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Resúmen 

La prolactina (PRL) es una honnona protéica cuya forma molecular predominante 

posee un peso molecular de 23 kDa. Se ha propuesto que la PRL podria·ejercer sus efectos 

biológicos tanto directamente como a través de su procesamiento enzimático hacia variantes 

moleculares con actividades biológicas específicas. A éste respecto, se ha demostrado que el 

fragmento amino-tenninal de 16 kDa de peso molecular de la PRL (PRL 16 kDa) producido 

a partir de la proteólisis enzimática de esta honnona, inhibe la angiogénesis a través de un 

receptor específico. También se ha documentado que la PRL 16 kDa estimula la natriuresis 

en la rata, y que membranas aisladas del riñón contienen sitios de unión especificas y de alta 

afinidad para este fragmento honnonal. El hecho de que estos efectos no sean evocados por 

la PRL integra, y que su mediación involucre la activación de receptores propios sustentan a 

la PRL 16 kDa como un regulador fisiológico de la angiogénesis, natriuresis y otras poisbles 

funciones. 

Debido a que se sabe poco en relación a la producción endógena de la PRL 16 kDa, 

en el presente trabajo se utilizaron sueros hiperinmunes contra este fragmento hormonal en 

combinación con técnicas de inmunocitoquímica con el objeto de identificar sus posibles 

fuentes de producción en la hipófisis y en el cerebro de rata. Nuestros resultados 

demostraron la presencia de material inmune-reactivo a la PRL 16 kDa en los lactotropos 

adenohipofisarios, asi como en la neurohipófisis y en las neuronas magnocelulares de los 

núcleos hipotalámicos, el paraventricular y el supraóptico, cuyas proyecciones constituyen la 

vía hipotálamo-neurohipofisiaria. Estudios preliminares sugirieron también que la 

producción del material inmune-reactivo a la PRL 16 kDa, al menos en el núcleo 

paraventricular, pudiera estar regulada por los estrógenos durante el ciclo estral. Las 

observaciones de esta tesis fueron seguidas por trabajo experimental realizado en nuestro 

laboratorio que demostró que el antígeno hipotalámico inmuno-reactívo a la PRL 16 kDa 

posee una masa molecular aproximada de 14 kDa. Asimismo, se documentó que esta 

proteína inhibe la angiogénesis in vitro, y por tanto, muestra algunos efectos biológicos 

similares a los de la PRL 16 kDa. Asimismo, en apoyo a la naturaleza tipo PRL de este 

antígeno, se demostro la expresión del gen de la PRL en núcleos paraventriculares aislados. 

En resumen, nuestros resultados penniten considerar la hipótesis de que el sistema 

hipotálamo-neurohipofisario expresa fragmentos moleculares de la PRL con significado 

funcional. 



Introducción 

La prolacti~a (PRL) es una honnona protéica producida principalmente por los 

Iactotropos localizados en la glándula hipófisis de los vertebrados. Variantes poliméricas, 

monoméricas y procesadas por proteólisis enzimática de esta honnona han sido identificadas 

en extractos de diferentes tejidos y en fluidos fisiológicos a saber: en el suero, la leche, el 

líquido amniótico, el Quido folicular ovárico, y el semen (19, 25, 31, 32, 58, 92, 96, 104, 

106, 124, 125, 131, 169, 171, 184, 192, 206). En condiciones nonnales, 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 aminoácidos (31, 99, 104, 157). Si 

bien se ha documentado que la PRL 23 kDa regula distintas funciones a lo largo de la escala 

de los vertebrados (ver adelante), el significado biológico de otras variantes de la PRL es 

aun controversia!. No obstante esto, investigaciones recientes han documentado que el 

fragmento amino-tenninal de 16 kDa de la PRL de menor peso molecular denominado como 

PRL 16 kDa, además de poseer efectos mitogénicos y Iactogénicos similares a los de la PRL 

23 kDa (25), inhibe la fonnación de vasos sanguineos (29, 68). 

En años recientes nuestro laboratorio se ha dado a la tarea de identificar y 

caracterizar a Ja PRL 16 kDa endógena en roedores. Mediante el uso de anticuerpos 

dirigidos contra PRL 16 kDa, Tomer (197) identificó proteínas con masas moleculares de 14 

y 16 kDa en el suero y la adenohipófisis de la rata. En complemento a estos estudios, el 

presente proyecto fue diseñado con el objeto de identificar posibles sitios de producción de 

la PRL 16 kDa endógena mediante el uso de ensayos de inmunocitoquimica. 
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ANTECEDENTES 

Generafitfatles tfe la PRL 

a) Estructura del gcu de la 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 terminas generales, el extremo 5'-tcrminal del gen de la PRL contiene dos 

promotores uno localizado en la región proximal (posicion -422) al sitio de iniciación de la 

transcripción (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 trascripción inicial 

(17, 40, 55). Estas regiones contienen secuencias que al ser activadas por factores de 

transcripción, segundos mensajeros, y/o hormonas, facilitan y amplifican la transcripción del 

ARN mensajero para la PRL (16, 24, 38, 40, 91, 59, 60, 72, 109, 116, 117, 178, 188, 190). 

La transcripción del gen de la PRL no solamente puede ser amplificada sino también inhibida 

por secuencias de bases localizadas en posiciones proximales y distales al sitio de 

transcripción inicial en el extremo 5' -terminal. Estas secuencias median los efectos 

inhibitorios de los glucocorticoides y de variantes moleculares del factor de transcripción 

PIT-1 sobre la trascripción de la PRL (39, 101, 188). 

Como se mencionó. anteriormente, la secuencia del gen de la PRL que codifica para 

la proteína esta constítuido por 5 exones y 4 íntrones en el humano (31, 99, 135) (Figura 1). 

El exon I esta formado por 56 pares de bases que contiene la región encargada de la 

regulación de la expresion del gen {31, 99, 135). El exon II codifica la secuencia de 

amínoácidos del péptido señal, y contiene los primeros 40 codones de la proteína madura. 

Dichos codones parecc:_n determinar una de las secuencias de aminoácidos responsables de la 

actividad lactogénica de la PRL. El exon III codifica para los aminoácidos 41 a 76 en la 
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Figura 1 
Estructura del gen de Prolactiua 

a) El gen de la PRL humana esta constituido por 5 exones (rectángulos) y 4 intrones que 
codifican para la proteína íntegra. Además, este gen posee dos promotores en el extremo 5', 
que dirigen su transcripción en diferentes tejidos. El promotor proximal (Ip) es utilizado por 
los lactotropos en la adenohipófisis, mientras que el promotor distal (Id) es empleado por las 
células de la decídua y los linfocitos (Tomado de la ref. 31). 
b) Secuencia de nucleótidos del gen de la PRL de rata que predice la secuencia de 
aminoácidos correspondiente a la pre-PRL (Tomado de la ref. 78) 



secuencia primaria de la honnona. Esta secuencia de aminoácidos ha sido asociada a la 

fonnación del sitio de reconocimiento con el receptor. El exon IV codifica para los 

aminoácidos 77-136 y el V codifica para la secuencia final de aminoácidos que se extiende 

entre las posiciones 137 a 139. Las secuencias de aminoácidos codificadas por los exones IV 

y V le confieren estabilidad confonnacional a la PRL. Así mismo, el exon V también parece 

codificar una secuencia de aminoácidos responsable de la interaccion de la honnona con los 

receptores que median sus efectos mitogénicos, y posee el codon de tenninación y la señal 

de poliadenilación. Recientemente, se ha descrito en el gen de la PRL placentaria un sexto 

exon que se localiza a 5.3Kb del exon 1 hacia el extremo 5'-tenninal. Este exon codifica 

secuencias que no se traducen, y que solo aparecen en el ARN mensajero de la PRL 

placentaria (85, 135} 

b) Secuencia tfe aminoácitfos y relación estructura y función tfe la PRL. 

En general, en los mamíferos el gen que codifica la secuencia de aminoácidos de la 

PRL se transcribe hacia una proteína constituida por 197-199 aminoácidos, y con una masa 

molecular aproximada de 23 kilodaltones (PRL 23 kDa) (Fig. 2) ( e.g. 99). La secuencia 

primaria de esta honnona contiene seis dominios estructurales constituidos por 34 

aminoácidos que son altamente conseivados en la escala filogenética, sugiriendo que estos 

dominios son responsables de las acciones fisiológicas comunes para las PRLs en distintas 

especies de mamíferos (184, 210, 211, 212). Por otro lado, la secuencia primaria de la PRL 

23 kDa también contiene 6 residuos de cisteína (posiciones 4, 9, 56, 172, 189, y 177 en la 

PRL 23 kDa de la rata; posiciones homólogas se han descrito en la PRLs 23 kDa en otros 

vertebrados) (78, 157, 211, 210, 212, 184) que al unirse fonnan tres enlaces disulfuro, 

indispensables para mantener la configuración terciara y la bioactividad de la honnona 

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 fo~ando dos asas menores conformadas por 4-7 residuos aminoácidos 



FIGURA2 
Representación esquemática de la prolactina de la rata. 

La PRL esta constituida por J 97 aminoácidos. Esta honnona posee seis residuos de cistelna 
que al unirse fonnan 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 aminoácidos 145 y 146, dando origen a una variante cortada conocida como la 
PRL cortada (Tomada cJ.e la ref. 135). 



en los extremos amino y carboxilo terminales, y un asa de mayor tamaño en la secuencia 

intermedia formada por 115 residuos aminoácidos (Fig. 2). 

Previamente, se han realizado esfuerzos para correlacionar distintas regiones de la 

secuencia de la PRL con acciones fisiológicas específicas 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 aminoácidos, designados como p 1, p5, p6, y p9, 

pudieran determinar la actividad lactogénica de la PRL. Sin embargo, mutaciones puntuales 

dirigidas a los dominios p 1, 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 

región contenida entre los aminoácidos 80 y 137 en la secuencia primaria, es esencial para 

mantener los efectos lactogérúcos y mitogénicos de la PRL (174). Mutaciones dirigidas 

hacia los aminoácidos tirosina y fenilalanina ubicados en las posiciones 28 y 50, 

respectivamente, son indispensables para mantener los efectos mitogénicos de la PRL sobre 

los linfocitos NB2 en cultivo (112, 1 !3). También ha sido sugerido que los residuos 

histidina localizados en las posiciones 27 y 30 forman parte del sitio de urúón de la PRL con 

sus receptores (112, 113). 

e) Heterogeneidad estructural de la PRL. 

