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Bioacti1ülad de pro/acrinas 11e11rvilipofisiarias. 

Introducción: 

la existe11cia de todo ser 1•il'o 

dema11da el ma11te11imiento de 11na 
co11stancia de su medio imemo. Esta, es 
el resultado de una compleja integración 
funcional de Jos e/eme11tos celulares que 
conforma11 al organismo. 

Existen diversos niveles de 
integración funcional, dentro de los 
cuales se incluyen al celular, tisular, 
organfstico y sistemático., y de cuya 
interacción coordinada se definen sus 
diversas funciones. 

A nivel ce/11/ar el ma11te11imiellfo 
de Ja función depende de meca11ismos 
variables. Estos. plieden incluir por 
ejemplo, la sistemdrh:aciÓn de una ruta 
metabólica exisí;Ju;";h u11fl célula por sus 

productos r~~¡j/J'/jhteiiO:/kÚ11, en algunos. 
casos, Ja i~ptel'ñ,élíiaci6',1 déu11a ruta· 
metabólica ;,¡,e~~ ,;;edidi1te la expresión· 

- \• ·~. .,; ' ' ·,·, . . ··-···· _. 

de una e11zifria ofactor. de regltlación 
a11tes inexistemé1• 

Sin duda algu11a ,;;,ª ~'!. l~fonnas •• •· 
más complejas de regulacióii.ce/Úla~ es 
resultado de Ja acciónde lnei;}~j~;os 

< .·,:·:.<·_,_- ,!·,-¡·> .-~¡· : ' 

qutmicos capaces de modijicardiversas: 
esferas de Ja fu11ción:;)3elula/UE1t~s~; 
mensajeros son respo11sa/Jús de•'ia . ··. 
com1111icación ce/11/ary por coi1sigilie1iie. 
de su ft111cio11amie11tc;codfcti;iJcio1.'í: ' 

los men~aje:~;. q1i'imi;~s: se 
pueden clasificar Ú· dfrérsas foimas 
depe11clie11do de lit origen de"s11f~rnza 
de accic511. De ta/forma los meflsaje~os de 

11aturaleza hormonal o enclc5cri11a se 
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caracteriza11 por ser si11tetizaclos por u11a 
glá11d11la que los secreta hacia el torreme 
sanguíneo, a través del cual acceden hacia 
tejidos y células blanco distantes 
modijicando sus accionesl,2. 

Adicionalmeflte los mensajeros 
qutmicos incluidas las hormonas, pueden 
mediar la comunicació11 celular local 
modificando el funcionamiento de la 
propia célula que los produce (factores 
autócrinos) y/o de células vecinas 
diferentes (factores parácrinos)'.2. 

En última instancia, la selectividad 
de la acción de los mensajeros químicos 
y en particular de las hormonas desca11sa 
en su interacción co11 receptores 
específicos, Jos cuales son proteínas 
especializadas capaces de reconocer, 
transducir y e11 algunos casos ejecutar el 

111ens~je·······•·horl'llo!1ál'};cie'~,•m~11era 

..... r?c:~:s:; ·~f ;;f i1t:~¡]e0J:,,~:; ::; 
·. co171¡}árrimienrasce1ú1éésY~s ~n general 
· ftmc/6,;dé lá11atÜrál~~a'qiiímica.de·'1a 
pf'Jpiá'honn<J:;'tii> ···· ~r 

.~ Es 0C:om~ifl ,</uf las h?rnwnas 
.·· ejerzandi[ere~tes ;efectJs• l'filire la ~isf11a 

· · ·.•· cé1uía'b1ahé:o: 'P~, eje:iii101~i·~~r"J~i1as 
··,f dé origiinpéptfdicfcd',;¡o klin!ulffiiJ so1i 

··•.cqpa"é~s J~ pf,~ni'~J·~~I~o~r~ ·;r ~ismo 
·b1aiico·acci°,i1estan 'dii;ersas'qúi/lúeden 
ir desde t'a inhd;Ú~ciÓ~I (/Je iúl~. ;uta 

.·. metabÓiica, e;l'esie' ca~'o·/}articular el 
transporté de gluco;a, h:i~t~ l~ ;;guladón 

• . '.·. '. • ' .. '.. . ; - , , ' e \ -,_:. ~ '· ' 

de eveiítos. más' tardíos como lo es la 
progresió11 del ciclo celulafJ•4. 



Bioactil'idad dt• pro/actinas neurohipo{isiarias. 

Dura11te mucho tiempo se trató de 
buscar una e.\plicació11 para e/lfender la 

diversidad f1111cio11al de las hormonas. 

Actualmente existe11 diversas hipótesis 
que tratan de e.\p/icar la multiplicidad de 

eventos mediadas por un mismo 

mensajero qufmico. En todas las hipótesis 

propuestas existe un coml411 

denominador: la heterogeneidad 
molecular de los componentes del sistema 

i.e; hormona, receptor, y elemelllos de la 

señalización intracelular3·"· Una de las 

hipótesis se basa en que la heterogeneidad 

molecular de u11a misma hormo11a define 

una familia de moléculas similares, pero 

lo sujicie11teme11te diferemes como para 

ser reconocidas de ma11era diferencial por 

un mismo receptor3·"· Esta imeracció11 

difere11cial defi11irfa la tra11sducció11 de 

efectos diferentes y, en co11seciíe11cia cada 
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A 

• • 
B 

• 
miembro de. lafan1ili~·ho'rmol;J1 ejercerfa 

fu11cio11es ~~peÚ¡id~s /#Ígiira · / J. La e .. • .- ..... ··-· ,, .. ', 

heterogeneiaad m'Ólfrulifr. de los 

me11sajeros,q11fpicai;·~~~1·1ri:iuirfa asf a 

explicar la divir;id~<Í]1i~íci~11a'1 de las 
hormonasJ~i 1 >~ '.··:-' ·;~::~: 

- •t·r ' ';':.::-:. 

Otra delas hí/}6tesis propuesta se 

basa e11 q~ié i?sF:TiJ;'fí~]e~~ge11eidad 
molecular de loS're~~pto~~sfreme a 1111a 

' • '"'- ' . ·: -~ - ,C.,. ) : ' ;_ .. ,, , ; • , __ 

misma hormo_i1a;Jes pe'17Jitiaéoplarse a 
mecanismosde trál1idúcció11 aijere11tes y 

co11sec11e11 te~1eí1íe · d~~~·1;cade11ar 
respuestas difere11tes ( FiÚ;a' i Y'"' 1. 

