granulos secretorios, es otro factor que influye
sobre su secrecién (revisado en 31). Ha sido documentado que la dopamina inhibe
fundamentalmente fa liberacion de 1a PRL sintetizada recientemente (<4 horas de haber sido
sintetizada), o de la almacenada por mis de 8 horas. Porotra parte, la hormona liberadora de
1a tirotropina estimula la liberacion de la PRL que ha sido almacenada por un periodo de 4 a

8 horas.



Cuadro 3
Estimulos y factores reguladores de la produccién y secrecién de PRL 23
kDa
Estimulos externos
-Estimulacion sensorial de los pesones durante [a succion en la lactancia.
-Estimulacion sensorial cervico-uterina durante el coito y el parto.
~Nutricién
-Estres
-Ritmos diurnos y estacionales
Factores hormonales: hipotalamicos
a) inhibidores
-Dopamina (efecto modulado por dcido ascoérbico)
-Acido gama-amino butirico
-Endotelinas 1y 3.
-Substancia P
-Somatostatina
-Bradiquinina
-Neurotensina
b) estimulantes
-Hormona liberadora de tirotropina (efecto modulado por alfa melatonina) -
-Dopamina (efecto modulado por alfa melatonina)
-Péptido intestinal vasoactivo y péptidos homélogos
-Oxitocina y vasopresina
-5-hidroxi-triptamina
-Histamina
-Glutamato 4
-Somatostatina
-Substancia P
-Neurotensina
Factores hormonales: periféricos
a) inhibidores
-Glucocorticoides
-melatonina
b) estimulantes
-Estrégenos
-Norefinefrina
Factores locales adenohipofisarios
-Autocrinos: Péptido intestinal vasoactivo, PRL 23 kDa (efectos estimulantes)
-Paracrinos: Acetilcolina (efecto inhibitorio; producida en corticotropos).
Angiotensina |l (efecto estimulante; producida en gonadotropos).
-Fendémenos de transformacion hormonal intragranular, pH intracitopldsmico e
intragranular, edad de la hormona.



f) Funciones de Ia PRL

En los vertebrados, la PRL posee un espectro funcional excepcionalmente amplio
(140, 141, 169) Entre las méas de 80 acciones fisiologicas descritas para esta hormona
destacan sus efectos sobre los procesos de morfogénesis (175), diferenciacion, y regulacién
del ciclo celular, la regulacion de la concentracién de electrolitos séricos, y la modulacién de
las funciones reproductivas, inmunoldgicas y neurolégicas (Cuadro 4). Asi, ademas de sus
funciones relacionadas con la produccion de leche durante la lactancia en los mamiferos
(153), la PRL ha sido involucrada en el proceso de capacitacién espermiogénica, en la
fecundacion, e implantacion del cigoto después de fecundado (86, 120, 132). La PRL es un
factor mitogénico para las células epiteliales de la glandula mamaria, el epitelio del buche de
pichén, los linfocitos, y los astrocitos (37, 43, 44, 79, 120). Esta caracteristica ha sido
explotada para disefiar bioensayos que evalilan tanto los efectos mitogénicos de la PRL
como de sus variantes sobre linfocitos transformados NB2 y celulas epiteliales mamarias en
cultivo,y sobre celulas epiteliales mamarias y del buche de pichén in vivo, La PRL también
promueve la diferenciacion de las células en la glé{ldula suprarrenal, el pancreas y el pulmén
durante la vida embrionariz, y la maduracién y funcidn de los 6rganos reproductores en los
mamiferos (10, 33, 120, 143, 162),

Otras funciones en las que Ja PRL parece tener un papel regulatorio importante son
en la produccién de hormonas esteroides en la glandula suprarrenal, los ovarios y el
testiculo, y en la produccién de factor surfactante en el pulmén (10, 120, 176). Por otro
lado, si bien la PRL es un factor estimulante de la proliferacion y diferenciacién de los
linfocitos, cuando esta presente en cantidades anormalmente altas inhibe la actividad
fagocitica de las células mononucleares (79, 139). La PRL también estimula el crecimiento
del pelo, y en algunas especies de mamiferos la pigmentacion del mismo (52, 57, 120).
Efectos de esta hormona sobre los niveles de calcio y sodio séricos han sido descritos en
peces y mamiferos. En_general, la PRL es un factor hipercalcémico e hipernatrémico (31,

120, 189). La PRL no solamente regula la concentracién de electrolitos séricos sino también )



Cuadro 4

Acciones Fisioldgicas de la PRL 23 kDa en la escala de los vertebrados

.

1) Diferenciacidn celular

2) Morfogénesis

3) Metamorfosis

4) Lipogénesis

5) Balance Hidroelectrolitico

6) Regulacion de los niveles de glucosa

7) Inmunomodulacion

8) Regulacion del metabolismo hepético

8) Regulacién del crecimiento de estructuras tegumentarias

10) Reproduccion:

-Maduracién de drganos sexuales

-Desarrollo y crecimiento de la gldndula mamaria
-Lactancia :
-Capacitacién espermiogénica

-Fecundacién e implantacion del huevo

-Efectos luteotrépicos y anti-luteoliticos
-Acciones anti-gonadotropicas

11) Conducta:

-Construccion de nidos

-Migracion

~Reconocimiento de crias

-Induccién de la conducta materna
-Facilitacién de la conducta de copulacién



en la leche, el liquido amniético, €l sudor y las lagrimas (31, 168, 207). La PRL regula la
produccion de efectores hormonales tales como la dopamina, los opioides, las
gonadotropinas, la insulina, y los factores insulina tipo I'y II (107, 120, 176). Asi mismo,
también posee funciones anabdlicas sabre el metabolismo de distintos érganos (120).

La conducta reproductiva, el estres, la conducta materna y la conducta de
reconocimiento madre-cria en mamiferos, asi como las conductas de migracién y
construccioén de nidos en peces y aves parecen ser en parte reguladas por la PRL (20, 83,
105, 120, 187). Finalmente, se ha sugerido que esta hormona pudiera participar en Ia
regulacién del suefio, y en la modulacion de los niveles de ansiedad en algunas especies de
mamiferos (146, 170, 187).

2) Receptores y mecanismos de transduccién,

Los receptores membranales para la PRL pertenecen a una familia constituida por
receptores para los factores hematopoyéticos, las citoquinas, y la hormona de crecimiento
(31, 93-95). El receptor para la PRL es codificado por un gen que contiene al menos 11
exones, y esta localizado en el cromosoma 5 en el‘ hombre (31). A la fecha, tres subtipos de
receptores para la PRL han sido caracterizados en distintas especies de mamiferos. Estos
receptores estin constituidos por tres dominios estructurales referidos como intracelular,
transmembranal y extracelular (Fig. 5). La secuencia de aminoacidos de los dominios
extracelular y transmembranal es homologa en los distintos receptores (31, 93-95), mientras
que la secuencia de aminoicidos y la extension del dominio intracelular difieren entre los
distintos receptores (31, 93-95).

En base a su estructura, los receptores para la PRL han sido clasificados en tres
subtipos dependiendo de la extensién de su dominio intrecelular: Los receptores cortos estén
constituidos por 284-291 aminoacidos, 26 de los cuales conforman el dominio intracelular;
los receptores de tamafio medio estin formados por 392 aminoacidos, 57 de ellos
localizados en el domigio intracelular; y los receptores largos constituidos por 591-598

aminoacidos con 262 residuos en el dominio intracelular (93-95) (Fig. 5). Recientemente, se

a1a



FIGURA §

Los receptores para Ia prolactina
Diagrama que muestra los subtipos de receptores de membrana identificados para la PRL en
distintas especies de mamiferos. Estos receptores han sido clasificados deacuerdo a la
extension de su dominio intracitoplasmico como cortos, de tamafio medio, y largos.
Mientras que su secuencia de aminoacidos es semejante en ¢l dominio extracelular, la
secuencia de aminoacidos que corresponde al dominio intracelular varia tanto en extension,
como en los aminoécidos que lo forman, (Tomada de la ref, 94)



ha identificado en el ovario de la rata una forma soluble del receptor para la PRL que esta
formado tinicamente por el dominio extracelular y una extensién de 20 aminoécidos hacia la
region carboxilo terminal (31). Se ha sugerido que esta forma del receptor es en realidad una
proteina fijadora de la PRL (31), pero esta idea aun tiene que ser evaluada.

La distribuci6n de los receptores para la PRL en los distintos tejidos ha sido evaluada
mediante técnicas de inmunocitoquimica, de hibridizacién in sifu y por ensayos de radio~
receptor en rebanadas de tejido o en membranas aisladas (13, 14, 23, 36, 54, 56, 71, 103,
119, 126, 149, 151, 154, 205, 213). Estos estudios han demostrado la presencia de los
receptores para la PRL y de su ARN mensajero en el sistema nervioso central de los
mamiferos y las aves, a saber: en diversos nicleos del hipotalimicos, en la células
dopaminérgicas del hipotdlamo anterior y del sistema nigro-estriatal, y en los plexos
coroides. La glandula mamaria y otras glandulas tanto exdcrinas como endécrinas  del
sistema reproductor femenino poseen receptores para la PRL. Asi mismo, se han descrito
receptores para esta hormona en el higado, el pancreas y el intestino, los neumocitos tipo IT
de epitelio pulmonar, linfocitos y monocitos del s‘istema inmunologico, y en las células del
epitelio tubular renal. La amplia distribucién de los receptores para la PRL, por tanto, es
compatible con la versatilidad funcional que esta hormona posee (Cuadro 5).