Polímeros de la 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, quizás las que mayor atención 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 circu!ante, se ha documentado que su proporción se modifica durante 

distintos estados fisiológicos, o bien durante el desarrollo de patologías endocrinas o 

.. 



· psiquiátricas (92, 104, 160, 169). Por ejemplo, se ha reportado que si bien la PRL grande y 

la PRL 23 kDa son las variantes que predominan en el suero de mujeres durante el primer 

trimestre del embarazo, cuando la gestación alcanza el tercer trimestre los niveles 

plasmáticos de la PRL grande disminuyen significativamente (104). Una disminución de las 

concentraciones plasmáticas 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 concentración en 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 del lisuride, disminuye la concentración 

plástica de la PRL grande, e incrementa la concentración de la PRL 23 kDa (131). 

Variaciones estacionales de los polímeros de la PRL también han sido reportadas en los 

carneros (192). 

No obstante la demostración de que los polímeros de la PRL varían sus 

concentraciones plasmáticas bajo ciertos estados fisiológicos o patológicos, y después del 

tratamiento con agonistas dopaminérgicos, el significado biológico de estos polímeros no es 

del todo claro. Se ha demostrado, sin embargo, que algunas variantes poliméricas de la PRL 

poseen actividad biológica en los bioensayos para la PRL 23 kDa. La PRL grande, por 

ejemplo, posee efectos mitogénicos, aunque con potencia reducida en comparación con la 

PRL 23 kDa, sobre linfocitos NB2 en cultivo (169, 184). 

Formas monoméricns de In PRL. 

Las variantes monoméricas de la PRL comprenden tanto a la PRL 23 kDa, como a 

formas de esta última que han sido glicosiladas, fosforíladas, deamidadas, o sulfadas 

postraduccionalmente (31, 32, 184, 169). La PRL 23 kDa constituye alrededor del 80% de 

la PRL total circulante (184), y se produce principalmente en la adenohipófisis. Esta variante 

ha sido extensamente estudiada y, ademas de su papel como factor regulador de la 

producción y secreción de leche, participa en otras funciones que van desde la regulacion de 
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procesos de diferenciación y multiplicación celular hasta la modulación 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 describirán a continuación (31, 

169, 184). 

La PRL glicosilada posee un peso molecular de 25 kDa y constituye alrededor de 13-25% 

de la PRL en la hipófisis, y se le ha detectado en el suero y en el liquido amniótico (31, 32, 

169, 184). La molécula de la PRL parece ser glicosilada en una secuencia concenso 

constituidas por los aminoácidos asparagina, alanina y serina (32, 36, 169, 184). Ha sido 

sugerido que la glicosilación ocurre específicamente en el residuo asparagina localizado en la 

posición 31. Estudios previos han demostrado que la PRL glicosilada posee efectos 

mitogénicos sobre las células epiteliales del buche de pichón in vitro (169, 184). Asi mismo, 

la PRL glicosilada promueve la síntesis de caseína 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 lado, representa alrededor del 20% del total 

de la PRL circulante en la rata (19, 96, 169, 184). La fosforilación 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 posición de estos 

sitios de fosforilación esta conservada filogenéticamente (19, 96). Aunque aún no se tiene 

certeza acerca de la(s) función(es) de la PRL fosforilada, reportes recientes sugieren que la 

condición de fosforilación de la hormona pudiera modular sus efectos sobre la proliferación 

de Jos linfocitos NB2 en cultivo y sobre células adenohipofisarias de Ja línea GH3 (96), 

Variantes cortadas de la PRL. 

En fechas recientes, también se ha documentado que la PRL 23 kDa puede ser 

procesada en Ja adenoh~pofisis, la glándula mamaria, el hígado, el riñón, el pulmón, el bazo, 

el ovario, la próstata, y el cerebro (Fig. 3) (11, 28, 31, 45, 145, 147, 209), hacia una variante 
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Cuadro 1 

Variantes de PRL 23 kDa y algunos de sus efectos biológicos (Tomado de ref. 84) 
Variante Propiedades fisiológicas 

PRL21 kDa 

PRL25kDa 

PRL 22 kDa (Kalicreína) 

PRL cortada 

PRL 16 kDa 

Desamidada 

Glicosilada 

Fosforilada 

Sulfatada 

Dímeros y oligómeros 

Polímeros 

Actividad mitogénica en el ensayo de buche de pichón 

Desconocidas 

Actividad mitogénica sobre tirotropos, gonadotropos, 
linfocitos NB2 y Efpitelio mamario 

Actividad mitogénica y lactogénica sobre el epitelio mamario 
Inhibición de la angiogénesis 
Natriuresis 

Actividad mitogénica en el ensayo de buche de pichón 

Actividad mitogénica en el ensayo de buche de pichón 
Síntesis de caseína 
Actividad mitogénica en linfocitos NB2 

Modulación de los efectos mitogenicos de la PRL 

Desconocidas 

Desconocidas 

Actividad mitogénica en linfocitos NB2 
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FIGURA3 
Procesamiento proteolitico de la prolactina 

a) Representación esquemática de la PRL de la rata que muestra el sitio de corte enzimático 
entre los aminoácidos 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 enzimático de la PRL 23K hacia PRLc, 
y de esta hacia PRL l 6K y PRL 7K. Distintos órganos 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 ! 6K y 7K, respectivamente. 



de 25 kDa conocida como PRL cortada, cuya asa mayor esta escindida entre los 

aminoácidos 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, así como algunas metaloenzimas (11), pudieran ser responsables de su 

procesamiento. La PRL cortada hn sido identificada en el plasma de humanos y roedores 

mediante técnicas de inmuno-análisis Western (184, 197). Estudios recientes han 

demostrado que la PRL cortada, además 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 pichón in vivo (135, 184), estimula la proliferación de gonadotropos 

y tirotropos adenohipofisarios (5). Este último 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 

(5). 

Por otro Indo, ha sido demostrado que la reducción 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-tenninal con una masa 

molecular de 7 kDa (Fig. 3)(25, 28, 124, 125). Estudios recientes han documentado que fa 

PRL 16 kDa posee efectos mitogénicos, aunque con potencia menor o semejante que la PRL 

23 kDa, sobre las células epiteliales del buche de pichón 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 específicos 

localizados en las membranas de las células cndoteliales (27). 

d) Sitios de producción de fa PP.L. 

La PRL es producida principalmente por células especializadas en la adenohipófisis 

denominadas lactotropos (Fig. 4). Estas células se encuentran uniformemente distribuidas en 

la adenohipófisis, y constituyen aproximadamente del 30 al 50% del total de células en la 

glándula, dependiendo del estado fisiológico y del sexo (102). Si bien la población de 
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FIGURA4 

Anntomfr. de la giílmJula hipOfisis 
a) Corte transversal de la hipófisis de la rata teñida con el suero anti-PRL 23 kDa en la que 
se observan las divisiones anatómicas de esta glándula. El lóbulo anterior o adenohipotisis 
(AH), que contiene a los Iactotropos responsables de la secreción de la PRL. El lóbulo 
intermedio (Hl) que presenta células asociadas a la producción de hormonas derivadas de la 
pro-opiomelanocortina. El lóbulo posterior o neurohipófisis (NH) que concentra la 
terminales nerviosas de Tas neuronas magnocelulares hipotalámica. Foto cortesía de Salvador 
Mejía, Centro de Neurobiología (UNAM). 
b) Fotomicrografia que ilustra Iactotropos adenohipofisarios inmuno-reactivos a la PRL 23 
kDa, y teñidos con técnicas de inmunofluorescencia. 



lactotropos parecerla ser un grupo celular homogéneo, se ha documentado que existen al 

menos tres subtipos de lactotropos con caracteristicas morfológicas distintivas (Cuadro 2). 

Asl mismo, los lactotropos no solamente muestran heterogeneidad morfológica 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, inmunológico, nervioso. Se ha reportado la producción de PRL con 

caracterististicas inmunoquimicas y de bioactividad semejantes a las de la 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). Así mismo, en el sistema inmunológico los linfocitos y monocitos parecen ser 

la principal fuente de producción 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 hipotalámicos, mediante técnicas de inmunocitoquimica (70, 81, 82, 84, 144, 159, 

181, 183, 195, 196, 199). lnmuno-análisis Western y cromatográficos han identificado 

también material con inmuno-reactividad a PRL en homogenados de la médula espinal, el 

tallo cerebral, y del hipotálamo, 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 cromatográfico de distintas áreas 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 liberación es dependiente de calcio (50). Recientemente se ha sugerido q~e 

la PRL de origen hipotálamico pudiera estimular la liberación de la hormona liberadora de 

las gonadotropinas (L~ por neuronas LHRHergicas hipotalamicas (9), y la proliferación 

de astrocitos (43, 44) in vi/ro. Los mapas de digestión triplica de las formas predominantes 



Cuadro2. 
Clasificación ultraestructural y morfología de los lactotropos 

TIPO Forma Radio núcleo/citoplasma Organelos Tamaño del gr.ánulo secretorio 

Lactotropo tipo 1 Célula pequeña de Alto Pobremente 100nm 
forma oval o triangular desarrollados 
con prolongaciones 
citoplásmicas 
en espiga. 

Lactotropo tipo 11 Célula grande y Moderado Numerosas 100-300nm 
redondeada con mitocondrias y 
prolongaciones abundante 
citoplásmicas finas retículo ende-
que rodean a los plásmico 
gonadotropos rugoso 

Lactotropo tipo 111 Célula grande de Reducido Abundantes pleomóñicos 
forma irregular 600-SOOnm 



de la PRL en la hipófisis y el cerebro son esencialmente idénticos (49). Finalmente, el. 

transcrito que codifica para PRL ha sido detectado en homogcnados de distintas regiones 

del cerebro de la rata (30, 41, 64, 179, 201, 208). 

Otro órgano en el que se ha detectado el transcrito para PRL es la glándula mamaria 

(107, 191). Estudios recientes han demostrado, mediante hibridización in situ, en Northem, 

y con la técnica de tra~scripción reversa/reacción '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 e>epresado en 

epitelio mamario es idéntica a la del transcrito que codifica para PRL en la glándula hipófisis 

y, a diferencia de lo que ocurre en las células del estroma uterino y en células del sistema 

inmune, su transcripción parece involucrar el mismo promotor utilizado por los lactotropos 

(107, 191). 

e) Regulación de la síntesis y secreción de la prolactina. 