Fi11aln1e11t~sehap'r<1puesto la 

combinaci<ín de las dos hipótesis 

• • 
Figuro J. Diferentes fornuis de crear dii'ersidad 
en la regulación ejercida por agentes químicos. 
Pueden existir familias de hormo11as (A), 
receptores (B), hormo11as y receptores (C). Cada 
uno de ellos, potencialmt•flle puede re .~11/ar u11 
e1·ento diferente en el misnw blanco. 



Bioactii'idad de pro/actim¡r 11e11rohipo{isiarias. 

anteriores i.e; familias de receptores, 
acoplados a mecanismos de transducción 
diferentes, especfjicos para cada 11110 de 
los miembros de la familia 
hormona/12,13 (Figura I ). 

Uno de los objetivos centrales de 
nuestro grupo de investigación es 
justameme el eswdiar el significado 
funciona/ de la heterogeneidad de los 
mensajeros qufmicos teniendo como 
modelo de estudio a la hormona proteica 
prolactina (PRL). Por ello el presente 
trabajo de tesis se enfocó 
fundamentalmente, a la caracterización 
biológica de dos antfgenos tipo PRL de 
23 y 14kDa de peso molfcu/ar, 

recientemente descritos en el slsi~'¡,¡~ 
hipotálamoneurohipofisi°.rio·~~ la rátá . .... . 

.. ,c1ó:.::·:~:r~óli~Wr;#'.~·fi:: 
generales de esta t'esis,'i~;,~·~~e~e: revisión 
de las caracterfs~c~ di{io~;,¡Ú"in/Jr~s que 
integran d laf~'n,¡[j"¡¡·;r~tiicri d~ki~RL; 
sus rec~pt~;~s'h .fneca11ismo . de 
tra11sd11cci6n• y.TJr sÚÍos' dé ,;(;úésiS y 
secreción. 'Potré;/;;r~~;,(~i'ie }Jés~ribén 
como a11téc~~e;i~es···· ill;;a;cit~t·l()s 
hallazgós -:'°¡(/brT'las~7PRLS 
11eurohipoflsia;iosq11e dieroll /Úgar a e;ta 
tesis. 

4 



Bioactil'idad de prolactinas m•urohipofisiarills. 

Antecedentes generales: 

a. Prolactina. 

La PRL se caracteriza por 

involucrarse en la regulación de una gran 

cantidad de eventos fisiológicos. Es tan 

versátil que sus acciones incluyen más de 

80 efectos conocidos que van desde la 

regulación de la secreción de la leche 

durallte la lactancia, que es su función 

má:: conocida, hasta el 

desencadenamiento de procesos como 

son la respuesta inmune y la generación 

de patologfas como el propio cá11cerl4-JS 

(Figura 2). 

El hecho de que la PRLprom11e1ia 

respuestas tan diversas se ha• tratadOde 

explicar· enful1ci~idde tós(diferiiiues 
.· . _,: : ; . ".: ·~'--·' . ',., ' ~...:~ - - -' 

mecanismos rifle éieran la dii•ersidad en 

la mediaci6n de.efectos Íwrmonales y que 

anteriormenteiueron emmciadosJ,14-17. 

Por ejemplo, se sabe que esta hom1011a en 

realidad existe como una familia de 

variantes moleculares y se ha propuesto 

que cada una de ellas podrfa promover 

efectos espec(ficoslS-16. 

Las variantes de la PRL, en la 

mayor/a de los casos descritos, son 

producto de modificaciones 

postraducciona/es de /a forma molecular 

predomi1u111(~1s:u. Eúa 1iariante 

predomi1u1úte, para ~/ ca;c) de la rata, 
, .. , -·~· ;.oc.~·; ·.1 ·,: ;·,·~< ... 

tiene una secuenci11primária constituida 

por 198 ami11odcicl()s)FigÚra 3 ), y 1111 

peso molecúalr de i3W~,; ~azón ·por /a 

5 

Figura Z. Ei·e11tos dese11cade11ados por Ja 
pro/actina (PRL) ll/ i111allccio11ar con su receptor. 



BioaclÍl'idatl de prolac1i11as 11e11rohipofisi11ri11s. 

Figura 3. Es1ruclUl'a de la prolac1ina de rala. La 
estruclUl'a ~ercit"ria de la hormona se es1abiliza por 
la formac1ó!' de 1res puenles disulfuro. Como 
cons~cuenc1a se crean lres asas de diferenle 
longllud. Las mds pequeñas se ubican hacia las 
regiones amino y carboxilo 1erminal. El asa 
mayor se ubica en la región cenfral de la 
mollcula. 

cual se ha denominado ge//éricarn~1ue 
como PRL 2JK2,14:16 (Figura J ). 

La PRL ÚK.está·sujeta a· 

modificaciones ~ost;ad1~cCib11/es; ;a/es.· 

como: fosJoril~ci6;;;-ileia'!1idación 
glicosilación, "§. Íirot~ó/i;(s1s,16.' Po; 

ta11to, las variant~s moleculare; de la 

PRL, i11cluye11 formas Jo'sforil~d~sis-20, ··· 
cortadas21·2J, g/icdsi/~dd~l6;Ú 
desamidadas16 y agregados irió1e~;1lare;. 
que a su vez compre1ide11 dfmeros.y 

oligómeros17·25. Pote11cia1/niJite'~iodas ·­

estas variames podrfah i11i1Jillf~arseef1·1a. ··. 

modulación de difer~Íífef/e{;~ntds . 
fisiológicos' 5·t6. pa~a~~bo;dd'r' ~síe 
problema fue req11isifb'i1;di~b~11sable ~/ 
dimio de liioe11sayos qúep!idl~sel;"Jiedir 
las accio11es de. cá~i~ '\:~;;i11tefco1ieÚJ. 
caracterizarla's bio/ógifa'me;;~~. ·. 