En base a estudios realizados con el receptor de la hormona del crecimiento, se ha
propuesto que para que la PRL pueda ejercer sus acciones, se requiere de la dimerizacion de
sus receptores (Fig. 6) (31). Esta dimerizacién activa distintas vias metabolicas asociadas a
diferentes sistemas de segundos mensajeros que median las acciones de la PRL sobre sus
organos blanco. Se ha documentado que los efectos de la PRL son mediados por efectores
secundarios asociados a las enzimas adenilato ciclasa, ornitin descarboxilasa, proteina cinasa
C, fosfolipasa Az, Fosfolipasa C, proteinas G, y tirosina cinasa-Jak 2 (65-67, 77, 97, 110,
148, 164-166, ). El estudio de la participacién de estos sistemas ‘en Ins diversas funciones
reguladas por la PRL, si_n embargo, ha sido obscurecida por el hecho de que frecuentemente

mas de un mensajero secundario participan en la mediacion de sus acciones en un 6rgano



Cuadro 5
Distribucién de los receptores para la PRL en los mamiferos
(Modificado de ref. 197).

Aparato reproductor femenino
Glindula mamaria: epitelio mamario y tejido adiposo
Ovario: células de la granulosa y del cuerpo liteo.
Utero: Epitelio decidual y miometrio.
P\lacenta: Células de la decidua

Aparato reproductor masculino
Teshculos Células de Leydig y espermatides
Epididimo
Vesiculas seminales
Préstata

Aparato Digestivo
Higado
Pdncreas: Células beta de los islotes de Langerhans.
Intestino: Epitelio intestinal

Sistema Nervioso
Cerebro; Nucleos hipotalamicos, substancia negra, plexos coroides
Ojo: Cubierta coroides y fotorreceptores.
Bulbo olfatorio y mucosa olfatoria durante el desarrollo prenatal.

Otros érganos y sistemas
Riiidn: Epitelio tubular
Glindulas suprarrenales: Corteza adrenal.
Sistema inmunoldgico: Linfocitos B y T, neutréfilos, células asesinas.



blanco dado, Asi por ejemplo, se ha demostrado que la actividad mitogenica de la PRL sobre
los linfocitos NB2 en cultivo, pudiera ser modulada por fosfatos de incsitol derivados de la
actividad de la enzima omitin descarboxilasa, y por las proteinas G (165). La actividad
lactogenica de la PRL sobre las células del epitelio mamario en cultivo, por otro lado, parece
ser modulada por los niveles intracelulares de AMPc y por las proteinas G (165).
Antecedentes inmediatos

Generalidades sobre Ia PRL 16 kDa

a) Actividad biolégica tipo PRL 23 kDa.

Como ha sido referido previamente, la variante de la PRL conocida como PRL 23
kDa puede ser procesada hacia una variante cortada que al ser reducida, origina dos
fragmentos uno amino terminal con una masa molecular de 16 kDa, denominada PR, 16
kDa, y otro fragmento carboxilo terminal con una masa molecular de 7 kDa. El primer
reporte que sugiere que la PRL 16 kDa posee bioactividad fue publicado por Mittra (125).
Este autor observo que la PRL 16 kDa derivada de la PRL cortada, a su vez aislada de
homogenados de la adenohipofisis de la rata, estimulaba la proliferacién del epitelio mamario
de ratas anestesiadas con una potencia mayor que.la de la PRL 23 kDa (125). Este resultado
condujo a Mittra a proponer que la PRL 16 kDa podria mediar los efectos mitogénicos de
PRL sobre el epitelio mamario (125). Estudios recientes han corroborado que la PRL 16
kDa generada mediante el procesamiento de PRL 23 KDA con enzimas de la glandula
mamaria y reduccion subsecuente de los enlaces disulfuro (25), posee efectos mitogénicos,
aunque con una potencia menor o similar a la de la PRL 23 kDa, sobre los linfocitos NB2 y
el epitelio mamario en cultivo, y sobre las células epiteliales del buche de pichén in vivo. Asi
mismo, sé ha mostrado que la PRL 16 kDa también posee efectos lactogénicos sobre el
epitelio mamario, aunque con una menor potencia que de la PRL 23 kDa (25).

b) Actividad biolégica propia.
No obstante que la PRL 16 kDa comparte algunas acciones fisioldgicas con la PRL

23 kDa, se ha demostrado que la PRL 16 kDa posee efectos especificos, no ejercidos por la

1e



FIGURA 6
Modelo de dimerizacién del receptor para la PRL y Ia regulacién de sus fu

Esquemas que ilustran Ja interaccién de la PRL con sus receptores. En una primera etapa, la
PRL se une a un solo receptor en la membrana celular a través de uno de sus sitios activos,
Esta unién promueve, en la segunda etapa, que un segundo receptor se una al segundo sitio
activo de la PRL, hecho que conduce a la dimerizacion del receptor. La dimerizacion del
receptor se requiere para activarlo. En presencia de bajas concentraciones de la PRL, una
mayor proporcion de receptores es activada. Por el contrario, en presencia de un exceso de
la PRL, la dimerizacion del receptor se bloquea por lo que las acciones de la hormona se
inhiben. (Tomado de la ref. 31)




PRL 23 kDa, sobre la formacién de nuevos vasos capilares sanguineos, v.gr., angiogénesis.
La PRL 16 kDa, més no la PRL 23 kDa, inhibe in vitro la proliferacién y asociacion de las
células endoteliales derivadas de capilares cerebrales, cuando esta presente en cantidades
nanomolares en el medio de cultivo (29). También se ha demostrado que la aplicacion de la
PRL 16 kDa a la membrana corioalantoidea del pollo interrumpe el proceso de angtogénesis
in vivo (29). El potente efecto inhibidor de la PRL 16 kDa sobre la angiogénesis antagoniza
los efectos angiogénicos de los factores de crecimiento fibroblastico y vascular (68), y
parece ser mediado por receptores especificos, saturables, y de alta afinidad para PRL 16
kDa localizados en la membrana de las células endoteliales (27).

La PRL 16 kDa no solamente es un potente inhibidor de Ia angiogénesis sino que
ademds parece que participa en la regulacion de otras funciones. En estudios recientes se
observé que la PRL 16 kDa administrada en la circulacién (Clapp y Samson, resultados
inéditos) de roedores incrementa la excrecion renal de sodio. Debido a que sitios de unidn
especificos para PRL 16 kDa han sido identificados en membranas aisladas del rifién, estas
observaciones sugieren que la PRL 16 kDa pudiera participa en la regulacién de las
concentraciones sericas de sodio in vivo,

Presencia Endégena.

El hecho de que la PRL 16 kDa posea efectos propios a través de la activacion de
receptores especificos sugiere que esta molécula pudiera ser un nuevo factor de regulacion
de la angiogénesis, natriuresis y quizds de otras funciones aun no caracterizadas. No
obstante esta posibilidad, poco es lo que se sabe acerca de la existencia endogena de la PRL
16 kDa, en donde se produce y como se regula su sintesis y secrecidn. Evidencia reciente
apoya, sin embargo, que la PRL 16 kDa pudiera ser producida in vivo en la glindula
hipofisis, o bien en distintos érganos blanco de la PRL a través del procesamiento
enzimético de la PRL 23 kDa. Por ejemplo, Mittra identificd material inmunorreactivo a la
PRL cortada, precursorﬁinmediato de la 16 kDa en homogenados de la glandula hipéfisis

(124). Asi mismo, la presencia de las enzimas capaces de procesar a l2 PRL 23 kDa hacia la
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PRL cortada ha sido documentada en distintos érganos blanco de la PRL (11,12, 28, 45,
145, 147, 209)

Evidencia adicional que apoya la existencia de la PRL 16 kDa endégena fue obtenida
recientemente en el laboratorio. Torner (198) identifico dos proteinas inmunorreactivas a la
PRL 16 kDa, con masas moleculares de 16 kDa y 14 kDa, en homogenados de
adenohipdfisis y en la circulacién de roedores. Ambas proteinas fueron detectadas mediante
el uso de sueros hiperinmunes dirigidos contra la PRL 16 kDa obtenida después de la
digestioén de PRL 23 kDa con enzimas de la glandula mamaria y subsecuente reduccién de
los enlaces disulfuro (198). Las proteinas de 16 kDa y 14 kDa se observaron en el inmuno-
andlisis Western bajo condiciones reductoras y no reductoras, asi como en presencia de
inhibidores de proteasas, sugiriendo que su deteccion no fue producto de la protedlisis
artificial de la PRL durante Ia obtencién y manipulacion de las muestras (198),

En base a las observaciones anteriores, el presente trabajo fue disefiado para tratar de
identificar probables fuentes de produccién de la PRL 16 kDa mediante el empleo de
técnicas de inmunocitoquimica. En este sentido, la inmunocitoquimica ha sido una
herramienta valiosa en la identificacién de fuenies de produccién y mapeo de péptidos
bioactivos (18, 100, 123, 156). Los resultados obtenidos por esta técnica permiten 1)
identificar los grupos celulares que pudieran ser responsables de la produccién del péptido
en estudio, 2) hacer inferencias sobre su posible funcién y sobre los mecanismos
responsables de su repulacion en base a la localizacién anatémica, y 3) identificar sitios
enriquecidos en el péptido de interés que pudieran facilitar su subsecuente aislamiento y su
caracterizaci6n tanto bioquimica como molecular (18, 100, 123, 156).