La regulación de la slntesis y secreción de la PRL involucra distintos mecanismos 

que actúan tanto a nivel de la transcripción y traducción de su mensaje, como sobre su 

proceso de secreción. La mayor parte de nuestro conocimiento acerca de los mecanismos de 

regulación de la producción y secreción de la PRL deriva de estudios fisiológicos y 

farmacológicos que han evaluado los efectos de distintos agentes sobre la función 

adenohipofisaria in vivo, o bien sobre los lactotropos cultivados. Si bien estos estudios han 

permitido identificar distintos factores ambientales, factores hormonales hipotalámicos, 

ováricos y derivados de la glándula suprarrenal, y factores paracrinos y autocrinos (Cuadro 

3) que, actuando de manera orquestada, controlan la producción y secreción 

adenohipofisaria de PRL, poco se sabe acerca de los mecanismos de regulación de la 

producción de PRL en las fuentes e>etrahipofisarias. También existe escasa información 

acerca de los mecanismos que regulan la producción de las distintas formas de PRL, aunque 

en estudios reci~ntes se ha sugerido que dopamina y TRH pudieran influenciar el cociente de 

producción de las distintas variantes de la PRL en la hipófisis (106, 118, 131, 171). 
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Los factores externos que afectan la producción y liberación de la PRL hipofisaria 

pueden ser generales como el estado nutricional, y los ritmos circádicos y estacionales, o 

bien, estar asociados a estados fisiológicos específicos como la respuesta general de alarma, 

la estimulación ceivico-uterina durante el coito o el parto, y la estimulación multisensorial 

durante la lactancia (6, 15, 89, 118, 121). Estos estímulos influyen sobre la producción y 

secreción de la PRL, a través de su acción sobre distintos mecanismos neurales que 

modifican la función hipotalámica y la liberación de sus factores de regulación endocrina (6, 

98). 

Las hormonas diversas liberadas por el hipotálamo ejercen acciones inhibitorias o 

estimulantes sobre la producción y secreción de la PRL (98). De estos factores, quizás el 

mejor estudiado es la dopamina; una catecolamina que ejerce acciones inhibitorias o 

estimulantes sobre la transcripción y liberación de prolactina dependiendo del estado 

funcional del lactotropo, y de la presencia o ausencia de ce-factores endógenos (31, 98, 

135). La dopamina parece inhibir la liberación de la PRL actuando tanto a nivel de la 

transcripción, como a nivel de la secreción, a través de reducir lo niveles intracelulares de 

AMPc, calcio, y fosfatos de inositol (31, 98, 135). Otros factores hipotalámicos tales como 

el ácido gama-amino butírico, la somatostatina, la hormona estimulante de los melanocitos, y 

mas recientemente, el péptido asociado a la hormona liberadora de gonadotropinas han sido 

también implicados en la inhibición de la secreción de la PRL (31, 98, 135) (Cuadro 3). Por 

otro lado, distintos factores hipotalámicos estimulan la transcripción y la secreción de la 

PRL en la adenohipófisis. La hormona tirotropina, por ejemplo, parece estimular la 

producción y secreción de la PRL en el lactotropo incrementado la transcripción, 

estabilizando su ARN mensajero, y fomentando su liberación por un mecanismo que parece 

depender de AMPc (31, 98, 135). Otros factores hipotalámicos que se ha demostrado 

estimulan a liberación de la PRL son el péptido intestinal vasoactivó, la serotonina, y algunos 

peptidos opioides (31, 98, 135) (Cuadro 3). 
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Factores endocrinos periféricos también participan en la regulación de la producción 

y secreción de la PRL hipofisaria. Se ha documentado, por ejemplo, que los glucocorticoides 

suprarrenales inhiben la producción de PRL en la adenohipofisis, mientras que los 

estrogenos ováricos, la norepinefrina suprarrenal y Ja insulina promueven su síntesis y 

secreción (31, 135). En el caso de los glucocorticoides y de los estrógenos, sus efectos 

sobre la transcripción .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 autócrinos y parácrinos 

adenohipofisarios regulan la síntesis y secreción de la PRL. Así, el péptido intestinal 

vasoactivo producido por los lactotropos y la misma PRL estimulan su producción y 

secreción a través de un mecanismo autócrino (31, 135). Factores parácrinos como Ja 

angiotensina II y la acetilcolina secretados por los gonadotropos y corticotropos, 

respectivamente, inhiben la síntesis de PRL (31, 135). 

Finalmente, factores intrínsecos al lactotropo regulan el proceso de liberación de Ja 

PRL almacenada en gránulos secretorios. De esta manera, se ha demostrado que la 

transformación tiol-disulfuro en la estructura de la PRL almacenada, además de modificar Ja 

la masa molecular, Ja carga, y la inmunodetectabilidad de la PRL, influye en su proceso de 

liberación y sobre el tipo de variante de PRL liberada (88, 118). Además, dicho proceso de 

transformación es regulado por dopamina, y se asocia a la generació de agregados 

moleculares de la PRL (118). La edad de la hormona, definida a partir de su síntesis y el 

tiempo que transcurre almacenada en los gránulos secretorios, es otro factor que influye 

sobre su secreción (revisado en 31). Ha sido documentado que la dopamina inhibe 

fundamentalmente la liberación de Ja PRL sintetizada recientemente (<4 horas de haber sido 

sintetizada), o de la almacenada por más de 8 horas. Porotra parte, la hormona liberadora de 

la tirotropina estimula la liberación de la PRL que ha sido almacenada por un periodo de 4 a 

8 horas. 



Cuadro3 
Estlmulos y factores reguladores de la producción y secreción de PRL 23 

kDa 
Estlmulos externos 
-Estimulación sensorial de los pesones durante la succion en la lactancia. 
-Estimulación sensorial cervico-uterina durante el coito y el parto. 
-Nutrición 
-Es tres 
-Ritmos diurnos y estacionales 
Factores hormonales: hipotalámicos 
a) inhibidores 
-Dopamina (efecto modulado por ácido ascórbico) 
-Ácido gama-amino butírico 
-Endotelinas 1 y 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 homólogos 
-Oxitocina y vasopresina 
-5-hidroxi-triptamina 
-Histamina 
-Glutamato 
-Somatostatina 
-Substancia P 
-Neurotensina 
Factores hormonales: periféricos 
a) inhibidores 
-Glucocorticoides 
-melatonina 
b) estimulantes 
-Estrógenos 
-Norefinefrina 
Factores locales adenohipofisarios 
-Autocrinos: Péptido intestinal vasoactivo, PRL 23 kDa (efectos estimulantes) 
-Paracrinos: Acetilcolina (efecto inhibitorio; producida en corticotropos). 

Angiotensina 11 (efecto estimulante; producida en gonadotropos). 
-Fenómenos de transformación hormonal intragranular, pH intracitoplásmico e 
intragranular, edad de la hormona. 



1) Funciones de la PRL 

En los vertebrados, la PRL posee un espectro funcional excepcionalmente amplio 

(140, 141, 169) Entre las más de 80 acciones fisiológicas descritas para esta hormona 

destacan sus efectos sobre los procesos de morfogénesis (175), diferenciación, y regulación 

del ciclo celular, la regulación de la concentración de electrolitos séricos, y la modulación de 

las funciones reproductivas, inmunológicas y neurológicas (Cuadro 4). Así, además de sus 

funciones relacionadas con la producción de leche durante la lactancia en los mamíferos 

(153), la PRL ha sido involucrada en el proceso de capacitación espermiogénica, en la 

fecundación, e implantación del cigoto después de fecundado (86, 120, 132). La PRL es un 

factor mitogénico para las células epiteliales de la glándula mamaria, el epitelio del buche de 

pichón, los linfocitos, y los astrocitos (37, 43, 44, 79, 120). Esta característica ha sido 

explotada para diseñar bioensayos que evalúan 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 pichón in vivo. La PRL también 

promueve la diferenciación de las células en la glándula suprarrenal, el páncreas y el pulmón 

durante la vida embrionaria, y la maduración y función de los órganos reproductores en los 

mamíferos (10, 33, 120, 143, 162). 

Otras funciones en las que la PRL parece tener un papel regulatorio importante son 

en la producción de hormonas esteroides en la glándula suprarrenal, los ovaños y el 

testículo, y en la producción de factor surfactante en el pulmón (10, 120, 176). Por otro 

lado, si bien la PRL es un factor estimulante de la proliferación y diferenciación de los 

linfocitos, cuando esta presente en cantidades anormalmente altas inhibe la actividad 

fagocítica de las células mononucleares (79, 139). La PRL también estimula el crecimiento 

del pelo, y en algunas especies de mamíferos la pigmentación del mismo (52, 57, 120). 

Efectos de esta hormona sobre los niveles de calcio y sodio séricos han sido descritos en 

peces y mamíferos. En ~general, la PRL es un factor hipercalcémico e hipematrémico (31, 

120, 189). La PRL no solamente regula la concentración de electrolitos séricos sino también 
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Cuadro4 

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

1) Diferenciación celular 

2) Morfogénesis 

3) Metamorfosis 

4) Lipogénesis 

5) Balance Hidroelectrolitico 

6) Regulación de los niveles de glucosa 

7) Jnmunomodulación 

B) Regulación del metabolismo hepático 

9) Regulación del crecimiento de estructuras tegumentarias 

1 O) Reproducción: 
-Maduración de órganos sexuales 
-Desarrollo y crecimiento de Ja glándula mamaria 
-Lactancia 
-Capacitación espermiogénica 
-Fecundación e implantación del huevo 
-Efectos luteotrópicos y anti-luteolíticos 
-Acciones anti-gonadotrópicas 

11) Conducta: 
-Construcción de nidos 
-Migración 
-Reconocimiento de crías 
-Inducción de Ja conducta materna 
-Facilitación de la conducta de copulación 



en la leche, el liquido amniótico, el sudor y las lagrimas (31, 168, 207). La PRL regula la 

producción de efectores honnonales tales como la dopamina, los opioides, las 

gonadotropinas, la insulina, y los factores insulina tipo 1y11 (107, 120, 176). Así mismo, 

también posee funciones anabólicas sobre el metabolismo de distintos órganos (120). 

La conducta reproductiva, el estres, la conducta materna y la conducta de 

reconocimiento madre-cría en mamíferos, así como las conductas de migración y 

construcción 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 la 

regulación del sueño, y en la modulación de los niveles de ansiedad en algunas especies de 

mamíferos (146, 170, 187). 

g) Receptores y mecanismos de transducción. 