los eJ1say'Os pa1:ci -,t¡edir la 

bioactMdad de hc!rm<>l~a; "tipo;;PRL o 
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/actogé11icas so11 diversos. Uno de /os 

que primero se utilizaron fue /a 

estimulación del crecimiento y de la 

actil'idad secretora de glándulas mamarias 

poco desarrolladas in vivo e in 

vitro15•16•26·28. Este modelo dió lugar 

al diseño de bioensayos in vitro más 

se11sibles, basados en la estimulación de 

la proliferación de células de los epitelios 

mamarios en cultivo y de su actividad 

secretora detenni11ada mediante la sf11tesis 

de novo de protefnas espec{ficas de la 

leche, como la casefna26,27, 

Otro bioensayo, clásico basado en 

la medición de la actividad mito génica de 

la PRL es el que utiliza al buche del 

pichó11. En · 1as a1•es de la /ami/a 

Col umnidae,. el epitelio. que reviste: al 

fJuche_o_s~cO esÓfági~(), prólifua )de 

forma esp~cf/ica ~1iresp1~ita b3.1a'PRL2ª~ 
Por lotamo la adriflistr<Íción ldéal ,.de 

;:::;~:·1};}·~.1~q! f~;'1¡ ;;.:,~; 
celular y p~s~ de eile te]idf;a, .. 

estos 

.métodos presei1t~11 lma gr~n desl'ellfaja: 

S~IÍ pqco sensible;, Se necesitan niveles 

};~~,.'r1~1u1Jes altos (nM-µM), para 

- . desencadenar un efecto medible, lo cual 

c()~ftiiuye u11 obstáculo importa11te para 

\•alora?la actividad biológica de las 

l'aria1ítes moleculares de la PRL 

presentes en co11centracio11es e11d6ge11as 

bajas (pM-11M). No fue sino hasta la 

década de los ochentas cuando Ta11aka y 

colaboradores desarrollaron el bioe1;'sáyo. 

basado e11 la estimu/ación de·· la 



Bioactil'idad de pro/actinas llt'llrohipo{isiarias. 

mitogénesis de las células Nb229,Jo. 

Estas células se derivan de 1111 linfoma 

m11ri110 generado a partir de linfocitos T 

en Ja rata, y poseen la peculiaridad de 

depender de PRL para proliferar29,Jo. 

Además de ser un bioensayo especifico 

para PRL, posee una sensibilidad capaz 

de detectar concemraciones hormona/es 

end6genas con una sensibilidad 

comparable a la del radioinm11noensayo 
(pM-nM)29,32. 

Utilizando u''º 11 otro de estos 

bioensayos se ha establecido que algunas 

variantes de la hormona podrfan ser 

capaces de ejercer efectos semejantes a 

los producidos por /a forma mono'?'érica 

de 23kDa. Por ejemplo, l~ modif;~cicf611 
proteo/ftica de Ja PRL l3K poÓrát~asas . 

ácidas de: ia"familiiúde:'{(J.~atepsiúa 
produce u~ co~te:e~'á'.~sdfd~ Y;;;j~j. 
tama,io a niv~i ite' /()S (i',;,ifiÓácidos y e Pi4 

y L-145,/esr~:.ge~íeili d:Ja.v~riant~ 
conocida como <PRL·,cctfta'd(i 

( PRLc J22; 33~~~. :i~s;f'~?c ;c"D~paf.t~ 
efectos de ~la 'PRL 23k,''~'J"ilíb S~~ 1á 
estim11/aci6n(Ú t~'.¡/,.'Ji/if~r~ci6n de las 

células Nb2 y Í~ si1~tesi;"(Ji'~~s~fna por el 

epitelio manidfiO~Jí~ ~~Úi~¡;1s,16,26,2B. 
Máii~~ort~i;fe,si~ ~mbargo, se 

obsen•6 q~(!Ei¡~'{PRLc, ~demds de 

desencade,iar/Os '~í;ki'itos mencionados, 

posee efeáOs' nfl~\ios que no son 

compartidJ~ ~of1°Í~~PRL 23K fntegra. 

Asf. a dife;énciéd~ la PRL 23K, Ja 

PRlc, es . capa~ de estimular la 

pro/iferacÚ,; '<Í~ /~s gonadotropos y 

tirotropos hipc;f;~f~ri~s, i.e; tipos 

7 

ce/11/ares que se encargan de sintetizar a 

las gonadotropinas (hormona /11teiniza11te, 

Ja hormona estimulante delfolfculo, y a la 

hormona estimulante de la 

tiroidesJ2,JS,J 6. Por tanto, se ha 

propuesto que la varia11te cortada de la 

PRL podrfa representar un factor 

parácrino regulador del crecimiento en la 

adenohip6jisis. Dada que la hormona 

fntegra no ejerce efectos pardcrinos, es 

posible especular sobre la posibilidad de 

que dichos efectos resulten de la 

activaci6n de receptores especf/icos para 

la PRLc36. 

Otro ejemplo interesa11te en el cual 

. se pone a prueba el significado funciona/ 

de las variantes de la prolactina para 

ejercer diferentes acciones lo constituye 

sifltdud<l i:J/g11'1a ·.el fragmento amino­

. ter"Tninal de l6kDa de la PRL conocido 
como PRL l6K22,2J,J4. 

b. Prolactina 16K. 

La PRL /6K resulta de la 

red11cci6n del puente disulfuro intermedio 

de la PRLc22,23,J4. La PRL /6K 

también ejerce. a-unq~e con menor 

potencia, muchos de los, efectos. de la 

PRL 23K como son· la esÚmul~ci6n de la 
' ' 

pro/iferació1Íde,, Íos epitelios'mai1lari~6. 
y del ~11ch~ 'de/}~1?~6;¡ 'ctsi como la 
estini11lacióil.d~~-i~'; ;,¡-it6gé1l~sis de las 

célutds Nb2i6;21.i?s; biéll sobre el 

epi tdio ·m~;;,¿,:iol~ ~.dtencia mitogé ni ca 

e; si~1llar a' la dela PRLÍJK, sobre los 
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otros dos bioensayos s11 poteneia es 
menor27. 

Por otra parte, se ha obsen•ado 

que la unió11 de la PRL 16K a los 

receptores de la PRL difiere entre los 

diferentes órga11os blancoJ7. Por ejemplo 

la afinidad de dicha unión con respecto a 

la observada para la PRL 23K es menor 

en el hfgado, similar en el cerebro y 

mayor en el riñón31. Este hecho sugiere 

la posibilidad de que la PRL l 6K fuese el 

ligando natural de loJ receptores renales y 

mediar en este tejido los efectos de la 
PRLJ7,Js. 