Objetivo

El objetivo del presente trabajo fue el demostrar, mediante ensayos de
inmunocitoquimica, Ia presencia de antigenos tipo PRL 16 kDa enddgenos, y el identificar
probables sitios de su prj:duccién en la hipdfisis y en el cerebro de la rata.

Porque la hipdfisis?

is



Como se menciond anteriormente, si bien existen fuentes alternativas de produccion
de la PRL 23 kDa, el l6bulo anterior de la glandula hipofisis es el principal sitio de
produccién de esta hormona y de sus variantes moleculares, incluidos los fragmentos de 16
kDa (198). El uso de la hipofisis también permitié establecer las condiciones y especificidad
del ensayo de inmunocitoquimica.

Porque el cerebro? .

Como también fue descrito previamente, existe evidencia que sugiere que el cerebro
produce PRL. Estudios morfolégicos previos han demostrado la existencia de material
inmuno-reactivo a la PRL en el sistema nervioso central de la rata (3, 4, 70, 81, 82, 84, 144,
159, 181, 183, 195, 196, 199). Neuronas positivas a la PRL han sido identificadas
consistentemente en distintos nticleos hipotatamicos, mientras fibras inmunopositivas para
esta hormona se han descrito en regiones hipotaldmicas y extrahipotalamicas. En apoyo a las
observaciones morfolégicas que sugieren la presencia de PRL en el cerebro, estudios
bioquimicos e inmunoquimicos han identificado antigenos inmuno-reactivos a PRL en
extractos de la médula espinal, del tallo cerebral, y del diencéfalo de la rata (46-48, 61-63).
De Vito y colaboradores han mostrado que el mal'érial inmuno-reactivo a PRL es secretado
por explantes hipotalamicos in vifro, de manera dependiente de calcio, y en respuesta a la
despolarizacién con alto potasio (50, 51).

Por otro lado, evidencia reciente sugiere que el cerebro, en especial el hipotilamo,
pudiera ser capaz de producir algunas variantes de la PRL. Emmanuele y cols. (62-64),
reportaron la presencia de tres fracciones inmunorreactivas a PRL en extractos de la médula
espinal, tallo cerebral y diencéfalo de la rata. Dos de estas fracciones mostraron una masa
molecular aproximada de 44 kDa y 23 kDa, mientras que la fraccién restante fue constituida
por fragmentos de menor tamafio que no fueron identificados. En apoyo a la posibilidad de
la generacién de variantes de la PRL en el cerebro, De Vito (47) ha documentado la
presencia de PRL cortgda en el hipotdlamo de rata, y la capacidad del hipotilamo ‘para
modificar proteoliticamente a la PRL 23 kDa (45).
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Finalmente, es importante enfatizar que -la- produccién - de los antigenos
inmunorreactivos a la PRL en el cerebro parece ser independiente de la produccién
hipofisaria de la PRL. Esta conclusién es apoyada 1) por la presencia del ARN mensajero
que codifica para la PRL en distintas regiones del sistema nervioso central (30, 41, 64, 179),
y 2) por la prevalencia de material inmunoreactivo a PRL en el cerebro en animales
hipofisectomizados en.los que no se detecta PRL en el suero por métodos inmunoquimicos
convencionales (41, 46, 62).

Miétodos

Animales y pr iento histolégico de la tra.

Se emplearon ratas virgen Wistar (250grs.) alimentadas ad libitum y mantenidas en
cuartos con temperatura e iluminacién (ciclo 12/12) controlada. Algunos animales fueron
tratados con colchicina (100ptg/50ul de 0.9% solucidn salina) administrada en el ventriculo
lateral del cerebro, 48 horas antes de su sacrificio. Previa anestesia con hidrato de cloral
(35mg/100grs de peso), seis animales tratados y diez no tratados se perfundieron por via
cardiaca con paraformaldehido al 4% en PBS 0.1M, pH 7.2. Los cerebros y las hipéfisis se
disecaron y posfijaron en el mismo fijador por 3 llloras a 4°C. Transcurrido este tiempo, las
muestras se transfirieron a sacarosa al 20% en PBS a 4°C hasta su uso. Las muestras fueron
entonces incluidas en tissue-tek II y congeladas en un bafio de acetona y hielo seco. Cortes
coronales de cerebro (30um) y transversales de hipofisis (10um) fueron obtenidos en un
criostato (-19°C) y procesadas para inmunoperoxidasa. Las secciones de hipofisis se
montaron en porta objetos cubiertos en gelatina (0.5%) y se desecaron al vacio a 4°C toda la
noche; los cortes de cerebro se colectaron en PBS-0.3% triton X-100 (PBS-triton).
Inmunocitoquinica.

- Etapas de bloqueo.
Las incubaciones con los anticuerpos primarios y secundarios fueron precedidas por

preincubaciones con 1% de suero normal de cabra y 10% de abumina bovina en PBS- trit6n,



durante 1.30 horas a temperatura ambiente, Las incubaciones con los anticuerpos primarios
se extendieron por 48 horas a 4°C.

Anticuerpos primarios.

- Anticuerpo anti-PRL 16 kDa,

El anticuerpos dirigidos contra la PRL 16 kDa fueron producidos en conejos contra
laPRL 16 kDa de la rata obtenida después de Ia incubacién de la PRL 23 kDa con extractos
de la glandula mamaria (105). Este suero muestro una afinidad 200 veces mayor para la PRL
16 kDa que para la PRL 23 kDa en el radioinmunoensayo (RTA) para la PRL 16 kDa (105).
El suero anti-PRL 16 kDa no mostrd entrecruzamiento con la hormona del crecimiento, la
cual posee una alta homologia con la PRL, ni con las gonadotropinas y péptidos del sistema
hipotalamo-neurohipofisario, incluso a concentraciones de 10 molar en el RIA para la PRL
16 kDa (105). Para realizar los ensayos de inmunocitoquimica, el suero anti-PRL 16 kDa fue
diluido 1:100 o 1:500 en PBS-triton. Los cortes fueron incubados a 4°C tada 1a noche.

- Anticuerpo anti-PRL 23 kDa,

El anticuerpo dirigido contra PRL 23 kPa de rata fue el S-9 donado por los
Institutos Nacionales de Salud de los Estados ﬁnidos. Este suero, también obtenido en
conejos, fue utilizado a una dilucién de 1:100 en PBS-triton, ¢ incubado con los tejidos bajo
las mismas condiciones descritas para el anti-PRL 16 kDa /...

- Anticuerpos Secundarios : gt

Los anticuerpos secundarios cabra anti-IgG- cie "cénejo acoplados a biotina (Vector),
fluoresceina o rodamina (Miles) se cmple'alion a unai diiucién de 1:200 en PBS-triton por 2
horas a 40C. El anticuerpo biotinilado se demostr6‘»'c§h'avidina y- biotina-peroxidasa de
acuerdo a las direcciones del proveedor (Vector). La actividad de peroxidasa fue revelada
con 0.05% de 3,3-diaminobenzidina y 0.01% de peroxido.de hidrégeno en PBS.
Transcurrido 3-5 minutos, la reaccién fue detenida lavando en tres ocasiones con PBS. Los

cortes de cerebro fueron entonces montados en porta- objetos cubiertos con gelatina.
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Posteriormente, los porta objetos con los cortes de hipofisis y cerebro se secaron a
temperatura ambiente y montaron en permount (Fisher).
- Doble immunocitoguimica.

Con el propésito inicial de evaluar las relaciones entre la PRL 23 kDa y la PRL 16
kDa en la adenohipofisis mediante el uso de técnicas de doble inmunofluorescencia, cinco
animales no tratados.con colchicina se anestesiaron y perfundieron, y sus cerebros se
procesaron como se describio anteriormente. En los ensayos de doble inmunofluorescencia
(Fig.), el primer procedimiento se destino a la deteccion de PRL 23 kDa ,y se visualizdé con
un anticuerpo secundario acoplado a rodamina, El segundo procedimiento de deteccion se
empleo para identificar PRL 16 kDad, y se visualizo con los anticuerpos acoplados a
fluoresceina. Esta técnica requiere de una etapa intermedia de elucién con amortiguador de
glicina-HCI 0.1M, pH 2.5 entre ambos ensayos de deteccion (34). Las condiciones de
incubacidn para los anticuerpos primarios y secundarios fueron las mismas que las descritas
arriba.

- Controles de preabsorcion. .

Para realizar los controles de preabsorci(;ﬁ, el anticuerpo dirigido contra PRL 16
kDa fue preincubado con PRL 16 kDa de rata (1uM) (17), prolactina de rata (10uM,
NIAMD), oxitocina bovina (200uM, SIGMA), arg-vasopresina (200uM, SIGMA), y

neurofisinas I'y If bovinas (20uM, SIGMA), antes de la incubacién con el tejido.