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 mamíferos. Estos 

receptores están constituidos por tres dominios estructurales referidos como intracelular, 

transmembranal y extracelular (Fig. 5). La secuencia de aminoácidos de los dominios 

extracelular y transmembranal es homologa en los distintos receptores (31, 93-95), mientras 

que la secuencia de aminoácidos y la extensión 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 extensión de su dominio intrecelular: Los receptores cortos están 

constituidos por 284-291 aminoácidos, 26 de los cuales conforman el dominio intracelular; 

los receptores de tamaño medio están formados por 392 aminoácidos, 57 de ellos 

localizados en el domi~io intracelular; y los receptores largos constituidos por 591-598 

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

24 



o 
'Ir<::' 

.~f .. ·. 
~ ... 

----------lilfgil-------:-_:_ 

... 

'" "' '" 

FIGURAS 
Los receptores para la prolnctina 

Diagrama que muestra los subtipos de receptores de membrana identificados para la PRL en 
distintas especies de mamíferos. Estos receptores han sido clasificados deacuerdo a la 
extensión de su dominio intracitoplásmico como cortos, de tamaño medio, y largos. 
Mientras que su secuencia de aminoácidos es semejante en el dominio extracelular, la 
secuencia de aminoácidos que corresponde al dominio intracelular varía tanto en extensión, 
como en los aminoácidos que lo forman. (Tomada de la ref. 94) 



ha identificado en el ovario de la rata una fonna soluble del receptor para la PRL que esta 

fonnado únicamente por el dominio extracelular y una extensión de 20 aminoácidos hacia la 

región carbmcilo tenninal (31). Se ha sugerido que esta forma del receptor es en realidad una 

proteína fijadora de la PRL (31), pero esta idea aun tiene que ser evaluada. 

La distribución de los receptores para la PRL en los distintos tejidos ha sido evaluada 

mediante técnicas de inmunocitoquímica, de hibridización in situ 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 

mamíferos y las aves, a saber: en diversos núcleos del hipotalámicos, en la células 

dopaminérgicas del hipotálamo anterior y del sistema nigro-estriatal, y en los plexos 

coroides. La glándula mamaria y otras glándulas tanto exócrinas como endócrinas del 

sistema reproductor femenino poseen receptores para la PRL. Así mismo, se han descrito 

receptores para esta honnona en el hígado, el páncreas y el intestino, los neumocitos tipo II 

de epitelio pulmonar, linfocitos y monocitos del sistema inmunológico, y en las células del 

epitelio tubular renal. La amplia distribución de los receptores para la PRL, por tanto, es 

compatible con la versatilidad funcional que esta honnona posee (Cuadro 5). 

En base a estudios realizados con el receptor de la honnona del crecimiento, se ha 

propuesto que para que la PRL pueda ejercer sus acciones, se requiere de la dimerización de 

sus receptores (Fig. 6) (31 ). Esta dimerización activa distintas vias metabólicas asociadas a 

diferentes sistemas de segundos mensajeros que median las acciones de la PRL sobre sus 

órganos blanco. Se ha documentado que los efectos de la PRL son mediados por efectores 

secundarios asociados a las enzimas adenilato ciclasa, ornitín descarboxilasa, proteína cinasa 

C, fosfolipasa A,, Fosfolipasa C, proteínas G, y tirosina cinasa-Jak 2 (65-67, 77, 97, 110, 

148, 164-166, ). El estudio de la participación de estos sistemas 'en las diversas funciones 

reguladas por la PRL, s!~ embargo, ha sido obscurecida por el hecho de que frecuentemente 

mas de un mensajero secundario participan en la mediación de sus acciones en un órgano 
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Cuadro 5 
Distribución de los receptores para la PRL en los mamíferos 

(Modificado de ref. 197). 

Aparato reproductor femenino 
Glándula mamaria: epitelio mamario y tejido adiposo 
Ovario: células de la granulosa y del cuerpo lúteo. 
Útero: Epitelio deciduai y miometrio. 
Placenta: Células de fa decidua 
\ 

Aparato reproductor masculino 
Testículos: Células de Leydig y espermátides 
Epidídimo 
Vesículas seminales 
Próstata 

Aparato Digestivo 
Hígado 
Páncreas: Células beta de los islotes de Langerhans. 
Intestino: Epitelio intestinal 

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

Otros órganos y sistemas 
Riñón: Epitelio tubular 
Glándulas suprarrenales: Corteza adrenal. 
Sistema inmunológico: Linfocitos B y T, neutrófilos, células asesinas. 



blanco dado. Así por ejemplo, se ha demostrado que la actividad mitogenica de la PRL sobre 

los linfocitos NB2 en cultivo, pudiera ser modulada por fosfatos de inc3itol derivados de la 

actividad de la enzima omitin descarboxilasa, y por las proteínas 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 proteínas G ( 165). 

Antecedentes inmediatos 

Generalidades sobre In PRL 16 kDa 

a) Actividad biológica 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 PRL 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 proliferación 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 mito génicos 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 glándula 

mamaria y reducción 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 pichón in vivo. Así 

mismo, se 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 biológica propia. 

No obstante que la PRL 16 kDa comparte algunas acciones fisiológicas con la PRL 

23 kDa, se ha demostrado que la PRL 16 kDa posee efectos especlficos, no ejercidos por la 
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FIGURA6 
Modelo de dimerizaci6n del receptor para la PRL y la regulación de sus funciones 

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



PRL 23 kDa, sobre la formación de nuevos vasos capilares sanguíneos, v.gr., angiogénesis. 

La PRL 16 kDa, más no la PRL 23 kDa, inhibe i11 vilro la proliferación y asociación 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 aplicación de la 

PRL 16 kDa a la membrana corioalantoidea del pollo interrumpe el proceso de angiogénesis 

i11 vivo (29). El potente efecto inhibidor de la PRL 16 kDa sobre la angiogénesis antagoniza 

los efectos angiogénicos de los factores de crecimiento fibroblástico y vascular (68), y 

parece ser mediado por receptores específicos, 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 la angiogénesis sino que 

además parece que participa en la regulación de otras funciones. En estudios recientes se 

observó que la PRL 16 kDa administrada en la circulación (Clapp y Samson, resultados 

inéditos) de roedores incrementa la excreción renal de sodio. Debido a que sitios de unión 

específicos para PRL 16 kDa han sido identificados en membranas aisladas del riñón, estas 

observaciones sugieren que la PRL 16 kDa pudiera participa en la regulación de las 

concentraciones sericas de sodio in vivo. 

Presencia Endógena. 

El hecho de que la PRL 16 kDa posea efectos propios a través de la activación de 

receptores específicos sugiere que esta molécula pudiera ser un nuevo factor de regulación 

de la angiogénesis, natriuresis y quizás de otras funciones aun no caracterizadas. No 

obstante esta posibilidad, poco es lo que se sabe acerca de la existencia endógena de la PRL 

16 kDa, en donde se produce y como se regula su síntesis y secreción. Evidencia reciente 

apoya, sin embargo, que la PRL 16 kDa pudiera ser producida in vivo en la glándula 

hipófisis, o bien en distintos órganos blanco de la PRL a través del procesamiento 

enzimático de la PRL 23 kDa Por ejemplo, Mittra identificó material inmunorreactivo a la 

PRL cortada, precursor_inmediato de la 16 kDa en homogenados de la glándula hipófisis 

(124). Así mismo, la presencia de las enzimas capaces de procesar a la PRL 23 kDa hacia la 
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PRL cortada ha sido documentada en distintos órganos blanco de la PRL (11, 12, 28, 45, 

145, 147, 209) 

Evidencia adicional que apoya la existencia de la PRL 16 kDa endógena fue obtenida 

recientemente en el laboratorio. Torner (198) identifico dos proteínas inmunorreactivas a la 

PRL 16 kDa, con masas moleculares de 16 kDa y 14 kDa, en homogenados de 

adenohipófisis y en la circulación de roedores. Ambas proteínas fueron detectadas mediante 

el uso de sueros hiperinmunes dirigidos contra la PRL 16 kDa obtenida después de la 

digestión de PRL 23 kDa con enzimas de la glándula mamaria y subsecuente reducción de 

los enlaces disulfuro (198). Las proteínas de 16 kDa y 14 kDa se observaron en el inmuno­

análisis Western bajo condiciones reductoras y no reductoras, así como en presencia de 

inhibidores de proteasas, sugiriendo que su detección no fue producto de la proteólisis 

artificial de la PRL durante la obtención y manipulación de las muestras (198). 

En base a las observaciones anteriores, el presente trabajo fue diseñado para tratar de 

identificar probables fuentes de producción de la PRL 16 kDa mediante el empleo de 

técnicas de inmunocitoquimica. En este sentido, la inmunocitoquímica ha sido una 

herramienta valiosa en la identificación de fuentes de producción 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 producción del péptido 

en estudio, 2) hacer inferencias sobre su posible función y sobre los mecanismos 

responsables de su regulación en base a la localización anatómica, y 3) identificar sitios 

enriquecidos en el péptido de interés que pudieran facilitar su subsecuente aislamiento y su 

caracterización tanto bioquímica como molecular (18, 100, 123, 156). 

Objetivo 

El objetivo del presente trabajo fue el demostrar, mediante ensayos de 

inmunocitoquimica, la presencia de antígenos tipo PRL 16 kDa endógenos, y el identificar 

probables sitios de su producción en la hipófisis y en el cerebro de la rata. 

Porque la liipójisis? 
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Como se mencionó anteriormente, si bien existen fuentes alternativas de producción 

de la PRL 23 kDa, el lóbulo anterior de la glándula hipófisis es el principal sitio de 

producción de esta hormona y de sus variantes moleculares, incluidos los fragmentos de 16 

kDa (198). El uso de Ja hipófisis también permitió establecer las condiciones y especificidad 

del ensayo de inmunocitoquímica. 

Porq11e el cerebro? 

Como también fue descrito previamente, existe evidencia que sugiere que el cerebro 

produce PRL. Estudios morfológicos 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 núcleos hipotalámicos, mientras fibras inmunopositivas para 

esta hormona se han descrito en regiones hipotalámicas y extrahipotalámicas. En apoyo a las 

observaciones morfológicas que sugieren Ja presencia de PRL en el cerebro, estudios 

bioquímicos e inmunoquimicos han identificado antígenos inmuno-reactivos a PRL en 

extractos de la médula espinal, del tallo cerebral, y del diencéfalo de Ja rata (46-48, 61-63). 

De Vito y colaboradores han mostrado que el material inmuno-reactivo a PRL es secretado 

por explantes hipotalámicos in vi/ro, de manera dependiente de calcio, y en respuesta a la 

despolarización con alto potasio (50, 51 ). 