Más significativo es alln el hecho 

de que se Izan identificado sitios de w1ió11 

específicos, sat11rables y de alta afinidad 

para la PRL 16K, eii.mef11brar1as aisladas 

de dichos óriaííos;(cérebro; Jztgado y 

ri1ión). Esti haÚazgb ~1~gier~ su posible 

identidad de recl!ptorés y por tanto, la 

existencia.def;ncib;;es'pr~pias para la 
PRL 16KJ7,Js''i ..... ·.. ·. 

A 

B,C 

~ . 
. 

rd 

" 
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Recientemente Clapp y D 
colaboradores, mostraron que la PRL 

16K, más 1w la PRL 23K, inhibe la 

formación de capilares sangufneos o 
angiogénesis39,4o. 

e.Efectos antiangiogénicos de 
la PRL 16K. 

c.l. Angiogénesis. 

La formación de 1111 n11e1•0 1•aso 

capilar es compleja, ya que demanda la 

Figura 4. A11giogb1esis. En la figura se 
muestran las fases fundamema/es del proceso 
angiogénico. (a) degradación de la membrana 
basal, (b) pro/iferaci(m, (e) migracitln y (d) 
clift•rt•11ciaci<Sn. 



Bioactil'idud de pro/actinas neurohipo{isiarius. 

regulación de cuatro fases secuenciales 
41-4s (Figura 4 ): 

a) !.A degradación de la membrana basal 

que recubre al capilar; 

b) la proliferación de las células 

endoteliales ; 

e) la migración y asociación de las células 

endoteliales en estructuras tubulares; y, 

d) la diferenciación final del endotelio 

capilar mediante la producción de una 

nueva membrana basal. 

La degradación de la membrana 

basal ocurre gracias a la sfntesis de 

proteasas esécfJJlaf'.'~o~ipárié d~ las. 
propias c.tlula~:~J,'d~t~Ílal~si.~-4S~· UÍ1a .. 

vez que dic}Ü¡ th~m~;~,ifis/l/a eÚmiflado, 

las células eHdoff1i'at~s ;~r<!~~c~n J 
secretan factor:es:(aizgiogí!iiicos~· que 

f avorece11··· s~ ·}c1/p_i~"{·pJq1if~Eª~.ió~, : .• 
migración y (Jsociació110'Estos pertel1eCen .. 

a la fa,;¡ltid) d~·?lq~ fa.ct~~es ·de 

crecimientq41.~.~~. tÚnd} de JósfááoreS 

proliferaiiv"o°S~m'ds,Jm~~'ri;iíl'te-r¡;~p~ ~;tas 
células, di;cubiea~>p~r "iloffmán y 
Gospodarci~ic·;.~/e(/JFGF, b ftictor de .. 
crecimientO b~dsic() './derivado· de 

fibrob/ast~~~6·!(i.\úi~j;.ü(ra 'serie.de. 

factores qiÍ~ ··· tambÚ1i s~i, ~l1/1a~es ·de 
, ... _ .. ., .. ,, ..... , . 

promover lá angiógéflesis; tales'etcaso 

de la angiogenbÚJ, el(~~t~rde crecl:niento 
derivado d~.p-laqúeias,e/factor .de 
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crecimiento endotelial vascular entre 

otros46•47. 
Sin embargo también existe una 

regulación negatii'a del fenómeno 

angiogénico promol'ido en muchos casos 

por factores de tipo pept(dico como son el 

factor natriurético atrial, la 

trombospondina, el factor 

antiangiogénico derivado del cartflago y la 

recientemente descrita PRL 
J 6K 39,40,48-SS. 

c.2. Efectos anliangiogénicos de 
la PRL 16K. 

Las acciones antiangiogénicas de 

la PRL 16K son de particular interés para 

nuestro grupo de inmtigaci¡Jn,'.debido, 

entre otros factores, a q~e di~h~s)ifectos 
ª/ltiangiogénicos .. sul:;e1~e1;i q~é ~sta 
•\iQri~~J~:;de?~~?;'pódrÍ~·,~~'<i/íúi~~ir íma 
n11e'vi:i .hormona involucrada en la 

. r~guk1dón de n11el'asf1111ciones. 

El efecto antiangiogénico de esta 

variante se ha reportado tanto in vivo 
como in vitro. E11 el primer caso la PRL 

. 16K es capaz de abatir la proliferación de 

células endoteliales de origen bovino y 

humano estimulada por bFGFJ9,4o. El 

efecto inhibitorio tambié11 se prese11tó 

sobre la acción proliferativa del factor de 

crecimiento endotelial vascula~o. E11 
ambos casos la· i1Íhibl~ió;¡<~~ ·.la 

proliferaci611 fue depe~1dieflte de· Ú </~sis 
de PRL. l 6K Ylllo~rró Íií1a 'pot~nci~ del 

· ord~n · 1,,.j.19,40. E:/,'<:ílu1ai'el1'do/;!i'a1;s 

b1Jl'inas cultivadas e11 matrices de 
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colágeno la PRL 16K inhibió la 

asociación celular en estructuras n1b11lares 

semejantes a capilares, el efecto sobre la 

asociación no se debió a un posible efecto 

tóxico de la PRL 16K hacia las células ya 

quefue reversible, es decir las células se 

reasociaban entre sf cuando la PRL 16K 

era retirada del medio de c11ltiva46. 

El efecto antiangiogb1ico in vivo 

de la PRL 16K se demostró al inhibir la 

formación de vasos sanguíneos en la 

membrana corioalantoidea del embrión de 

pollo40. 

La supresión de la angiogb1esis 

promol'ida por la PRL 16K no se debe a 

un antagonismo de la hormona hacia el 

receptor de bFGF, ya que la PRL J 6K no 

modifica la proliferación de células blanco 

de este factor como sucede- ~on los. 

fibroblastos3 9. Asimii~o//ciJ'nió se 

menciona más adelante, seha descrito, ia 

existencia de posibles receptore~ para/a 

PRL 16K en membranas a/Stadas de 

células endoteliales37. 

Dado que la PRL ÚK~IJº 'mostró 

efectos sobre la allgiógtnesis los 

hallazgos indican que'sob~'e ei~ndote/io 
la forma biológicame/l'reaf:~í~a es la PRL 

16K, y por lo tant~ 's~~' ~videncias en 

apoyo a que ta' modificación 

postraducciona/ (proteólisis) de la PRL es 

un mecanismo determinante de su 

dfrersidadfuncional. 