Animales y metodologia utilizados en el andlisis de la posible infli ia del ciclo estral
sobre la expresién de la PRL 16K en el sistema hipotdlamo-neurohipofisario.

Estudios previos han sugerido que la expresion de las proteinas inmunoreactivas a
PRL en el cerebro pudiera estar regulada por los niveles de estrogenos séricos (41, 46, 48,
51). Con el objeto de evaluar esta posibilidad mediante nuestros ensayos de
inmunocitoquimica, ratas virgen fueron cicladas, y sus ciclos estrales monitoreados a través

de frotis' vaginales diarios por dos semanas. Después de este periodo, los animales (4

animales por cada fase del ciclo estral) fueron anestesiados con hidrato de cloral, y



sacrificados por decapitacién durante las fases de proestro, estro y diestro del ciclo estral.
Los cerebros fueron rapidamente disecados, fijados por inmersién en paraformaldehido al
4% en PBS por 24 horas a 4°C, y transferidos 2 una solucién de sacarosa en PBS a 4£c
hasta su uso. El procesamiento subsecuente de estas muestras siguié los lineamientos
descritos con anterioridad. Para el ensayo de inmunocitoquimica en estos cerebros, sin
embargo, se empleo unicamente el suero anti-PRL16 kDa, debido a que este anticuerpo
detecta material inmunoreactivo a PRL en el cerebro de ratas no tratadas con colchicina (ver
resultados), evitando la posibilidad de la alteracion de los niveles séricos de estrdgenos
como resultado de la cirugia esterotixica. Asi mismo, se prefirié el uso de anticuerpos
secundarios acoplados a fluoresceina debido a que la inmunofluorescencia no involucra
etapas de amplificacion de la sefial que pudieran obscurecer las posibles diferencias en la
expresion de la PRL 16 kDa en el cerebro, durante las distintas etapas del ciclo estral. El uso
de la inmunofluorescencia no va en detrimento del ensayo de inmunocitoquimca per se, pues
los anticuerpos secundarios acoplados a flouréforos incrementa la sensibilidad de la técnica
(34),
Observaciones y fotomicrografias.

Las observaciones y fotomicrografias fueron realizadas en un microscopio Carl Zeiss
Standard 7, equipado con el sistema automatico de fotografia MC-63 y epifluorescencia. La

pelicula empleada fue Kodak Plus X-Pan, ASA 125,

Resultados.
Inmuno-reactividad a ln PRL 23 kDa en la hipdfisis de la rata.

El patrén de tincion obtenido con el suero anti-PRL 23 kDa en la hipofisis se
muestra en la figura 7d. Material inmuno-reactivo a la PRL 23 kDa fue observado
unicamente en el 16bulo anterior de Ia glandula hipofisis (Fig 7d), sitio en el cual se localizan
los lactotropos. Por el fontrario, los 16bulos intermedio y posterior de la glandula fueron

negativos para la PRL 23 kDa (Fig 7d).



Inmuno-reactividad a la PRL 16 kDa en la hipdfisis de la rata.

La figura 7a muestra la tincién obtenida en la glandula hipofisis con el suero anti-
PRL 16 kDa, Al igual que con el anti-PRL 23 kDa, el anti-PRL 16 kDa tifi6 el I6bulo
anterior de la glandula hipéfisis. Por otro lado, y en contraste con la falta de tincion para la
PRL 23 kDa en el 16bulo posterior de la hipofisis, el suero anti-PRL16 kDa tiiié
intensamente a la hippfisis posterior, El Iébulo intermedio no mostré inmuno-reactividad
para la PRL 16 kDa. La incubacién de los cortes histologicos con el suero anti-PRL 16 kDa
preabsorbido con 1uM de PRL 16 kDa (Fig 7b), y 10uM de PRL 23 kDa (Fig.7c) bloqueo la
tincién para la PRL 16 kDa observada en los I6bulos anterior y posterior de la glandula
hipofisis. Por el contrario, la preabsorcion del suero anti-PRL 16 kDa con 200 uM de
arginina-vasopresina (7€) y 20uM neurofisina I (7f) no afecta la marca inmunoldgica para la
PRL 16 kDa observada en Ia hipéfisis. Resultados semejantes fueron obtenidos al incubar los
cortes de la hipofisis con el suero anti-PRL 16 kDa preabsorbido con 200uM de oxitocina y
20uM neurofisina II (no se muestra). Estas dos Gltimas observaciones son especialmente
importantes debido a que la arg-vasopresina, la oxitocina, y las neurofisina I y II son
abundantes en el l6bulo posterior de la gl:’mdﬁla hipéfisis (200). En apoyo a que la
inmunotincién para la PRL 16 kDa observada en el 16bulo posterior de la glandula hipofisis
no resulta del entrecruzamiento del suero anti PRL 16 kDa con péptidos neurohipofisarios,
en el laboratorio se ha demostrado que, en el RIA para la PRL 16 kDa, una concentracion
de 1000 nanomolar de arginina-vasopresina, oxitocina, neurofisinas I y II, B-endorfina,
metionina-encefalina, y adrenocorticotropina 1-37 (ACTH), no desplazan la unién de la
1251-PRL 16 kDa con el suero anti-PRL 16 kDa (Fig 8) (30).

Doble i itoquimica en la adenohipdfisi.

1 o)

Ensayos de doble inmunofluorescencia se realizaron para tratar de dilucidar las
relaciones citologicas entre la PRL 23 kDa y la PRL 16 kDa en la adenohipofisis. Los
resultados, aun preliminares, mostraron la colocalizacién de la marca inmunolégica para

ambas variantes en los lactotropos adenohipofisarios. (Fig.9a y b).






FIGURA 7
Inmuno-reactividad para las PRLs 23 kDa y 16 kDa en la hipéfisis de la rata

Fotomicrografias que muestran cortes tangenciales de la glandula hipofisis inmunotefiidas
para a) PRL 16 kDa y d) PRL 23 kDa. Notese la intensa inmunoreactividad para ambas
prolactinas en el l6bulo anterior, y la ausencia de marca para ambas variantes en el 16bulo
intermedio de la glandula. El 16bulo posterior tnicamente muestra inmunoreactividad para
PRL 16 kDa. . ..

Los controles de preabsorcién del anticuerpo anti-PRL 16 kDa con PRL 16 kDa, (b)
prolactina 23 kDa (c) (Tomado de la ref. 30), arginina-vasopresina, y f) neurofisina I
también se muestran. La marca inmunologica para PRL 16 kDa en la hipofisis se bloquea
totalmente mediante la preabsorcién con PRL 16 kDa, y PRL 23 kDa, mas no con arginina-
vasopresina y neurofisina I.
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FIGURA 8
Radioinmunoensayo para Ia PRL 16 kDa

Especificidad del anticuerpo anti-PRL 16 kDa en e! radioinmunoensayo. El desplazamiento
de "’I-PRL 16 kDa se realizé con concentraciones crecientes de PRL 16 kDa (Q) y de PRL
23 kDa (®). El anticuerpo anti-PRL 16 kDa posee 100-200 veces mayor afinidad por la
PRL 16 kDa que por PRL 23 kDa. E! uso de una concentracion de 1000 nanomolar (M) de
hormona de crecimiento, arginina-vasopresina, oxitocina, neurofisinas I y II, B Ii}aotropina,
B endorfina, metionina-encefalina y ACTH 1-39 no desplazan la unién de la ’LPRL 16
kDa al anticuerpo. (Tomada de Ia ref. 30)



FIGURA 9
Doble inmunaecitoquimica en Ia adenohipéfisis
Fotomicrografias que ilustran la tincién celular observada para a) PRL 23 kDa y b) PRL 16

kDa en la adenohipofisis. Las secciones de tejido fu
inmunofluorescencia. Los lactotropos adenchipofisa
marca inmunoldgica para ambas variantes, (%)

eron tefiidas con técnicas de doble
rios muestran co-localizacion de la



Cerebro,
Intnuno-reactividad tipo PRL 23 kDa en el cerebro de la rata.

Material inmuno-reactivo tipo PRL 23 kDa fue observado exclusivamente en el
hipotalamo, y Unicamente en los animales tratados con colchicina intraventricular. No se
detecté material inmuno-reactivo para la PRL 23 kDa en otros nicleos hipotalamicos, en
areas extrahipotalamicps, ni en los érganos circumventriculares. Una tincién discreta para la
PRL 23 kDa fue observada en algunas neuronas del nticleo arqueado (Fig 10f), y en las
neuronas magnocelulares de la subdivision anterior del nicleo supradptico (Fig. 10d). Asi
mismo, en el presente estudio no fue posible detectar fibras nerviosas con inmuno-
reactividad tipo PRL 23 kDa en 4reas hipotaldmicas o extrahipotaldmicas en los animales no
tratados con colchicina.

Inmuno-reactividad tipo Prolactina 16 kDa en el cerebro de la rata.

Material inmuno-reactivo tipo PRL 16 kDa fue detectado exclusivamente en el
hipotalamo, en animales tratados o no con colchicina intraventricular. Las neuronas
magnocelulares localizadas en las subdivisiones lateral y posterior del nicleo paraventricular
(Fig. 10a), y en el niicleo supradptico (Fig. 10c), x;ostraron intensa inmuno-reactividad para
PRL 16 kDa. Ningiin otro nicleo hipotaldmico, incluido el niicleo arqueado (10b), que fue
positivo para la PRL 23 kDa, mostré inmuno-reactividad tipo PRL 16 kDa, no obstante el
tratamiento con colchicina.