Por otro lado, evidencia reciente sugiere que el cerebro, en especial el hipotálamo, 

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 Ja 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 fracción restante fue constituida 

por fragmentos de menor tamaño que no fueron identificados. En apoyo a la posibilidad de 

la generación de variantes de la PRL en el cerebro, De Vito ·(47) ha documentado Ja 

presencia de PRL cort~da en el hipotálamo de rata, y la capacidad del hipotálamo· para 

modificar proteoliticamente a la PRL 23 kDa (45). 
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Finalmente, es importante enfatizar que la producción de los antlgenos 

inmunorreactivos a la PRL en el cerebro parece ser independiente de la producción 

hipofisaria de la PRL. Esta conclusión 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 inmunoquímicos 

convencionales ( 41, 46, 62). 

Métodos 

Animales y pracesamienta ltistológico 1le la 11111estra. 

Se emplearon ratas virgen Wistar (250grs.) alimentadas ad libitum y mantenidas en 

cuartos con temperatura e iluminación (ciclo 12112) controlada. Algunos animales fueron 

tratados con colchicina (IOOµg/50µ1de0.9% solución salina) administrada en el ventrículo 

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 

cardíaca con paraforrnaldehído al 4% en PBS O. IM, pH 7.2. Los cerebros y las hipófisis se 

disecaron y posfijaron en el mismo fijador por 3 horas 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 11 y congeladas en un baño de acetona y hielo seco. Cortes 

coronales de cerebro (30um) y transversales de hipófisis (!Oum) fueron obtenidos en un 

criostato (-19°C) y procesadas para inmunoperoxidasa. Las secciones de hipófisis se 

montaron en porta objetos cubiertos en gelatina (0.5%) y se desecaron al vacío a 4°C toda la 

noche; los cortes de cerebro se colectaron en PBS-0.3% tritón X-100 (PBS-tritón). 

Inmunocitoqufmica. 

- Etapas de bloqueo. 

Las incubaciones con los anticuerpos primarios y secundarios fueron precedidas por 

preincubaciones con lo/~ de suero normal de cabra y 10% de abumina bovina en PBS- tritón, 
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durante 1.3 O horas a temperatura ambiente. Las incubaciones con los anticuerpos primarios 

se extendieron por 48 horas a 4ºC. 

Anticuerpos primarios. 

-Anticuerpo anti-PRL 16 kDa. 

El anticuerpos dirigidos contra la PRL 16 kDa fueron producidos en conejos contra 

la PRL 16 kDa de la rata obtenida después de la incubación de la PRL 23 kDa con extractos 

de la glándula mamaria (105). Este suero muestro una afinidad 200 veces mayor para la PRL 

16 kDa que para Ja PRL 23 kDa en el radioinmunoensayo (RIA) para la PRL 16 kDa (105}. 

El suero anti-PRL 16 kDa no mostró entrecruzamiento con la hormona del crecimiento, la 

cual posee una alta homología con la PRL, ni con las gonadotropinas y péptidos del sistema 

hipotalamo-neurohipofisario, incluso a concentraciones de 10-6 molar en el RIA para la PRL 

16 kDa (105}. Para realizar los ensayos de inmunocitoquimica, el suero anti-PRL 16 kDa fue 

diluido t: 100 o 1 :500 en PBS-triton. Los cortes fueron incubados a 4°C toda Ja noche. 

- Anticuerpo anti-PRL 23 kDa. 

El anticuerpo dirigido contra PRL 23 kDa de rata fue el S-9 donado por Jos 

Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos. Este suero, también obtenido en 

conejos, fue utilizado a una dilución de 1: 100 en PBS-triton, e incubado con los tejidos bajo 

las mismas condiciones descritas para el anti-PRL 16 kDa 

- Anticuerpos Secundarios _,,.,. 

Los anticuerpos secundarios cabra anti-IgG de conejo acoplados a biotina (Vector}, 
¡ 

fluoresceína o rodamina (Miles) se emplearon a una· dilución de t :200 en PBS-tritón por 2 

horas a 40C. El anticuerpo biotinilado se demostró con 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· peróxido de hidrógeno en PBS. 

Transcurrido 3-5 minutos, Ja reacción 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 lúpófisis y cerebro se secaron a 

temperatura ambiente y montaron en permount (Fisher). 

- Doble inn111nocitoq11i111ica. 

Con el propósito 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 peñundieron, y sus cerebros se 

procesaron como se describió anteriormente. En los ensayos de doble inmunofluorescencia 

(Fig.), el primer procedimiento se destino a Ja detección de PRL 23 kDa ,y se visualizó con 

un anticuerpo secundario acoplado a rodamina. El segundo procedimiento de detección se 

empleo para identificar PRL 16 kDad, y se visualizo con los anticuerpos acoplados a 

fluoresceína. Esta técnica requiere de una etapa intermedia de elución con amortiguador de 

glicina-HCI O.IM, pH 2.5 entre ambos ensayos de detección (34). Las condiciones de 

incubación para los anticuerpos primarios y secundarios fueron las mismas que las descritas 

arriba. 

- Controles de preabsorción. 

Para realizar los controles de preabsorción, el anticuerpo dirigido contra PRL 16 

kDa fue preincubado con PRL 16 kDa de rata (1 uM) (17), prolactína de rata {IOuM, 

NIAMD), oxitocina bovina (200uM, SIGMA), arg-vasopresina (200uM, SIGMA), y 

neurofisinas I y II bovinas (20uM, SIGMA), antes de la incubación con el tejido. 

Animales y 111eto1/ologfa 11tilizatlos en el análisis tle la posible influencia tlel ciclo estro/ 

sobre la expresión tle la PRL 16K en el sistema /1ipotála1110-ne11ro/1ipojisario. 

Estudios previos han sugerido que la expresión de las proteínas inmunoreactivas a 

PRL en el cerebro pudiera estar regulada por los niveles de estrógenos 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 dia~os por dos semanas. Después de este período, los animales (4 

animales por cada fase del ciclo estral) fueron anestesiados con hidrato de cloral, y 
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sacrificados por decapitación durante las fases de proestro, estro y diestro del ciclo estral. 

Los cerebros fueron rápidamente disecados, fijados por inmersión en paraformaldehldo al 

4% en PBS por 24 horas a 4°C, y transferidos a una solución de sacarosa en PBS a 4°C 

hasta su uso. El procesamiento subsecuente de estas muestras siguió los lineamientos 

descritos con anterioridad. Para el ensayo de inmunocitoquímica en estos cerebros, sin 

embargo, se empleo únicamente 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 alteración de los niveles séricos de estrógenos 

como resultado de la cirugía esterotáxica. Así mismo, se prefirió el uso de anticuerpos 

secundarios acoplados a lluoresceína debido a que la inmunolluorescencia no involucra 

etapas de amplificación de la señal que pudieran obscurecer las posibles diferencias en la 

expresión de la PRL 16 kDa en el cerebro, durante las distintas etapas del ciclo estral. El uso 

de la inmunolluorescencia no va en detrimento del ensayo de inmunocitoquimca per se, pues 

los anticuerpos secundarios acoplados a llouróforos incrementa la sensibilidad de la técnica 

(34), 

Observaciones y fotomicrografias. 

Las observaciones y fotomicrografias fueron realizadas en un microscopio Car! Zeiss 

Standard 7, equipado con el sistema automático de fotografía MC-63 y epilluorescencia. La 

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

Resultados. 

lm111mo-reactivitlad a la PRL 23 kDa en la liipójisis tle la rata. 

El patrón de tinción 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 

únicamente en el lóbulo anterior de la glándula hipofisis (Fig 7d), sitio en el cual se localizan 

los lactotropos. Por el ;:ontrario, los lóbulos intermedio y posterior de la glándula fueron 

negativos para la PRL 23 kDa (Fig 7d). 
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lnn111no-reactMtlatl a la PRL 16 kDa en la liipójisis 1le la rata. 

La figura 7a muestra la tinción obtenida en la glándula hipofisis con el suero anti­

PRL 16 kDa. Al igual que con el anti-PRL 23 kDa, el anti-PRL 16 kDa tiñó el lóbulo 

anterior de la glándula hipófisis. Por otro lado, y en contraste con la falta de tinción para la 

PRL 23 kDa en el lóbulo posterior de la hipofisis, el suero anti-PRL16 kDa tiñó 

intensamente a la hip(lfisis posterior. El lóbulo intermedio no mostró inmuno-reactividad 

para la PRL 16 kDa. La incubación de los cortes histológicos con el suero anti-PRL 16 kDa 

preabsorbido con luM de PRL 16 kDa (Fig 7b), y lOuM de PRL 23 kDa (Fig.7c) bloqueo la 

tinción para la PRL 16 kDa observada en los lóbulos anterior y posterior de la glándula 

hipofisis. Por el contrario, la preabsorción del suero anti-PRL 16 kDa con 200 uM de 

arginina-vasopresina (7e) y 20uM neurofisina I (7f) no afecta la marca inmunológica para la 

PRL 16 kDa observada en la hipófisis. Resultados semejantes fueron obtenidos al incubar los 

cortes de la hipófisis con el suero anti-PRL 16 kDa preabsorbido con 200uM de oyJtocina y 

20uM neurofisina Il (no se muestra). Estas dos últimas observaciones son especialmente 

importantes debido a que la arg-vasopresina, la oxitocina, y las neurofisina I y II son 

abundantes en el lóbulo posterior de la glándula hipófisis (200). En apoyo a que la 

inmunotinción para la PRL 16 kDa observada en el lóbulo posterior de la glándula hipófisis 

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 concentración 

de 1000 nanomolar de arginina-vasopresinn, oxitocina, neurofisinas I y U, B-endorfina, 

metionina-encefalina, y adrenocorticotropina 1-37 (ACTH), no desplazan la unión de la 

l 2SI-PRL 16 kDa con el suero anti-PRL 16 kDa (Fig 8) (30). 

Doble in111unocitoqu(111ica en la adenol1ipójisis. 

Ensayos de doble inmunofluorescencia se realizaron para tratar de dilucidar las 

relaciones citológicas entre la PRL 23 kDa y la PRL 16 kDa en la adenohipofisis. Los 

resultados, aun preliminares, mostraron la colocalización de la marca inmunológica para 

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





FIGURA 7 
Inmuno-reactividnd para las PRLs 23 kDa y 16 kDa en la hipófisis de la rata 

Fotomicrografias que muestran cortes tangenciales de la glándula hipófisis inmunoteñidas 
para a) PRL 16 kDa y d) PRL 23 kDa. Nótese la intensa inmunoreactividad para ambas 
prolactinas en el lóbulo anterior, y la ausencia de marca para ambas variantes en el lóbulo 
intermedio de la glándula. El lóbulo posterior únicamente muestra inmunoreactividad para 
PRL 16kDa. 
Los controles de preabsorción del anticuerpo anti-PRL 16 kDa con PRi . ." 16 kDa, (b) 
prolactina 23 kDa (c) {Tomado de la ref. 30), arginina-vasopresina, y f) neurofisina I 
también se muestran. La marca inmunológica para PRL 16 kDa en la hipófisis se bloquea 
totalmente mediante la preabsorción con PRL 16 kDa, y PRL 23 kDa, mas no con arginina­
vasopresina y neurofisina I. 