Por otra pane, se ha documenta<UJ 

también la posibilidad de que ta·· 

heterogeneidad molecular de los 

JO 

receptores a PRL pudiese11 cofl/ribuir a 

e.1plicar la dil'ersidad de sus efectos. 

d. Receptores: 

los receptores de PRL pertenecen 

genéricamente a la familia de receptores 

para citocinas en los cuales se incluyen la 

eritropoyetina, la hormona de crecimiento 

y las interleucinas56.S7. 

Hasta ahora se sabe que existen 

tres variantes moleculares de receptores 

lactogénicos es decir, los responsables de 

mediar los efectos característicos de la 

mayorfa de las isoformas integrantes de la 

familia de las PRLs. Adiciona/mente se 

puede incluir a un receptor especifico para 

la variante.de PRL16K que si bien, no se 

.. h~ card~teriz'a~o~'éstrúcturalmente del 

todo, ,;~paf~¿;~~;i~11~cer a esta familia 

· .. dereeeptores~~~Js;··· ·. . .. 
·· .· LÚ ;res~~Jcepr~~es;.a·PRL han 

'sido clonad_Ós )'s~.Co1i;c/sú ieéuelicla 

prifllari~ y .e~1 algU11.~~ ~4s.°'s !11 ~struciura 
ie;c~iaric13:37,ss,i9~ Ld; tres ,isofom1as 

Son gli~opr~te,fn~f qI1e estanco~stit11,idas. 
fu11danlellaÍm'e~ue·:~~r, t;~~ '(JÓmit1io~ 
. estrüctu!ift~S:tei 7é~r}as'éi"i:iaT;· el 

transmem6/al1a/Y el. citop/ásmiéo; este 
• -·· --·-· ·~·· - .. -'" - . x:- '"'.,; "'' , , 

último,; encargado de llevár. a cabo Ja 

tra11sd1~~ci6~1d'e la "s~~1'di ; hornÍónal 

(Fig~r~ s;3;~?;59;. < , .· .•• ~. 
Lastres recep~~ress~,awíscri~e~1 

a. pa;t¡~· d~. ,;,, ;,,is~~Lgé~i:y ms 

diferencias .. s~1i ~1;/.~s~ltado : deÍ 

proc~samientoaltematfl•~ode'1i11 trglzsáito 

que codifica para una proteína 
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transmembra11al de 592 ami11oácidos y 1111 

peso molecular estimado de 62 

kDa3.SB.S9. El domi11io extracelular esta 

co11stit11ido e11 cada caso por 

aproximadame11te 210 ami11oácidos y 

presenta una elevada homologfa entre las 

tres isoformas del receptorJ,58,59 

(Figura5). 

L M C 
(Humano, rata, (rata) (rata, ratón) 

co11ejo) 

Figura S. Representación esquemdtica de la 
estructura de los receptores de PRLiSe cáinparan 
los difere/l/es domi11ios que co,np,1ún a cada úna · 
de las isoformas (l: /ormadarga,··.M.<¡orma 
media11a, C: forma. cortaJ.•i Los! domi11ios 
rra11smembrana/es se ti111esrran.'en ·oscuro. Lás 
regiones rayadas correSpdndi!n a 'sirios con 
ide11tidad nia)•or· al.68%::·Lasc,secciones 
sombreadas corfrsplíífrlen a siriós con ide11tidad 
nt~leracla (48-60%). 
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Media11te el empleo de a11ticue1pos 

mo11oc/011ales dirigidos contra esta regió11 

y e11 combinación co11 estudios de 

radioreceptor, se ha podido establecer que 

la homologfa se comparte tambié11 entre 

los receptores provenientes de especies 

di/eren '?~s6o,61. El dominio 

tra11smembranal del receptor de PRL, 

también es muy similar para las tres 

isoformas, y está constitufdo por 24 
ami11oácidos3,5B,59 (Figura 5). El 

dominio citoplásmico a diferencia de los 

otros dos es altame11te variable. Es en éste 

donde se manifiesta11 las diferencias que 

permiten distiguir a cada 1111a de las 

isoformas3•57·59. Estas diferencias se 

ma11ifiesta11 f1111damentalmente en una 

extensió11 variable de dicho dominio 

citoplásmico que define a los receptores 

como corto32,59, medianoJ,62 y 

/argo32,ss,s~:co11 33, 42 y 62 kDa de 

peso molecuiaf re~pectivamente (Figura 

5). 

Mediante~> técnicas de 

inmu11~cit~i¡ufmi~~. hib~idtición in si tu y 

de radib~eceptbr lse ha podido 

docuníent~f •. qué }~.dÍ~tribución ·de los 
-- -·"';-"o~-cO-;:-;cJ.,..'.o--=r-:\'~':::.;;}::-:··~ -,~:;::~-.'f-'i/;~;-... r·. 

receptórescorto y l~rgo de la PRL abarca 

una gran di~~f;idi~'di}ejidos y especies 

deruro de lai 'cU'1teiiej'ii~lu)len la rata, el 

hul1lal1oy ~¡ colí"ejJ;ien(re tii~{l~. 
Se ha p~bpúe;tb:i¡u~,cada una de 

estas variantes deT.<r~c~ptof..pódrfa 
participar en· la n;ediJ~¡¿;¡'; <Í~ ef e~tos 
diferentes. Por ejemplo, /a c~tr~;isf~cci611 
de los receptores coí'io Jlarfo de iaPRÍ... 
en las células COS (derfradas de rili611 de 
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mono) ha mostrado q11e solamente la 

fo1ma larga es capaz de inducir la síntesis 

de novo de la {3-lactoglobu/ina6J. 

A diferencia de los receptores 

corto y largo, el intermedio se e.q1resa 

exclusivamente en la rata y 

especfjicamente en las células de /infama 

Nb2J3. Por lo tanto, esta isoforma parece 

promover efectos mitogénicos 

importantes ya que como se mencionó la 

PRL estimula la proliferación de estas 

células con una pote1icia ubicada en el 

orden picomolar33. 

Como antes se señaló, existen 

e1•idencias que apoyan la existencia de un 

receptor que difiere de los anteriormente 

descritos, ya q11e es específico para la 

PRL 16K37,JB. Estas evidencias son 

hasta ahora en su mayoría de origen 

cinético. Estudios de unión con ¡125/j­

PRL 16K m11estran la presencia de sitios 

de uni6n específicos, saturables y de alta 

afinidad en membranas aisladas de células 

endotelialesJ7,J8, Estos se han 

propuesto como los receptores 

mediadores del efecto antiangiogénico de 

la varianteJ7,Js. La especificidad del 

receptor por la PRL /6K es alta, debido a 

que diferentes factores lactogénicos, que 

incluyen a la hormona de crecimiento 

humana (GHh) o la misma PRL 23K y 

factores de crecimiento como el bFGF no 

compiten por su 1miónJ7,Js. 