Fibras nerviosas con inmuno-reactividad tipo PRL 16 kDa fueron identificadas
corriendo entre los nicleos paraventricular y supraéptico (Fig. 11), en la regitn
retroquiasmatica lateral (Fig. 11), en la lamina interna de la eminencia media (Figs. 10e y
11), y en el infundibulo hipofisario de animales no tratados con colchicina (Fig. 11). La
distribucion de las fibras positivas para la PRL 16 kDa, corresponde a la distribucién de las
fibras que constituyen el sistema hipotalamo-neurohipofisis (3, 200). En apoyo a esta

observacién, es importante recordar que la neurohipofisis, el sitio de proyeccién de las
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FIGURA 10
Inmuno-reactividad tipo PRLs 23 kDa y 16 kDa en el cerebro de Ia rata,

Fotomicrografias que muestran la inmunotincién para PRL 16 kDa (a,c,e) y PRL 23 kDa
(b,d,f) en los nicleos paraventricular, supradptico y arqueado hipotalamicos, y en la
eminencia media. Las neuronas magnocelulares en los nicleos paraventricular (a) y
supradptico (c) muestraron intensa inmuno-reactividad para la PRL 16 kDa. Por otro lado,
el nucleo paraventricular fue negativo para la PRL 23 kDa (b), mientras que el niicleo
supra6ptico mostrd una tincion débil, pero consistente para la PRL 23 kDa (d). El niicleo
arqueado fue negativo para Iz PRL 16 kDa, mientras la limina interna de la eminencia media
fue positiva para PRL 16 kDa (c). En contraste, el nicleo arqueado mostrd
inmunorreactividad tipo PRL 23 kDa, mientras que la eminencia media fue negativa para
esta variante.






FIGURA 11

ay c) Representacion esquematica de la distribucion de las fibras inmunorreactivas a PRL 16
kDa en el cerebro de rata. pv. niicleo paraventricular, ca. comisura anterior, so. nicleo
supradptico, qo. quiasma Optico, tmca. tracto medial del cerebro anterior, nh. neurohipofisis,
3v, tercer ventriculo, em. eminencia media, if. infundibulo hipofisario.

b) Fotomicrografia que muestra fibras inmunorreactivas tipo PRL 16 kDa localizadas en el
borde externo de la comisura anterior (flechas).



neuronas magnocelulares, fite intensa y especificamente tefiida por el suero anti-PRL 16
kDa.
Efectos del ciclo estral sobre la inmuno-reactividad tipo PRL 16 kDa en el cerebro.

Los posibles efectos del ciclo estral sobre la inmuno-reactividad de la PRL 16 kDa
fueron monitoreados en los niicleos paraventricular y supradptico, asi como en la eminencia
media de animales no tratados con colchicina. El niimero aparente de células positivas para
la PRL 16 kDa vari6, de manera consistente, en el niicleo paraventricular a lo largo del ciclo
estral (Fig 12). La inmunotincién para PRL 16 kDa en este niicleo fue alta durante las fases
de proestro y estro (Fig. 12 a,b) y decay6é de manera evidente hacia el diestro (Fig, 12c).
Estas diferencias no fueron aparentes en la eminencia media ni en el niicleo supraéptico (no
se muestra).

Discusion

La PRL es una hormona protéica cuya estructura presenta distintas formas entre las
que destacan variantes poliméricas, monoméricas, y variantes proteoliticamente procesadas
(31, 135, 184). Aunque el significado biologico de estas variantes atin no se conoce con
precision, se ha propuesto que las modiﬁcaciont;s postraduccionales que sufre la variante
predominante de la PRL, conocida como PRL 23 kDa, podrian contribuir a explicar la gran
diversidad de funciones que tiene la PRL en base a su diversidad estructural (184). En apoyo
a esto, se ha documentado que algunas variantes enzimaticamente procesadas poseen no
solamente acciones tipo PRL 23 kDa, sino que ejercen acciones completamente
independientes. La PRL cortada, por ejemplo, promueve la proliferacion de los
gonadotropos y tirotropos adenohipofisarios en cultivo, efecto que no es observado con la
PRL 23 kDa (5).

Estudios recientes también han demostrado que el fragmento amino terminal
derivado del procesamiento proteolitico de Ja PRL 23 kDa y denominado PRL 16 kDa,
posee efectos mitogénicos y lactogénicos semejantes a los de la PRL 23 kDa (25). La PRL

16 kDa, sin embargo, también posee acciones independientes a los de la PRL 23 kDa. La



FIGURA 12
presién del antigeno tipo PRL 16 kDa en el hipotilamo,
fectos del ciclo estral sobre la inmunotincién fluorescente
araventricular (a-c), La tincidn para la PRL 16 kDa es
intensa durante las fases de proestro (PE) (a) y estro (E) (b), y disminuye hacia el diestro

(DE) (c).

Efectos del ciclo estral sobre le ex
Fotomicrografias que ilustran los e
parala PRL 16 kDa en el niicleo p



PRL 16 kDa, mas no la PRL 23 kDa, inhibe el proceso de angiogénesis. La adicién de la
PRL 16 kDa al medio de cultivo inhibe la proliferacion y asociacion de las células
endoteliales in vifro (29, 68). Asi mismo, la PRL 16 kDa aplicada directamente a la
membrana corioalantoidea de pollo interrumpe €l proceso in vivo de formacion vascular
(68). Mas aun, el efecto de la PRL 16 kDa sobre Iz angiogénesis parece ser mediado por
receptores especificos, y de alta afinidad, localizados en la membrana de las células
endoteliales (27).

Ademés de la angiogénesis, otros procesos parecen ser afectados por la PRL 16K,

Estudios preliminares han demostrado que la PRL 16 kDa promueve la natriuresis después

de ser administrada sistémi e. Este efecto es opuesto al reportado para la PRL 23 kDa

sobre la excreci6n renal de sodio (e.g. 31), y podria también ser mediado por receptores
especificos para la PRL 16 kDa que se han reportado presentes en la membrana de las
células del epitelio renal (26). Las observaciones descritas han conducido a la idea de que la
PRL 16 kDa pudiese ser un nuevo factor involucrado en la regulacion de la angiogénesis, la
natriuresis, y quizas de otras funciones.

No obstante la eviaenciu farmacolbgica qu'é' apoya que la PRL 16 kDa pudiera ser un
nuevo factor regulatorio, poco se sabe aiin acerca de su presencia, produccion y regulacién
enddgena. Uno de los problemas asociados al estudio de la produccion enddgena de la PRL
16 kDa es la baja inmuno-reactividad que este péptido posee frente a los anticuerpos
dirigidos éontra la PRL 23 kDa (197). Esto se ha traducido en la subestimacién de los
niveles de la PRL 16 kDa endégena (197). Asi, en los Gltimos afios el laboratorio se ha dado
a la tarea de caracterizar la posible presencia de la PRL 16 kDa en el suero de roedores.
Para ello, se generaron sueros hiperinmunes dirigidos contra la PRL 16 kDa, inmunizando
conejos con la PRL 16 kDa derivada del procesamiento enzimitico de la PRL 23 kDa con
extractos de la glandula mamaria (28). Los anticuerpos asi obtenidos mostraron una afinidad
200 veces mayor por la PRL 16 kDa que por la PRL 23 kDa en el RIA para la PRL 16 kDa,

y no presentaron entrecruzamiento con otras hormonas adenchipofisarias (197).



Recientemente, estos sueros fueron utilizados para la identificacién consistente de dos
antigenos inmuno-reactivos a PRL 16 kDa en el suero de ratones y ratas, asi como en
homogenados de la hipéfisis de la rata (197). Dichos antigenos poseen una masa molecular
aproximada de 14 kDay 16 kDa.

En el presente trabajo hicimos uso de los anticuerpos dirigidos contra la PRL 16 kDa
para elaborar ensayos de inmunocitoquimica que nos permitieran localizar posibles fuentes
de produccién de la PRL 16 kDa en la hipofisis y en el cerebro. Nuestros resultados
demostraron la presencia de material inmuno-reactivo tipo PRL 16 kDa en los lactotropos
adenohipofisarios. Asimismo, se identifico material inmuno-reactivo a Ia PRL 16 kDa en las
neuronas magnocelulares de los nticleos paraventricular y supradptico hipotalamicos, y en la
neurohipofisis, el sitio de proyeccién de estas neuronas.

La inmunodeteccion de material positivo a la PRL 16 kDa en la hipdfisis y en el
cerebro mediante ensayos de inmunocitoquimica, sin embargo, no permite definir con
certeza la identidad de dicho material debido a la posibilidad de que el anticuerpo anti-PRL
16 kDa, no obstante su alta afinidad por la PRL 16 kDa, pudiera entrecruzar con la PRL 23
kDa (ver adelante), con z.llguna otra variante de 'l"RL, 6 cualquier otro antigeno (ver por
ejemplo referencias 82 y 196) que pudiesen estar presentes en cantidades altas en los tejidos
evaluados. Es por esto que el presente estudio fue subsecuentemente validado por trabajo
que ha permitido definir con mayor precisién la identidad del material inmuno-reactivo tipo
PRL 16 kba en la hipofisis y cerebro de rata, y caracterizar algunas de sus propiedades
estructurales y funcionales. Por tanto, los resultados de inmuncitoquimica del presente
trabajo y aquellos obtenidos como el producto del trabajo subsecuente del laboratorio seran
discutidos en conjunto, en las secciones correspondientes.