16K PRL RIA 

100 o • 

80 

z 
•O 

~ 60 
í>:i 
A 

*' 40 

20 ---' 

0.001 0.01 o:f: f fo 100 · 1000 

nM, 

FIGURAS 
Radioinmunoensayo para la PRL 16 kDa 

Especificidad del anticuerpo anti-PRL 16 kDa en el radioinmunoensayo. El desplazamiento 
de ml-PRL 16 kDa se realizó con concentraciones crecientes de PRL 16 kDa (O) y de PRL 
23 kDa (•). El anticuerpo anti-PRL 16 kDa posee 100-200 veces mayor afinidad por la 
PRL 16 kDn que por PRL 23 kDa. El uso de una concentración de 1000 nanomolar (•) de 
hormona de crecimiento, arginina-vasopresina, oxitocina, neurofisinas I y JI, B lif.otropina, 
B endorfina, metionina-encefalina y ACTH 1-39 no desplazan la unión de la 12 I-PRL 16 
kDa al anticuerpo. (Tomada de la ref. 30) 



FIGURA9 
Doble inmunocitoquímica en la adenohipólisis 

Fotomicrografias que ilustran la tinción celular observada para a) PRL 23 kDa y b) PRL 16 
kDa en la adenohipófisis. Las secciones de tejido fueron teñidas con técnicas de doble 
inmunofluorescencia. Los lactotropos adcnohipofisarios muestran co-localización de la 
marca inmunológica para ambas variantes. ( *) 



Cerebro. 

In111u110-reactivitlatl tipo PRL 23 kDa en el cerebro 1le la rata. 

Material inmune-reactivo tipo PRL 23 kDa fue observado exclusivamente en el 

hipotálamo, y únicamente en los animales tratados con colchicina intraventricular. No se 

detectó material inmune-reactivo para la PRL 23 kDa en otros núcleos hipotalámicos, en 

áreas extrahipotalámicps, ni en los órganos circumventriculares. Una tinción discreta para la 

PRL 23 kDa fue observada en algunas neuronas del núcleo arqueado (Fig 101), y en las 

neuronas magnocelulares de la subdivisión anterior del núcleo supraóptico (Fig. !Od). Así 

mismo, en el presente estudio no fue posible detectar fibras nerviosas con inmuno­

reactividad tipo PRL 23 kDa en áreas hipotalámicas o extrahipotalámicas en los animales no 

tratados con colchicina. 

/n111uno-reactii>itla1l tipo Prolactina 16 kDa en el cerebro de la rata. 

Material inmuno-reactivo tipo PRL 16 kDa fue detectado exclusivamente en el 

hipotálamo, en animales tratados o no con colchicina intraventricular. Las neuronas 

magnocelulares localizadas en las subdivisiones lateral y posterior del núcleo paraventricular 

(Fig. !Oa), y en el núcleo supraóptico (Fig. !Oc), mostraron intensa inmuno-reactividad para 

PRL 16 kDa. Ningún otro núcleo hipotalámico, incluido el núcleo arqueado (! Ob ), que fue 

positivo para la PRL 23 kDa, mostró 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 núcleos paraventricular y supraóptico (Fig. 11 ), en la región 

retroquiasmática lateral (Fig. 11), en la lamina interna de la eminencia media (Figs. 1 Oe y 

11 ), y en el infundíbulo hipofisario de anímales no tratados con colchicina (Fig. 11 ). La 

distribución de las fibras positivas para la PRL 16 kDa, corresponde a la distribución de las 

fibras que constituyen el sistema hipotalamo-neurohipofisis (3, · 200). En apoyo a esta 

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

Fotomicrografias que muestran la inmunotinción para PRL 16 kDa (a,c,e) y PRL 23 kDa 
(b,d,f) en los núcleos paraventricular, supraóptico y arqueado hipotalámicos, y en la 
eminencia media. Las neuronas magnocelulares en los núcleos paraventricular (a) y 
supraóptico (c) muestraron intensa inmuno-reactividad para la PRL 16 kDa. Por otro lado, 
el núcleo paraventricular fue negativo para la PRL 23 kDa (b). mientras que el núcleo 
supraóptico mostró una tinción débil, pero consistente para la PRL 23 kDa ( d). El núcleo 
arqueado fue negativo para la PRL 16 kDa, mientras la lámina interna de la eminencia media 
fue positiva para PRL 16 kDa (e). En contraste, el núcleo arqueado mostró 
inmunorreactividad tipo PRL 23 kDa, mientras que la eminencia media fue negativa para 
esta variante. 
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FIGURAll 
a y c) Representación esquemática de la distribución de las fibras inmunorreactivas a PRL 16 
kDa en el cerebro de rata. pv. núcleo paraventricular, ca. comisura anterior, so. núcleo 
supraóptico, qo. quiasma óptico, tmca. tracto medial del cerebro anterior, nh. neurohipófisis, 
3 v. tercer ventriculo, em. eminencia media, if. infundíbulo hipofisario. 
b) Fotomicrografia que muestra fibras inmunorreactivas tipo PRL 16 kDa localizadas en el 
borde externo de la comisura anterior (flechas). 



neuronas magnocelulares, fue intensa y especlficamente teñida por el suero anti-PRL 16 

kDa. 

Efectos del ciclo eslral sobre la immmo-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 núcleos paraventricular y supraóptico, así como en la eminencia 

media de animales no .tratados con colchicina. El número aparente de células positivas para 

la PRL 16 kDa varió, de manera consistente, en el núcleo paraventricular a lo largo del ciclo 

estral (Fig 12). La inmunotinción para PRL 16 kDa en este núcleo fue alta durante las fases 

de proestro y estro (Fig. 12 a,b) y decayó de manera· evidente hacia el diestro (Fig. 12c). 

Estas diferencias no fueron aparentes en la eminencia media ni en el núcleo supraóptico (no 

se muestra). 

Discusión 

La PRL es una hormona protéica cuya estructura presenta distintas formas entre las 

que destacan variantes poliméricas, monoméricas, y variantes proteolíticamente procesadas 

(31, 135, 184). Aunque el significado biológico de estas variantes aún no se conoce con 

precisión, se ha propuesto que las modificaciones postraduccionales que sufre la variante 

predominante de la PRL, conocida como PRL 23 kDa, podrían 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 enzimáticamente procesadas poseen no 

solamente acciones tipo PRL 23 kDa, sino que ejercen acciones completamente 

independientes. La PRL cortada, por ejemplo, promueve la proliferación 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 proteolítico de la 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 
Efectos del ciclo estral sobre le expresión del antígeno tipo PRL 16 kDa en el hipotálamo. 

Fotomicrografias que ilustran los efectos del ciclo estral sobre la inmunotinción fluorescente 
para la PRL 16 kDa en el núcleo paraventticular (a-c). La tinción 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). 



PRL 16 kDa, más no la PRL 23 kDa, inhibe el proceso de angiogénesis. La adición de la 

PRL 16 kDa al medio de cultivo inhibe la proliferación y asociación de las células 

endoteliales in vi/ro (29, 68). Así mismo, la PRL 16 kDa aplicada. directamente a la 

membrana corioalantoidea de pollo interrumpe el proceso in vivo de formación vascular 

(68). Más aún, el efecto de la PRL 16 kDa sobre la angiogénesis parece ser mediado por 

receptores especificas. y de alta afinidad, localizados en la membrana de las células 

endoteliales (27). 

Además 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 sistémicamente. Este efecto es opuesto al reportado para la PRL 23 kDa 

sobre la excreción renal de sodio (e.g. 31), y podría también ser mediado por receptores 

específicos 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 regulación de la angiogénesis, la 

natriuresis, y quizás de otras funciones. 

No obstante la evidencia farmacológica que apoya que la PRL 16 kDa pudiera ser un 

nuevo factor regulatorío, poco se sabe aún acerca de su presencia, producción y regulación 

endógena. Uno de los problemas asociados al estudio de la producción endógena de la PRL 

16 kDa es la baja inmuno-reactividad que este péptido posee frente a los anticuerpos 

dirigidos contra la PRL 23 kDa (197). Esto se ha traducido en la subestimación de los 

niveles de la PRL 16 kDa endógena (197). Así, en los últimos años 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 enzimático de la PRL 23 kDa con 

extractos de la glándula 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 adenohipofisarias ( 197). 
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Recientemente, estos sueros fueron utilizados para la identificación consistente de dos 

antfgcnos inmune-reactivos a PRL 16 kDa en el suero de ratones y ratas, así como en 

homogenados de la hipófisis de la rata (197). Dichos antígenos poseen una masa molecular 

aproximada de 14 kDa y 16 kDa. 

En el presente trabajo hicimos uso de los anticuerpos dirigidos contra In PRL 16 kDa 

para elaborar ensayos ,de inmunocitoquímica que nos permitieran localizar posibles fuentes 

de producción de la PRL 16 kDa en la hipofisis y en el cerebro. Nuestros resultados 

demostraron la presencia de material inmune-reactivo tipo PRL 16 kDa en los lactotropos 

adenohipofisarios. Asimismo, se identificó material inmune-reactivo a la PRL 16 kDa en las 

neuronas magnocelulares de los núcleos paraventricular y supraóptico hipotalámicos, y en la 

neurohipofisis, el sitio de proyección de estas neuronas. 

La inmunodetección de material positivo a la PRL 16 kDa en la hipófisis y en el 

cerebro mediante ensayos de inmunocitoquímica, 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 alguna otra variante de 'i>RL, 6 cualquier otro antígeno (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 precisión la identidad del material inmune-reactivo tipo 

PRL 16 kDa en la hipófisis y cerebro de rata, y caracterizar algunas de sus propiedades 

estructurales y funcionales. Por tanto, los resultados de inmuncitoquímica del presente 

trabajo y aquellos obtenidos como el producto del trabajo subsecuente del laboratorio serán 

discutidos en conjunto, en las secciones correspondientes. 

lnmuno-reactiviáaá tipo PRLs 23 kDa y 16 kDa en la hipófisis áe la rata. 