Estudios de entrecm:amiento con 

membranas pro1•enientes de células 

endoteliales, han mostrado la existencia 

de al menos dos proteínas que reconocen 
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a la hormona18. Estas tienen pesos 

moleculares aparentes de 36 y 17 kDa, 

por lo que podrían corresponder a 

dominios d1fere11tes del mismo receptor. 

Esta conclusión se basa en que el análisis 

tipo scatchard reveló un único sitio de 

unión para la PRL 16K en membranas de 

células endotelia/es38. 

Como se mencionó anteriormente 

además del endotelio, estudios de 

radioreceptor han mostrado que existen 

otros órganos que expresan sitios de 

unión para la PRL 16K. Sin embargo se 

desconoce si éstos se ubican en el 

parénquima de los órganos utilizados, o 

en el endotelio de los mismos37.J8, 

e. Sistemas de transducción 
de señal asociados con el 
receptor de PRL. 

De acuerdo en /o expresado en las 

secciones precedentes, la interacción 

diferencial de las variantes moleculares de 

la PRL y/o la estructura diferente de sus 

receptores se traducirfan en la activación 

de cascadas de señalización diversas, 

siendo estas determinantes finales de la 

diversidadftmcional de esta hormona. 

la disección del mecanismo de 

transducción desencadenado por los 

receptores "/actogénicos" o de PRL no ha 

sido fácil. Los primeros est11dios que se 

realizaron sobre este tema eran 

contro1•ersiales debido a que 

aparentemente el receptor era capaz de 

comprométerse con casi todos los 
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sistemas de se1ialización que se conodan 

hasta ese entonces y el conjunto de todos 

ellos no e.tplicaba satisfactoriame/lfe la 

mediación de sus efectos64. De ta/forma 

se había obsen•ado por ejemplo, que el 

receptor de PRL se asociaba al recambio 

defosfoinosftidos/calcio y a la activación 

de la adenilato ciclasa con la subsecuente 

generación de los segundos mensajeros: 

inositol 3,4,5-trifosfato, diacil-glicerol y 
AMPc respectivamenteJ,65,66, 

No es sino hasl'a que surge la 

posibilidad de reconstituir a los sistemas 

de transducción, de clonar y 

sobree.1presar a las diferemes isofonnas 

del receptor cuando se tuvieron 

resultados consistentes., que' ¡;,éron 

dese ntrariaiido •la li'iisr{{~ntoi1'cé~ hscura 

señalización reláci~~aaq'c(j~<e(receptor 
de PRL. 

la··ser;;/;z~~ió~Lci~~en~~denada 
por el rec~/ilor d(! f~"e~1;¿¡¡JiJP; ya que 

se demanda la f ormaCió/1 de tin 'complejo 

dimérico entre los receptores y el 

ligando 67,6B, Esto implica el 

reconocimiento de dos sitios de unión en 

la hormona, donde cada uno de ellos 

participa en la generación de un complejo 
PRL-Rl7,6B, Estudios de cristalografía 

y mutagénesis dirigida han revelado que 

el sitio-1 de unión involüi:ra a los 

aminoácidos que constituyé~i porciones 

de las a-hélices 1 y 4 de lamólécula, y el 

sitio-2 contenido en/as a-Ji¿iices 1 y 3 

respectivamente (Fig;i~a 6A}BJ61,68, 

La génesis del dímero es 
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A 

'Sitio-/ 

B 

HORMONA-RECEPTOR 

INTERMEDIARIO 

AGONISTA ANTAGONISTA 

Figura 6. A. Estructura terciaria de la PRL. 
la "1lJ!fc11/a se constituye de 4 a-Mlices unidas 
por asas de diferentes tamaños. Se muestra el 
sitio-} de reconocimiento por el receptor. B. 
Formación secuencia/ del dlmero PRL-R2. la 
dimeri:ación permite la transducción de la se1ial 
hornumal, mientras que el secuestro de alguno de 
los dos receptores que reconocen a la hornwna 
produun a 1m antagonista. 
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secuencia/, ya que primero debe 

reconocerse al primer sitio de unión de la 

molécula (sitio-]), para que 

posteriormente se reconozca el segundo 

sitio (sitio-2)67 (Figura 68). El apoyo 

más contundente a esta proposición se 

obtuvo mediante la cristalograjTa del 

complejo homw11a-R2 y la demostración 

de que el bloqueo de la dimerizació11 

interfiere con los efectos biológicos de la 
hormona60,61,69. 

La disección de la señalización 

inducida por PRL fue impulsada 

11otab/eme11te por los hallazgos sobre el 

mecanismo de acción de citocinas, como 

el interferón-r. y de la hormona de 

crecimiento, cuyosjec~ptá,.~s.~~rtenecen 

a la misma familiá q11~ l~s.de la PRL7º. 

Asf se ha demostrado;q1re <:ü';no ocurre 
-- • - ¡ -, ; ,- ·' ,. • ~ 

para dichas mÓÚcíllas 'bjoactivas, el 

mecanismo de acclól1 de iá PRL involucra 

la activación de· la familia de tirosfn­

cinasas denominada como Janus 

(JAK)71-7S. La i11teracció11 de la PRL 

con su receptor incrementa la afinidad de 

s11 dominio citoplásmico por la isoforma 

JAK-2 y permite la formación de u11 

pentámero activo PRL-Rz-(JAK-2)i 

s7,73,76(Fig11ra 7). 