Inmuno-reactividad tipo PRLs 23 kDa y 16 kDa en la hipdfisis de la rata.

Diferentes patrones de inmunotincién fueron observados al emplear los anticuerpos

dirigidos contra la PRL 23 kDa y contra la PRL 16 kDa en la glindula hipéfisis. El

anticuerpo dirigido contra la PRL 23 kDa marcé exclusivamente la adenohipofisis, La



tincién positiva para PRL en la adenohipofisis concuerda con estudios miultiples en la
literatura que demuestran la presencia de células productoras de PRL 23 kDa 6 lactotropos
adenchipofisarios (102). Asfmismo, el hecho de que no se haya observado
inmunoreactividad para la PRL 23 kDa en los l6bulos intermedio y posterior de la hipofisis,
esta de acuerdo con el consenso general que indica que la PRL 23 kDa no es producida, ni
almacenada por las células del 16bulo intermedio, o por las células o terminales nerviosas
localizadas en el l6bulo posterior de la hipdfisis (e.g. 102).

El suero dirigido contra la PRL 16 kDa, por otro lado, marcé tanto el l6bulo anterior
como €l 16bulo posterior de la glandula hipéfisis. Si bien la inmunotincién para la PRL 16
kDa observada en el Iébulo anterior de la hipdfisis esta en consonancia con la posibilidad de

que la adenohipofisis produce a esta variante, estos resultados deben ser tomados con

precaucion. Medi inmuno-anélisis Western, en el laboratorio se observdé que la
concentracién aparente de la PRL 23 kDa en la adenohipofisis es aproximadamente 100
veces mayor que la detectada de PRL 16 kDa. En el RIA para la PRL 16 kDa, se ha
observado que la PRL 23 kDa en altas concentraciones (100-200 veces mayores a los de la
PRL 16 kDa) es capaz de desplazar la de la PRL'16 kDa con su anticuerpo (198), Asi, es
posible que la tincién para PRL 16 kDa observada en la adenohipéfisis pudiera deberse en
parte al entrecruzamiento del anticuerpo anti-PRL 16 kDa con la PRL 23 kDa presente en
altas concentraciones en este tejido.

Lc;s ensayos de doble inmunocitoquimica mostraron la colocalizacién de las marcas
inmunolégicas para la PRL 23 kDa y la PRL 16 kDa en los mismos lactotropos en la
adenohipéfisis. En funcién de las consideraciones anteriores, es posible que la tincion
positiva al suero anti-PRL 16 kDa se deba al entrecruzamiento de dicho suero con la PRL
23 kDa presente en exceso en la adenohipéfisis. Cabe recordar, no obstante, que la PRL 16
kDa deriva del procesamiento enzimitico de la PRL 23 kDa, por 1o que la colocalizacion de
ambas variantes es de esperarse. En base a lo discutido anteriormente, los resultados que

muestran colocalizacion inmunocitoquimica de fas PRLs 23 kDa y 16 kDa en los lactotropos



no son concluyentes. Estudios ultraestructurales podrian definir en un futuro la relacién
citolégica que guardan la PRL 23 kDa y la PRL 16 kDa en la adenohipéfisis.

El suero anti-PRL 16 kDa también detecté material inmuno-reactivo a la PRL 16
kDa en el 16bulo posterior de la hipofisis. El hecho de que tanto el suero anti-PRL 23 kDa
como el suero anti-PRL 16 kDa marquen la adenohipéfisis, e incluso los mismos
lactotropos, pero que solo el suero anti-PRL 16 kDa tifia a neurchipbfisis, sugiere que los
antigenos detectados por este tltimo suero en la adeno- y en la neurohip6fisis son diferentes.
Sin embargo, el hecho de que la preabsorcion del suero anti-PRL 16 kDa con la PRL 23
kDay la PRL 16 kDa eliminen la inmunotincion para esta 0ltima en la neurohipéfisis, sugiere
la naturaleza tipo PRL del antigeno detectado en el 16bulo posterior de la glandula hipofisis
por el suero anti-PRL 16 kDa,

Mas atin, debido a que la preabsorcion del suero anti-PRL 16 kDa con péptidos que
se encuentran en altas concentraciones en la neurohipéfisis como la arg-vasopresina, la
oxitocina o las neurofisinas I y II, , no elimina la inmunotincién, es posible concluir que Ia
marca para la PRL 16 kDa en la neurohip6fisis no se debe al entrecruzamiento del
anticuerpo anti-PRL 16 kDa con péptidos conocicﬁ)s que se producen localmente. En apoyo
a esta conclusion, en el laboratorio se demostrd que péptidos neurohipofisarios, a saber
arginina-vasopresina, oxitocina, neurofisinas I y II, B-endorfina, metionina-encefalina, B-
lipotropina y adrenocorticotropina 1-37 no compiten por la unién entre la PRL 16 kDa y su
suero en e;l RIA de la PRL 16 kDa (Fig. 8) (30).

En estudios previos, Pfaff'y colaboradores sugirieron que fragmentos derivados de la
pro-opiomelanocortina (POMC) pudieran ser responsables de la inmuno-reactividad para la
PRL 23 kDa observada en el cerebro de la rata (82, ver también 196). Esta idea se basé en
1a observacion hecha por estos autores de que el suero anti-PRL 23 kDa empleado en sus
estudios teifia la hipofisis intermedia, y que la tincion para la PRL 23 kDa en la hipéfisis
intermedia y en el cerebro desaparecia al preabsorber el anticuerpo con el fragmento amino-

terminal de 16 kDa derivado de la ACTH. Los sueros anti-PRL 23 kDa y anti-PRL 16 kDa

30



empleados en este estudio, sin embargo, no tificron la hipdfisis intermedia, region
enriquecida en péptidos derivados de POMC, Esta observacién sugiere que la tincién
observada tanto en la glandula hipéfisis como en el cerebro (ver adelante) con ambos
anticuerpos, no es el resultado del entrecruzamiento con péptidos derivados de POMC (ver
también 51,89). En apoyo a esta conclusién, debe recordarse que al menos el suero anti-
PRL 16 kDa no mostré reactividad cruzada con la B-endorfina, met-encefalina, ACTH, o B-
lipotropina en el radioinmunoensayo para PRL 16 kDa (Fig. 8) (30).

Ahora bien, en apoyo a la presencia de antigenos tipo PRL 16 kDa en la
neurohipofisis de rata, estudios recientes del Iaboratorio han identificado, mediante inmuno-
analisis Western, tres proteinas reactivas al suero anti-PRL 16 kDa en extractos de la
neurohipéfisis (Fig. 13) (30). Estas proteinas poseen una masa molecular aproximada de 14,
23 y 25 kDa (Fig. 13), siendo la proteina de 14 kDa la mas abundante de ellas. Es
importante destacar el hecho de que las proteinas de 23 kDa y 25 kDa poseen una masa
molecular que corresponde a las masas moleculares descritas para las variantes PRL 23 kDa
y PRL cortada de origen hipofisario. A este respecto, un dato que apoya que la proteina de
25 kDa pudiera ser PRL cortada es la demostracign de que la banda correspondiente a esta
proteina desaparece de los geles, una vez que las muestras ha sido corridas en presencia de
mercaptoetanol, un agente reductor de enlaces disulfuro. (Fig 13) (30).

Finalmente, también en experimentos recientes llevados a cabo en el laboratorio, se
ha demostrado que medios de cultivo condicionados con explantes de neurchipéfisis
contienen la proteina de 14 kDa con inmuno-reactividad tipo PRL 16 kDa en
concentraciones aparentemente altas (30). Este medio de cultivo enriquecido en la proteina
14 kDa, posee efectos antiangiogénicos semejantes a los de la PRL 16 kDa sobre células
endoteliales derivadas de capilares cerebrales. Asi, se mostré que al igual que la PRL 16
kDa, los medios enriquecidos con la proteina de 14 kDa inhiben’ el efecto mitogénico del
factor de crecimiento fibroblastico sobre las células endoteliales en cultivo, y que sus efectos

antiangiogénicos son bloqueados por el suero anti-PRL 16 kDa (Fig. 14) (30).
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FIGURA 13
Inmuno-andlisis Western de los medios condicionades con ncurchipéfisis cultivadas

Inmunotyansferencias de extractos de neurohipéfisis (NH) y medio condicionado (MC) por
neurohipofisis cultivadas (1hr. en Krebs -Ringer a 37°C) tefiidas con el anticuerpo anti PRL
16K (1:500). Las proteinas se separaron en geles de SDS/poliacrilamida bajo condiciones no
reductoras (NR) y reductoras (R). Los estandares de PRL 16K-y PRL 23K asi como los
marcadores de peso molecular se indican en las columnas izquierda y derecha,
respectivamente. (Tomado de la ref. 30)



En conclusién, los resultados de inmunocitoquimica descritos sugieren la presencia
de un antigeno tipo PRL 16 kDa en Iz neurohipofisis de la rata. La subsecuente
caracterizacion de este antigeno apoya que se trata de una protefna con una masa molecular
de aproximadamente 14 kDa, con propiedades inmunoquimicas y biol6gicas semejantes a las
de la PRL 16 kDa.