Diferentes patrones de inmunotinción fueron observados al emplear los anticuerpos 

dirigidos contra la PRL 23 kDa y contra la PRL 16 kDa en la glándula hipófisis. El 

anticuerpo dirigido contra ia PRL 23 kDa marcó exclusivamente la adenohipófisis. La 



tinción positiva para PRL en la adenolúpófisis concuerda con estudios múltiples en la 

literatura que demuestran la presencia de células productoras de PRL 23 kDa ó Iactotropos 

adenohipofisarios (102). Asimismo, el hecho de que no se . haya observado 

inmunoreactividad para la PRL 23 kDa en los lóbulos intermedio y posterior de la lúpofisis, 

está de acuerdo con el consenso general que indica que la PRL 23 kDa no es producida, ni 

almacenada por las cé)ulas del lóbulo intermedio, o por las células o terminales nerviosas 

localizadas en el lóbulo posterior de la hipófisis (e.g. 102). 

El suero dirigido contra la PRL 16 kDa, por otro lado, marcó tanto el lóbulo anterior 

como el lóbulo posterior de la glándula hipófisis. Si bien la inmunotinción para la PRL 16 

kDa observada en el lóbulo anterior de la hipófisis esta en consonancia con la posibilidad de 

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

precaución. Mediante inmuno-análisis Western, en el laboratorio se observó que la 

concentración 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). Así, es 

posible que la tinción para PRL 16 kDa observada en la adenohipófisis pudiera deberse en 

parte al entrecruzamiento del anticuerpo anti-PRL 16 kDa con la PRL 23 kDa presente en 

altas concentraciones en este tejido. 

Los ensayos de doble inmunocitoquímica mostraron la colocalización de las marcas 

inmunológicas para la PRL 23 kDa y la PRL 16 kDa en los mismos lactotropos en la 

adenohipófisis. En función de las consideraciones anteriores, es posible que la tinción 

positiva al suero anti-PRL 16 kDa se deba al entrecruzamiento de dicho suero con la PRL 

23 kDa presente en exceso en la adenohípófisis. Cabe recordar, no obstante, que la PRL 16 

kDa deriva del procesamiento enzimático de la PRL 23 kDa, por lo que la colocali1.ación de 

ambas variantes es de esperarse. En base a lo discutido anteriormente, los resultados que 

muestran colocalización inmunocitoquimica de las PRLs 23 kDa y 16 kDa en los lactotropos 

..... 



no son concluyentes. Estudios ultraestructurales podrian definir en un futuro la relación 

citológica que guardan la PRL 23 kDa y la PRL 16 kDa en la adenohipófisis. 

El suero anti-PRL 16 kDa también detectó material inmuno-reactivo a la PRL 16 

kDa en el lóbulo posterior de la hipófisis. El hecho de que tanto el suero anti-PRL 23 kDa 

como el suero anti-PRL 16 kDa marquen la adenohipófisis, e incluso los mismos 

lactotropos, pero que ~olo el suero anti-PRL 16 kDa tiña la neurohipófisis, sugiere que los 

antfgenos detectados por este último suero en la adeno- y en la neurohipófisis son diferentes. 

Sin embargo, el hecho de que la preabsorción del suero anti-PRL 16 kDa con la PRL 23 

kDa y la PRL 16 kDa eliminen la inmunotinción para esta última en la neurohipófisis, sugiere 

la naturaleza tipo PRL del antígeno detectado en el lóbulo posterior de la glándula hipófisis 

por el suero anti-PRL 16 kDa. 

Más aún, debido a que la preabsorción del suero anti-PRL 16 kDa con péptidos que 

se encuentran en altas concentraciones en Ja neurohipófisis como la arg-vasopresina, la 

oxitocina o las neurofisinas I y II, , no elimina la inmunotinción, es posible concluir que la 

marca para la PRL 16 kDa en la neurohipófisis no se debe al entrecruzamiento del 

anticuerpo anti-PRL 16 kDa con péptidos conocid.os que se producen localmente. En apoyo 

a esta conclusión, en el laboratorio se demostró que péptidos neurohipofisarios, a saber 

arginina-vasopresina, oxitocina, neurofisinns 1 y II, B-endorfina, metionina-encefalina, B­

lipotropina y adrenocorticotropina 1-37 no compiten por la unión entre la PRL 16 kDa y su 

suero en el RIA de la PRL 16 kDa (Fig. 8) (30). 

En estudios previos, Pfaffy 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 basó en 

Ja observación hecha por estos autores de que el suero anti-PRL 23 kDa empleado en sus 

estudios teñía la hipófisis intenmedia, y que la tinción para la PRL 23 kDa en la hipófisis 

intenmedia y en el cerebro desaparecía 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 
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empleados en este estudio, sin embargo, no tiñeron la hipófisis intennedia, región 

enriquecida en péptidos derivados de POMC. Esta observación sugiere que la tinción 

observada tanto en la glándula hipófisis 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 conclusión, debe recordarse que al menos el suero anti­

PRL 16 kDa no mostró 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 antígenos tipo PRL 16 kDa en la 

neurohipofisis de rata, estudios recientes del laboratorio han identificado, mediante inmuno­

analisis Western, tres proteínas reactivas al suero anti-PRL 16 kDa en extractos de la 

neurohipófisis (Fig. 13) (30). Estas proteínas 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 proteínas 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 bipofisario. A este respecto, un dato que apoya que la proteina de .. 
25 kDa pudiera ser PRL cortada es la demostración de que la banda correspondiente a esta 

proteína 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 neurohipófisis 

contienen la proteína de 14 kDa con inmuno-reactividad tipo PRL 16 kDa en 

concentraciones aparentemente altas (30). Este medio de cultivo enriquecido en la proteína 

14 kDa, posee electos antiangiogénicos semejantes a los de la PRL 16 kDa sobre células 

endoteliales derivadas de capilares cerebrales. Así, se mostró 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 fibroblástico 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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Inmuno-análisis Western de los medios condicionado~ con ncurollipólisis cullivadas 
Inmunotransferencias de extractos de neurohipófisis (NH) y medio condicionado (MC) por 
neurohipófisis cultivadas (lhr. en Krebs -Ringer a 37ºC) teilidas con el anticuerpo anti PRL 
16K (! :500). Las proteínas se separaron en geles de SDS/poliacrilamida bajo condiciones no 
reductoras (NR) y reductoras (R). Los estándares 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 conclusión, los resultados de inmunocitoquimica descritos sugieren la presencia 

de un antigeno tipo PRL 16 kDa en la neurohipofisis de la rata. La subsecuente 

caracterización de este antígeno apoya que se trata de una proteina con una masa molecular 

de aproximadamente 14 kDa, con propiedades inmunoquimicas y biológicas semejantes a las 

de la PRL 16 kDa. 

Jnmuno-reactividad fÍJlo PRLs 23 kDa y 16 kDa en el cerebro de la rattL 

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

en el núcleo arqueado y en las neuronas magnocelulares del núcleo supraóptico en el 

hipotálamo, únicamente después del tratamiento de los animales con colchicina intra 

cerebro-ventricular. No se observaron neuronas positivas para la PRL 23 kDa en otros 

núcleos hipotalámicos, ni en áreas extrahipotalámicas. Así 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 

núcleo arqueado de los animales tratados o no con colchicina, y en el núcleo supraóptico de 

animales tratados con colchicina (183, 195), n~·~stros resultados contrastan con trabajos 

previos que mostraron que otros grupos neuronales del hipotálamo anterior, además 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 detección de fibras inmunopositivas para la PRL 

23 kDa en nuestro estudio, contrasta con la amplia distribución 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 relación a la 

identidad y distribución de neuronas y fibras positivas para la PRL 23 kDa en el cerebro de 

la rata, sin embargo, no son excepcioniiles. De hecho, las discrepancias entre los trabajos 

publicados han sido señaladas 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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FIGURA 14 
Efectos del medio condicionado con neurobipólisis sobre la proliferación endotelinl 

Incorporación de 3H timidina en células endoteliales en cultivo bajo las siguientes 
condiciones: a) En presencia de FGF (SOpM) solo o en combinación con PRL 23 kDa 
(12.SnM), con PRL 16 kDa (12.SnM), o con PRL 16 kDa y el anticuerpo anti-PRL 16 kDa 
(1: 1000). b) En presencia de FGF solo o en combinación 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 proteína de 14 kDa inmunoreactiva a PRL 16 kDa a una 
concentración final de 12.SnM. *p<0.05. (Tomada de la ref. 30) 



23 kDa empleados para su identificación inmunocitoquímica, como al uso de distintas 

técnicas para el procesamiento de las muestras de tejido destinadas a la inmunotinción. 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 núcleos supraóptico y paraventricular 

hipotalámicos fueron 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 núcleos hipotalámicos, incluyendo al núcleo arqueado el cual fue positivo para la PRL 

23 kDa, ni en áreas extrahipotalámicas. La presencia de antígenos tipo PRL en los núcleos 

magnocclufares hipotalámicos es controversia!. Mientras algunos autores han reportado 

escasas neuronas inmune-reactivas para la PRL 23 kDa en los núcleos paraventricular y 

supraóptico de animales tratados con colchicina (183, 195), la mayor parte de los trabajos 

previos no han documentado la presencia de material inmuno-reactivo para la PRL en ambos 

núcleos magnocelulares. En el presente estudio, solamente las neuronas magnocelulares del 

núcleo supraóptico de animales tratados con colchicina fueron teñidas discretamente por el 

suero anti-PRL 23 kDa, mientras que las neuronas magnocelulares de los núcleos 

supra6ptico 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 núcleos paraventricular y supra6ptico hipotalárnicos 

poseen un antígeno con inmuno-reactividad tipo PRL 16 kDa. 

El significado de la doble tinción del núcleo supra6ptico para ambas variantes no es 

claro. Si bien pudiera considerarse que esta observación sugiere que ambas variantes co-
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existen en las neuronas magnocelulares de este núcleo, también es posible que el material 

inmuno-reactivo a la PRL 23 kDa y la PRL 16 kDa estuviera presente en diferentes 

subpoblaciones de células magnocelulares localizadas en el núcleo supraóptico. Ensayos de 

doble inmunocitoquímica son necesarios para resolver este punto. Por otro lado, es poco 

probable que en el núcleo supraóptico ambos anticuerpos estén reconociendo el mismo 

antígeno (aunque esto.no descarta la posibilidad de su co-localización). Esta conclusión se 

basa en !) los resultados obtenidos en la glándula hipófisis en donde ambos anticuerpos 

tiñeron la adenohipófisis {potencialmente el mismo antlgeno), pero solamente el anti-PRL 16 

kDa marca la neurohipófisis, 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 núcleo supraóptico. 