El sustrato de JAK-2 lo 

constimyen · tína serie de protef11as 

citoplásmicas. y nucleares denominadas 

STATs (tranldúcror.e! de w1al y 

acri1•adores· de la;fi:(l,;si:ripcióii)71; ·Al 

ig11al q11e las 'AK~; ~1t~s 1~fot~/,,(i}sd;, 
parte de 1mafa~iili~'~J:ré;1sa'e11 ~011sta11re 
expansión71 . Lafosf:¡riJacicíll·· de STAT-~ 
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Figura 7. Mecanismo de transducción asociado 
al receptor de PRl. En primer lugar la hornw11a 
forma un penrdmero PRl-R2-1AK22. Este 
pe11tdmero activo se autofosforila en residuos de 
tirosina para ser completamente activo. 
Posterio~.'!1ente el blanco inmediato es la MGF­
STAT,5: ':Esta ... modifica dir-ectame11te la 
tra11icripción de genes nucleares conw e-Jos. El 
p'entdltlero • PRl~R2-1AK22 tambi~n puede 
. regÚlar la actividad de otras protef11as como Ras y 
. Raf_ las cuales a su ,i•e: actil'lln a MAPK. MAPK 
·u1ia··í·ezfosforilada y actim puede reg11larl!\'e11tos 
citopldsniicos y nucleares.· · · 
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e11 residuos de tirosi11a les permite u11irse 

al DNA celular en donde fi111cio11a11 como 

factores de tra11scripció11. Hasta ahora se 

sabe que e11 respuesta a la PRL ocurre la 

actil'ació11 de STAT-5 la cual también se 

co11oce como e/factor de transcripció11 de 

la glá11dula mamaria (MGF-STAT-
5 )78,79. 

La activación de JAK-2 se ha 

asociado también con la mediación de los 

efectos proliferativos de la PRL. As( de 

manera semejante a lo que ocurre con las 

interleucinas y la hormona de crecimiento 

se ha propuesto que la activació11 de JAK-

2 podría media11te la acti1•ació11 de Ras y 

Raf culminar con la activación de las 

protef11as ci11asas actfradas por mitóge11os 
. . 

o MAPKs y la consecuente activación de 

la transcripción y progresión de/ciclo · 

celularBº. Existen asimismo evidencias 

que sugiere11 la participación de éinasas 

de la f ami/ia src en la activación de las 

cinasas MAPK por el receptor de PRL 

(Figura 7)81-84. 

Si bien hasta ahora se ha obtenido 

una gran cantidad de informaciónácerca 

de la se11alización intracelular que 

desencadena la activación del receptor de 

PRL, es poco lo que se sabe acerca de la 

transducción media~a por el receptor de la 

1•aria11te de 16kDá. D'Angelo y 

colaboradores> h~11 reportado 

recienteme11te que la' i~iteracció11 de la 

PRL /6K c01i s1i r~~eptor i11hibe la 

fosforilaciM y la consecue11te activació11 

de la MAPK eli respuesía a e/factor.de 

crecimie11to 1·ascu/11r e11dote/ial y que 
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dicho evento es distal a la fo.1forilació11 

del receptor a este/actor de crecimiento 

prese11te e11 las células endote/iales85. 

E11 conclusión la información 

anteriormente descrita f u11damenta las 

hipótesis propuestas para explicar la 

versatilidadfimcio11al de la PRL. A través 

de los ejemplos e11 do11de se ilustra que 

variantes moleculares de dicha hormona 

son capaces de activar receptores propios 

con funciones nuevas, se documenta la 

siguiente hipótesis: la PRL es una 

molécula madre donde el procesamiento 

postraduccio11al de ésta es fue11te directa 

de su diversidad funciona/. 

De acuerdo a estas 

co11sideraciones los meca11ismos 

responsables del procesamiento 

postfáduccional de la PRL 

.· 'deú;',ipe1iarfa11 un papel determinante 

. sobre su efecto hormonal. La 

heteroge11eidad molecular de la PRL ha 

sido reportada en todas las fue111es 

endógenas de su producción. 

f. Fuentes de producción de 
prolactinas: 

f. l .Adenohipó/isis. 

Desde hace mucho tiempo se sabe 

que la fuente principal de sfntesis y 

secreción de la PRL circulante es la 

adenohipófisis2,16,B6. las células 

adenohipofisiarias e11cargadas de 

sintetizar y secretar PRL se ha11 
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denominado lactotropos. Este tipo celular 

puede constituir del 30 al 50% del total de 

las células que integra" la 

adenohipófisisª7,88. 

La PRL adenohipofisiaria es 

molecu/armente hetérogeflea, a ella 

correspo,,den la mayor parte de las 

variames que imegra11 a la familia de la 

PRL. Por ejemplo, Jas PRLs 

ade11ohipofisiarias incluyen a variantes 

fosforiladas, desamidadas, agregados de 

alto peso molecular, fragmentos y 

variafltes glicosiladas, e11tre otras. Sin 

embargo el significado funcioflal de las 

mismas 110 se sabe con exactitud, a 

excepción de las variantes de PRlc y la 

PRL 16K que como se ha enunciado 

anteriormente es en donde se tiene mayor 

información8B,89. El análisis por 

electroforesis-transferencia e inmuno­

tinción de homogeflados tisulares ha 

rei•eJado la existeflcia de las PRLs cortada 

y 16K efl la adenohipófisis de la rata89. 

Asimismo en el medio de incubación de 

células aderwhipojisiarias en c1útivo se ha 

detectado a la variallte cortada, este 

hallazgo se refuerza con el hecho de que 

la adenohipójisis también contiene a las 

enzimas capaces de generar a dicha 
1•ariaflteJJ,90. 

Aunque la adenohipófisis es el 

sitio de producción principal de PRL, 

tambié11 se han descrito fuentes 

productoras de PRL df!111~(] de/siit~ma 
iflmllfle y el cerebro~ ú'd~cir,'l~PRL sé 

produce por los tres-com~ü,(;m~; d~J 
gran sistema de intégra~i6ii/wi~i01Í~I del 
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organismo: el sistema Neuroendócri110-

i11mu11e. 

f.2.Sistema inmune. 

En épocas recientes se ha 

documentado ampliamente el que el 

sistema iflmllne además de ser blanco de 

la PRL es un tejido productor de esta 

familia hormonal91-94. Se sabe que los 

linfocitos, esplenocitos y timocitos 

producen a la PRL 23K y a variantes de 

alto peso molecular que incluyen a PRLs 

de 46, 29, y 27kDa91-9'. También se ha 

demostrado que estos tipos celulares 

expresa"_ el ARNm que codifica para la 

PRL23K; y otro meflsajero de mayor 

tamaño documentado exclusivamente en 

esplenocitos·ytimocitos de ratón. Se ha 

prop1iest~~~uda F'RL producida por las 

c¿lulas Ú1m11;1"es<es .~ecesaria para la 

progí-esió~ de;¡¡ ele/o f:e¡;;,g,., awique, /a 

hormona pof."si·;<!laÚ1b.es capaz de 

ejercer·este ef~cta9)-9{A.tdiferencia de 
. .. ": . :-( <,~:~'.;¡:._~--~':".'·1>.···.::~:.;,_ ·. ·. - -

los linfocitos normales ~illa linea tumoral 

Nb2, la PRL ··y d~~ds factores 
-¡.. ·.y.;j/ 

/actogénicos son los 1ínicásfaciorés que 

por si sólos pueden; ~sÚ~ular ··su 

proliferación, promoviendo la traflsici6n 

de /as fases Gl a S del ciclo celular91-94. 

f.3. Sistema nervioso central. 