Inmuno-reactividad tipo PRLs 23 kDa y 16 kDa en el cerebro de la rata.

En el presente estudio, material inmunorreactivo para la PRL 23 kDa fue observado

en el niicleo arqueado y en las neuronas magnocelulares del nicleo supradptico en el

hipotélamo, tnicamente después del tratamiento de los animales con colchicina intra

cerebro-ventricular. No se observaron neuronas positivas para la PRL 23 kDa en otros
nicleos hipotalamicos, ni en areas extrahipotaldmicas. Asi mismo, no fue posible detectar
fibras nerviosas con inmuno-reactividad para la PRL 23 kDa en ninguno de los cerebros de
los distintos grupos de animales estudiados. Si bien estas observaciones coinciden con
estudios previos en los que se identificaron neuronas positivas para la PRL 23 kDa en el
nitcleo arqueado de los animales tratados o no con colchicina, y en el niicleo supradptico de
animales tratados con c(;lchicina (183, 195), nuiestros resultados contrastan con trabajos
previos que mostraron que otros grupos neuronales del hipotdlamo anterior, ademés de los
descritos arriba, poseen inmuno-reactividad para la PRL 23 kDa (81, 82, 84, 144, 159, 181,
183, 195, 196). De igual forma, la falta de deteccion de fibras inmunopositivas para la PRL
23 kDa eﬁ nuestro estudio, contrasta con la amplia distribucién de las fibras positivas para la
PRL 23 kDa reportada previamente en el sistema nervioso central de la rata (81, 82, 84,
144, 159, 181, 183, 195, 196).

Las discrepancias entre el presente estudio y los trabajos previos en relacién a la
identidad y distribucién de neuronas y fibras positivas para la PRL 23 kDa en el cerebro de
la rata, sin embargo, no son excepcionales. De hecho, las discrepancias entre los trabajos
publicados han sido sefialadas anteriormente por otros autores, y atribuidas tanto a

diferencias en la especificidad que por la PRL 23 kDa poseen los distintos sueros anti-PRL
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Efectos del medio condicionado con neurohipéfisis sobre Ia proliferacion endotelial
Incorporacién de *H timidina en células endoteliales en cultivo bajo las siguientes
condiciones: a) En presencia de FGF (50pM) solo o en combinacién con PRL 23 kDa
(12.5nM), con PRL 16 kDa (12.5nM), o con PRL 16 kDa y el anticuerpo anti-PRL 16 kDa
(1:1000). b) En presencia de FGF solo o en combinacién con medio no condicionado (NC),
condicionado (C) (1:75), o con medio condicionado y el anticuerpo anti PRL 16 kDa. El
medio condicionado contiene la proteina de 14 kDa inmunoreactiva a PRL 16 kDa a una
concentracion final de 12.5nM. *p<0.05. (Tomada de la ref. 30)



23 kDa empleados para su identificacion inmunocitoquimica, como al uso de distintas
técnicas para el procesamiento de las muestras de tejido destinadas a la inmunotincién. En
este sentido, nuestras observaciones sugieren que las discrepancias entre los estudios
pudieran resultar no solamente de diferencias en la especificidad de los sueros anti-PRL 23
kDa por distintos epitopes de la PRL 23 kDa (81, 84, 199), sino también por las diferencias
en la habilidad de estos sueros para detectar otras variantes de la PRL. En apoyo a esta idea
“esta el hecho de que los sueros anti-PRL 23 kDa y anti-PRL 16 kDa empleados en
condiciones experimentales semejantes fueron capaces de identificar grupos celulares
diferentes en el cerebro.

La neuronas magnocelulares de los nicleos supradptico y paraventricular
hipotaldmicos fiieron intensamente inmuno-reactivas al suero anti-PRL 16 kDa, en ratas
tratadas o no con colchicina. No se identificaron neuronas positivas para la PRL 16 kDa en
otros niicleos hipotaldmicos, incluyendo al niicleo arqueado el cual fite positivo para la PRL
23 kDa, ni en éreas extrahipotaldmicas. La presencia de antigenos tipo PRL en los niicleos
magnocelulares hipotalamicos es controversial. Mientras algunos autores han reportado
escasas neuronas inmuno-reactivas para la PRL 23 kDa en los nticleos paraventricular y
supradptico de animales tratados con colchicina (183, 195), la mayor parte de los trabajos
previos no han documentado Ia presencia de material inmuno-reactivo para la PRL en ambos
nicleos magnocelulares. En el presente estudio, solamente las neuronas magnocelulares del
nacleo supradptico de animales tratados con colchicina fueron tefiidas discretamente por el
suero anti-PRL 23 kDa, mientras que las neuronas magnocelulares de los niicleos
supradptico y paraventricular fueron intensamente inmuno-reactivas para la PRL 16 kDa, de
manera irrestricta al tratamiento con colchicina, Nuestros resultados sugieren, por tanto, que
las neuronas magnocelulares de los nicleos paraventricular y supradptico hipotalamicos
poseen un antigeno con inmuno-reactividad tipo PRL 16 kDa.

El significado de la doble tincion del niicleo supradptico para ambas variantes no es

claro. Si bien pudiera considerarse que esta observacién sugiere que ambas variantes co-
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existen en las neuronas magnocelulares de este niicleo, también es posible que el material
inmuno-reactivo & la PRL 23 kDa y la PRL 16 kDa estuviera presente en diferentes
subpoblaciones de células magnocelulares localizadas en el nicleo supradptico. Ensayos de
doble inmunocitoquimica son necesarios para resolver este punto. Por otro lado, es poco
probable que en el nicleo supradptico ambos anticuerpos estén reconociendo el mismo
antigeno (aunque esto,no descarta la posibilidad de su co-localizacién). Esta conclusién se
basa en 1) los resultados obtenidos en la glandula hipofisis en donde ambos anticuerpos
tifieron la adenohipéfisis (potencialmente el mismo antigeno), pero solamente el anti-PRL 16
kDa marca la neurohipdfisis, y 2) en el hecho de que en ausencia del tratamiento con
colchicina intraventricular, el anti-PRL 23 kDa, pero no el anti-PRL 16 kDa, pierde su
habilidad para reconocer material inmuno-reactivo a la PRL en el nicleo supradptico.
Finalmente, nuestras observaciones también apoyan que la falta de deteccién consistente de
material inmuno-reactivo a la PRL en las neuronas magnocelulares hipotaldmicas pudicra
deberse a la inhabilidad de los sueros anti-PRL 23 kDa para reconocer otras variantes de la
PRL.

En resimen, la presencia de material in;;luno-reactivo a la PRL 16 kDa en las
neuronas magnocelulares de los nicleos paraventricular y supradptico, la presencia de
material inmuno-reactivo a la PRL 16 kDa en Ia neurohipdfisis, la caraterizacién de este
material como predominantemente asociado a una proteina de 14 kDa con propiedades
inmunoqu';micas y fisiologicas tipo PRL 16 kDa, y el hecho de que las neuronas
magnocelulares de los nicleos paraventricular y supradptico proyecten a la neurohip6fisis
(3, 7, 161, 193, 200), sugieren que el sistema hipotdlamo-neurohipofisario produce
fragmentos de PRL con propiedades antiangiogénicas. En apoyo a esta conclusién, fibras
nerviosas positivas para la PRL 16 kDa se localizaron corriendo entre los ntcleos
hipotalamicos, el supradptico y el paraventricular, en el tracto medial del cerebro anterior, en
la region retroquiasmética lateral, en la lamina interna de la eminencia media, y en el tallo

hipofisario. La distribucién de las fibras positivas a la PRL 16 kDa corresponde a la



distribucion reportada para las fibras vasopresinérgicas y oxitocinérgicas que constituyen el
sistema hipotélamo-neurohipofisario (3, 7, 161, 193, 200).

En apoyo a la posibilidad de que material inmuno-reactivo a la PRL 16 kDa sea
producido localmente en el sistema hipotdlamo-neurohipofisario, estudios recientes
conducidos en el laboratorio identificaron el ARN mensajero que codifica para la PRL en
preparaciones de ARN total del niicleo paraventricular, después de la amplificacién de la
fraccién del ARN mensajero por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (Fig 15)
(30). El hecho de que no se hayan podido detectar transcritos alternativos después de la
hibridizacién del ARN total con sondas dirigidas contra distintas secuencias del gen de la
PRL, sugiere que el ARN mensajero para la PRL es producido en su totalidad, y por tanto.
es posible que la proteina de 14 kDa con inmuno-reactividad tipo PRL 16 kDa sea el
resultado del procesamiento enzimético de la PRL 23 kDa en las neuronas magnocelulares,
En apoyo a esta idea esta la presencia de una proteina de 25 kDa en los homogenados de la
neurohipéfisis y del niicleo paraventricular que desaparece de los geles cuando las muestras
son corridas en presencia de agentes reductores d? enlaces disulfuro, lo que sugiere que esta
proteina es PRL cortada, el precursor inmediato dé los fragmentos de la PRL (31, 169, 184),
También se ha detectado la actividad de las enzimas de corte de la PRL 23 kDa en
homogenados del nicleo paraventricular y de la neurchipdfisis, siendo en esta tltima donde
la actividad de estas enzimas es mayor (Fig. 16) (30).