Finalmente, nuestras observaciones también apoyan que la falta de detección consistente de 

material inmuno-reactivo a la PRL en las neuronas magnocelulares hipotalámicus pudiera 

deberse a la inhabilidad de los sueros anti-PRL 23 kDa para reconocer otras variantes de la 

PRL. 

En resúmen, la presencia de material inmuno-reactivo a la PRL 16 kDa en las 

neuronas magnocelulares de los núcleos paraventricular y supraóptico, la presencia de 

material inmuno-reactivo a la PRL 16 kDa en la neurohipófisis, la caraterización de este 

material como predominantemente asociado a una proteína de 14 kDa con propiedades 

inmunoquímicas y fisiológicas tipo PRL 16 kDa, y el hecho de que las neuronas 

magnocelulares de los núcleos paraventricular y supraóptico proyecten a la neurohipófisis 

(3, 7, 161, 193, 200), sugieren que el sistema hipotálamo-neurohipofisario produce 

fragmentos de PRL con propiedades antiangiogénicas. En apoyo a esta conclusión, fibras 

nerviosas positivas para la PRL 16 kDa se localizaron corriendo entre los núcleos 

hipotalámicos, el supraóptico y el paraventricular, en el tracto medial del cerebro anterior, en 

la región retroquiasmática lateral, en la lámina interna de la eminencia media, y en el tallo 

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



distribución reportada para las fibras vasopresinérgicas y oxitocinérgicas que constituyen el 

sistema hipotálamo-neurohipofisario (3, 7, 161, 193, 200). 

En apoyo a la posibilidad de que material inmune-reactivo a la PRL 16 kDa sea 

producido localmente en el sistema hipotálamo-neurohipofisario, estudios recientes 

conducidos en el laboratorio identificaron el ARN mensajero que codifica para la PRL en 

preparaciones de ARN total del núcleo paraventricular, después de la amplificación de la 

fracción del ARN mensajero por la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (Fig 15) 

{30). El hecho de que no se hayan podido detectar transcritos alternativos después de la 

hibridización 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-rcactividad tipo PRL 16 kDa sea el 

resultado del procesamiento enzimático de la PRL 23 kDa en las neuronas magnocelulares. 

En apoyo a esta idea esta la presencia de una proteína de 25 kDa en los homogenados de la 

neurohipófisis y del núcleo paraventricular que desaparece de los geles cuando las muestras 

son corridas en presencia de agentes reductores di;.enlaces disulfuro, lo que sugiere que esta 

proteína es PRL cortada, el precursor inmediato de 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 núcleo paraventricular y de la neurohipófisis, siendo en esta última donde 

la actividad de estas enzimas es mayor (Fig. 16) (30). 

En conjunto, los resultados de inmunocitoquimica y bioquímicos discutidos sugieren 

que: 1) el sistema hipotálarno-neurohipofisario posee la capacidad de producir proteínas tipo 

PRL, y 2) que la PRL cerebral es estructuralmente heterogénea e incluye una proteina de 14 

kDa con propiedades inmunoquímicas 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 anti~giogénico en el sistema 

hipotálamo-neurohipofi~ario es poco claro. Cabe seílalar, sin embargo, que las neuronas 

magnocelulares producen los factores de crecimiento fibroblástico y vascular (67,87) y que 
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FIGURA 16 
Actividad de corte para la PRL 23 kDa en el núcleo paraventriculary en la 

neurohipo!isis 
Inmunotranferencias teñidas con el anticuerpo anti-PRL16 kDa que muestran la proteólisis 
de PRL 23 kDa (2ug) después de la incubación con membranas (3ug de protelna) de núcleo 
paraventricular (NPV) y neurohipófisis (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 preparación). 

Efectos de los estrógenos sobre la in11111no-reactividad tipo PRL 16 kDa en el hipotálamo 

dela rata. 

Estudios previos han demostrado que la concentración de proteínas inmune-reactivas 

tipo PRL en el hipotál¡uno de ratas hembra es mayor que en el de las ratas macho (41, 46, 

48, 51). También ha siclo documentado que Ja ovariectomía en ratas, conduce a una 

reducción de la concentración de las proteínas con inmuno-reactividad tipo PRL en el 

hipotálamo (46, 48, 51). Este efecto es revertido cuando los animales son tratados con 

estrógenos. Los resultados descritos han conducido a Ja idea de que la producción de la PRL 

en el hipotálamo, al menos en ratas hembra, pudiera ser regulada por los niveles de 

estrógenos séricos. 

Con el objetivo de evaluar esta hipótesis, ratas hembra fueron sacrificadas en 

distintas fases del ciclo estral, y sus cerebros procesados por la técnica de 

inmunofluorescencia para Ja detección de Ja PRL 16 kDa. En concordancia con los 

resultados previamente descritos, y obtenidos a través de Ja técnica de inmunoperoxidasa, 

solamente las neuronas magnocelulares y las fibras asociadas al sistema hipotálamo­

neurohipofisario mostraron inmuno-reactividad para la PRL 16 kDa en los cerebros 

procesados en distintas fases del ciclo estral. Por otro lado, se observó una variación 

aparente en el número de neuronas positivas para la PRL 16 kDa en el núcleo 

paraventricular a Jo largo del ciclo estral. Un mayor número de células inmune-reactivas 

para Ja PRL 16 kDa fueron observadas en este núcleo durante las fases de proestro y estro, 

mientras que Jo opuesto fue observado en el diestro. Estas diferencias fueron también 

evidentes en la eminencia media, región que concentra Ja fibras el sistema hipotálamo­

neurohipofisario en su paso hacia la neurohipófisis, y ausentes en el núcleo supraóptico. 

Nuestras observaciones, aunque aún preliminares, apoyan Ja idea de que los niveles séricos 
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de estrógenos pudieran regular la producción de la proteína típo PRL 16 kDa en el 

hipotálamo de las ratas hembra. 

El mecanismo por el que los estrógenos pudieran ejercer sus efectos sobre la 

producción de la proteina tipo PRLl6 kDa en el núcleo paraventricular, sin embargo, aún es 

incierto. No obstante ello, estudios· autoradiográficos previos han demostrado la presencia 

de receptores para estr,ógenos en las neuronas magnocelulares de los núcleos paraventricular 

y supraóptico (163, 167, 177, 181). Es interesante el hecho de que el núcleo paraventricular, 

y no el núcleo supraóptico, parece ser especialmente rico en receptores para estrógenos 

(167, 177). Esta diferencia en la densidad de los receptores para estrógenos pudiera explicar 

el porqué los efectos del ciclo estral sobre la producción de la proteína tipo PRL 16 kDa son 

mas notorios en el núcleo paraventricular que en el núcleo supraóptico a lo largo del ciclo 

estral. Así mismo, en apoyo a que los estrógenos pudieran tener un efecto sobre las neuronas 

magnocelulares hipotalámicas, recientemente se han demostrado variaciones en la actividad 

y morfología de estas células durante las distintas fases del ciclo estral (137, 138), y cambios 

en su morfología como consecuencia de la ovariectomía en la rata (35). También ha sido 

docum~ntado que los niveles séricos de estrógenos modifican la liberación de oxcitocina y 

vasopresina, hormonas ambas producidas por las neuronas magnocelulares hipotalámicas 

(167). 

La respuesta diferencial de la neuronas magnocelulares en los núcleos paraventricular 

y supraóptico a los estrógenos, por otro lado, no parece ser un fenómeno aislado. 

Respuestas heterogéneas de las neuronas magnocelulares localizadas en estos núcleos han 

sido descritas después de la estimulación osmótica {136). Estudios previos han demostrado 

que la expresión del ARN mensajero para la vasopresina {22, 122, 180), as! como la 

acumulación de citidina (73) y tirosina (134) tritiadas después de la ingestión de soluciones 

hipertónicas de cloruro de sodio, es mayor en el núcleo supra'óptico que en el núcleo 

paraventricular de la rata. Así mismo, la estímuiación osmótica eleva los niveles de expresión 

del factor de crecimiento insulina tipo 1 en el núcleo supraóptico, pero no en el núcleo 
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paraventricular (!). L~s respuestas diferenciales de ambos núcleos hipotalámicos a distintos 

estímulos pudieran resultar de las diferencias en la organización intrínseca de los núcleos 

paraventricular y supraóptico (1). 

En base a ·las observaciones anteriores, parece factible que la producción de la 

proteína tipo PRL 16 kDa en las neuronas magnocelulares hipotalámicas, al menos en el 

núcleo paraventricular de las ratas hembra, pudiera ser regulada por Jos niveles de 

estrógenos séricos a través de receptores específicos localizados en estas células. 

Adicionalmente, es interesante especular acerca de que Jos estrógenos pudieran incrementar 

la producción de la proteína tipo PRL 16 kDa en el hipotálamo facilitando la expresión del 

gen de la PRL, cuyo ARN mensajero ha sido detectado en homogenados del núcleo 

paraventricular (30), a través de los elementos responsivos a los estrógenos localizados en el 

extremo 5' de este gen (116, 117). 

El significado biológico de las variaciones observadas durante el ciclo estral en la 

inmuno-reactividad tipo PRL 16 kDa en el núcleo paraventricular de la rata es aún 

desconocido. Es posible, sin embargo, que las variaciones de esta proteína pudieran estar 

asociados a cambios en el balance hidroelectrolitico durante el ciclo estral (167). En apoyo a 

esta posibilidad, evidencia reciente ha demostrado que Ja PRL 16 kDa incrementa la 

excreción renal de sodio después de su administración sistémica (Clapp y Sarnson, 

resultados inéditos). Se ha sugerido que este efecto pudiera ser mediado por receptores 

especificos localizados en la membrana celular del epitelio renal (26). Además, desde hace 

tiempo se sabe que las neuronas magnocelulares participan en la regulación de las 

concentraciones de electrolitos y agua séricos, a través de la liberación de la vasopresina 

cuya secreción también parece estar regulada por los niveles séricos de estrógenos (167). 

En conclusión, estos resultados preliminares sugieren que fluctuaciones de los niveles 

séricos de estrógenos a lo largo del ciclo estral pudieran ser responsables de las 

fluctuaciones en la producción de la proteína tipo PRL 16 kDa observada en el núcleo 
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paraventrlcular de la rata hembra. Mayores estudios se requieren para documentar y 

confirmar esta posibilidad. 
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