En conjunto, los resultados de inmunocitoquimica y bioquimicos discutidos sugieren
que: 1) el sistema hipotilamo-neurohipofisario posee la capacidad de producir proteinas tipo
PRL, y 2) que la PRL cerebral es estructuralmente heterogénea e incluye una proteina de 14
kDa con propiedades inmunoquimicas y antiangiogénicas semejantes a las de la PRL 16
kDa, las cual asimismo parece derivar del procesamiento postraduccional de la PRL 23 kDa.
Ahora bien, el significado funcional de localizar un factor antiahgiogénico en el sistema
hipotélamo-neurohipofisario es poco claro. Cabe sefialar, sin embargo, que las neuronas

magnocelulares producen los factores de crecimiento fibroblastico y vascular (67,87) y que
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FIGURA 1S
Identificacién del ARN jero para la PRL en homogenados del niicleo
paraventricular

Anélisis Southern de las preparaciones de ARN total obtenidas de homogenados de hipofisis
anterior (HA), corteza cerebral (CC), y nicleo paraventricular (NPV) amplificadas por la
técnica de PCR, e hibridizadas con diferentes oligonucle6tidos para el gen de la PRL. La
muestras en los carriles 1 y 6 fueron hibridizadas con oligonuclebtidos de 388 pares de
bases, los carriles 2 y 7 con oligonuceétidos de 586 pares de bases, los carriles 3 y 8 con

oligonucledtidos de 220 pares de bases, y los carriles 4 y 9 con oligonucleétidos de 418
pares de bases (Tomado de la ref. 30).
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FIGURA 16

Actividad de corte para la PRL 23 kDa en el micleo paraventriculary enla
neurohindfisis
Inmunotranferencias teflidas con el anticuerpo anti-PRL16 kDa que muestran la protetlisis
de PRL 23 kDa (2ug) después de la incubacién con membranas (3ug de proteina) de niicleo
paraventricular (NPV) y neurohipdfisis (NH). El control, ilustrado en la columna de la
derecha, corresponde al estandard de PRL 23 kDa incubado sin tejido (T). (Tomado de la
ref. 30).



el lecho vascular que las rodea sufre modificaciones importantes durante periodos de intensa

actividad (Gutiérrez-Ospina et al, en preparacion).

Efectos de los estrog sobre la i eactividad tipo PRL 16 kDa en el hipotilamo
de la rata.

Estudios previos han demostrado que la concentracién de proteinas inmuno-reactivas
tipo PRL en el hipotalamo de ratas hembra es mayor que en el de las ratas macho (41, 46,
48, 51). También ha sido documentado que la ovariectomia en ratas, conduce a una
reduccién de la concentracion de las proteinas con inmuno-reactividad tipo PRL en el
hipotilamo (46, 48, 51). Este efecto es revertido cuando los animales son tratados con
estrégenos. Los resultados descritos han conducido a la idea de que la produccién de la PRL
en el hipotdlamo, al menos en ratas hembra, pudiera ser regulada por los niveles de
estrogenos séricos.

Con el objetivo de evaluar esta hipétesis, ratas hembra fueron sacrificadas en
distintas fases del ciclo estral, y sus cerebros procesados por la técnica de
inmunofluorescencia para la deteccion de la PRL 16 kDa, En concordancia con los
_ resultados previamente descritos, y obtenidos a t‘;avés de la técnica de inmunoperoxidasa,
solamente las neuronas magnocelulares y las fibras asociadas al sistema hipotélamo-
neurchipofisario mostraron inmuno-reactividad para la PRL 16 kDa en los cerebros
procesados en distintas fases del ciclo estral. Por otro lado, se observd una variacién
aparente .en el nimero de neuronas positivas para la PRL 16 kDa en el nicleo
paraventricular a lo largo del ciclo estral. Un mayor nimero de células inmuno-reactivas
para la PRL 16 kDa fueron observadas en este nicleo durante las fases de proestro y estro,
mientras que lo opuesto fue observado en el diestro. Estas diferencias fueron también
evidentes en la eminencia media, regién que concentra la fibras el sistema hipotalamo-
neurohipofisario en su paso hacia la neurchipofisis, y ausentes én el niicleo supradptico.

Nuestras observaciones, aunque aiin preliminares, apoyan la idea de que los niveles séricos



de estrogenos pudicran regular la produccién de la proteina tipo PRL 16 kDa en el
hipotalamo de las ratas hembra.

El mecanismo por el que los estrogenos pudieran ejercer sus efectos sobre Ia
produccién de Ia proteina tipo PRL16 kDa en el niicleo paraventricular, sin embargo, aiin es
incierto. No obstante ello, estudios autoradiogréficos previos han demostrado la presencia
de receptores para estrdgenos en las neuronas magnocelulares de los niicleos paraventricular
y supradptico (163, 167, 177, 181). Es interesante el hecho de que el nucleo paraventricular,
y no el nicleo supradptico, parece ser especialmente rico en receptores para estrogenos
(167, 177). Esta diferencia en la densidad de los receptores para estrégenos pudiera explicar
el porqué los efectos del ciclo estral sobre la produccién de la proteina tipo PRL 16 kDa son
mas notorios en el niicleo paraventricular que en el micleo supraéptico a lo largo del ciclo
estral, Asi mismo, en apoyo a que los estrogenos pudieran tener un efecto sobre las neuronas
magnocelulares hipotalimicas, recientemente se han demostrado variaciones en la actividad
y morfologia de estas células durante las distintas fases del ciclo estral (137, 138), y cambios
en su morfologia como c_onsecuencia de la ovariectomia en la rata (35). También ha sido
documgntado que los niveles séricos de estrégengs modifican la liberacion de oxcitocina y
vasopresina, hormonas ambas producidas pﬁr las neuronas magnocelulares hipotaldmicas
167).

La respuesta diferencial de la neuronas magnocelulares en los niicleos paraventricular
y supraéético a los estrégenos, por otro lado, no parece ser un fenémeno aislado.

Respuestas heterogéneas de las neuronas magnocelulares localizadas en estos niicleos han

sido descritas de pués de la estimulacién osmética (136). Estudios previos han demostrado
que la expresion del ARN mensajero para la vasopresina (22, 122, 180), ast como la
acumulacion de citidina (73) y tirosina (134) tritiadas después de la ingesti6n de soluciones
hiperténicas de cloruro de sodio, es mayor en el nicleo supradptico que en el nicleo
paraventricular de la rata, Asi mismo, la estimulacién osmotica eleva los niveles de expresién

del factor de crecimiento insulina tipo I en el nicleo supraéptico, pero no en el nicleo
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paraventricular (1). Las respuestas difercenciales de ambos nicleos hipotalémicos a distintos
estimulos pudieran resultar de las diferencias en la organizacién intrinseca de los nucleos
paraventricular y supradptico (1).

En base a las observaciones anteriores, parece factible que la produccién de Ia
proteina tipo PRL 16 kDa en las neuronas magnocelulares hipotaldmicas, al menos en el
nlicleo paraventriculay de las ratas hembra, pudiera ser regulada por los niveles de
estrogenos séricos a través de receptores especificos localizados en estas células.
Adicionalmente, es interesante especular acerca de que los estrégenos pudieran incrementar
Ia produccidn de la proteina tipo PRL 16 kDa en el hipotalamo facilitando la expresi6n del
gen de la PRL, cuyo ARN mensajero ha sido detectado en homogenados del nicleo
paraventricular (30), a través de los elementos responsivos a los estrégenos localizados en el
extremo 5’ de este gen (116, 117).

El significado biolégico de las variaciones observadas durante el ciclo estral en la
inmuno-reactividad tipo PRL 16 kDa en el nicleo paraventricular de la rata es ain
desconocido. Es posible, sin embargo, que las variaciones de esta proteina pudieran estar
asocindos a cambios en el balance hidroelectrolitic; durante el ciclo estral (167). En apoyo a
esta posibilidad, evidencia reciente ha demostrado que la PRL 16 kDa incrementa la
excrecién renal de sodio después de su administracién sistémica (Clapp y Samson,
resultados inéditos). Se ha sugerido que este efecto pudiera ser mediado por receptores
especiﬁco; localizados en la membrana celular del epitelio renal (26). Ademas, desde hace
tiempo se sabe que las neuronas magnocelulares participan en la regulacion de las
concentraciones de electrolitos y agua séricos, a través de la liberacién de la vasopresina
cuya secrecion también parece estar regulada por los niveles séricos de estrogenos (167).

En conclusién, estos resultados preliminares sugieren que fluctuaciones de los niveles
séricos de estrogenos a lo largo del ciclo estral pudieran ser responsables de las

fluctuaciones en la produccién de la proteina tipo PRL 16 kDa observada en el niicleo



paraventricular de la rata hembra. Mayores estudios se requieren para documentar y

confirmar esta posibilidad.
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