Desde hace 1•arios arios evidencias 

basadas e11 inmu11ocitoq11fmica, 

radioiriin1úlo~i1dlisis y bioe11sayos 

· e~pec(ji~os h~n siistentado la prod11cció11 
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de PRL por el sistema nervioso 

central95·97 . 

En el cerebro material 

inmunorreactil'o tipo PRL ha sido 

consistentemente detectado en neuronas y 

tractos nerviosos hipotalámicos, mediante 

técnicas de inm1mocitoqufmica95-97. El 

análisis cromatográjico y e/ectroforético 

ha identificado material inmunorreactivo 

tipo PRL en homogenados de la médula 

espinal, el tallo cerebral y el hipotálamo, 

as( como en el lfquido cefalorraquídeo de 
la rata22,23,97,99-10l. Se ha 

demostrado que el material 

i11munorreactivo a la PRL obtenido 

después del fraccionamieflfo 

cromatográfico de disti11tas áreas 

cerebrales posee ·efectos{:mitogénicos 

sobre las células Nb2, ~w1~i~eco11 u11a 

potencia menor .~ue Jas de la PRl 
adenohipofisiariiJ102,103; 

- ". ··--;: ... 

Diversas evidencias sugieren que 

el cerebro, en especial el hipotálamo, 

pudiera ser capaz de producir algunas de 

las varia11tes de la PRL. Emanuele y 

colaboradores reportaron la presencia de 

tres fracciones cromatográficas con 

inm1111orreactividad de PRl e11 extractos 

de médula espinal, tallo cerebral y 

encéfa/0161,103. Dos de estas fracciones 

mostraro11 un peso molecular aproximado 

de 44 y 23kDa, mie11tras que /afracció11 

restante se c~~útfrííy/porfragmellfos de 

me11or tamaiio. que no fuero11 

identifi cad~s/02:/()3 ;. De Vito ha 

documemado l~ /Jr;St-;i~ia dePRL cortada 

en el hipotálamo de rata, y la capacidad 
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del hipotálamo para modificar 

proteolfticame11te a la PRL 23K hacia 

dicha 1•ariante lwnnona[IOO. 

La producción de PRls por el 

sistema nervioso central y su origen 

independiente de la adenohipófisis se 

apoya en las siguientes observaciones: 

a) La presencia del RNA mensajero que 

codifica para la PRL en distintas regiones 

del sitema nervioso centra/104-106, y; 

b) la prevalencia del material 

inmunorreactivo a PRL en el cerebro de 

animales hipojisectomizados en los que 

110 se detecta PRl en el suero por 

métodos inmwwqufmicos convenciona­
·l e s95 ,96: 
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Antecede11tes i11mediatos: 

a. Fragmentos de PRL en el 

sistema l1ipotálamot1eurohipofisia­

rio. 

Estudios reciefltes en t1uestro 

laboratorio Izan documentado la existencia 

de posibles fragmet1tos moleculares de la 

PRL et1 el sistema hipotálamo 
neurohipofisiario (SHNJ101. El SHN 

esta cot1stituido por t1eurot1as localizadas 

et1 dos t1úcleos del hipotálamo anterior 
conocidos como supraóptico (SO) y 

paraveflfric11/ar. (PY;1i~·// 0 . Estas 
neuroll(lf se caracterlz~;; ¡,;;;ser de mayor 
tama!Ío <>2d'µJ(¡zíe"f~s}ú1.resto del 

hipotálamo r~;(;/I pbr•'¡~ cu~/ se 
denomit1ái1· .. ~inn~i¡maii1~cel ularesloa. 

"º· Estas:~,~ur~,i~S lé·~speci~lizZui ~JI 
0'.·c:• .,. · -·. • · _, 

producir' un gr(ú/111ímero de péptidos .. , - . . . 
bioactivosi de.los c11a/es predominan las 

hormonas. vasbpresina y ocitoCina. Las 

neuronas de l~s núcleos PVy SO emiten 

proyeccionesiru!r~·i~sas que pasan a 
través de la lámÚza i11ierlza de la emÚ1encia 
media hastaformar)a n~ú;Óhi{J6f;sis: Ei1 
la ,,eurohipófisis laS"té/inj;,(í!fs,;~¡.vib~as· 
de estas 11euro1ias des~~1bocáí; ei1 

111U11erosos vasos ~tpil~fes,sa1igllt1íeos. 
donde las · hornl~~1/!i{ ::~ ~tp;ldos 
neurohipoflsiario~·sol1 i•erÍido.ihácia la 

circ11/ació1,if~8-Y°:,(f.!~~l1;(~ Eo < ·• ; · •. 
El hallazgo de qiie el,SHNpodrfa 

e.111resar n1le~1bl·ó; ~ÍflafÓ;;¡¡;~·de ias ·· 

PRls surgid de ¡¡¡~~l'.t~:o interÚ 'en. 
in1·t•stigur fa p1:¡,se11ciu é11tlóge11u de /u 
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PRL 16K. Si bié11 se sabe que la PRL 

!6K inhibe evemos ta11 complejos como 

la angiogénesis, no se había doc11mentado 

su presencia e11dóge11a de ma11era 
co11t11nde11teJ7,J8. Esto en gran medida 

era reflejo de la carencia de herramiemas 

adecuadas como son anticuerpos 
específicos dirigidos contra esta varie11te 

necesarios para su estudio y 

caracterización selectiva. Por consiguiente 
nuestro grupo de trabajo generó un 

antis11ero dirigido contra la PRL 16K 

producida mediante la proteólisis de la 

PRL. Para caracterizar dicho antisuero se 
emplearon 

especificos107. 

i11m1111oensayos 

Figura 8. Representación •esquemática .del 
sisten1a hipotdlamoneurohipofisiario; En la 
figura se muestran las coneccio,nes neiua/Ú de.las 
dlulas hipoialclnúcas magnou/u/are's' ye/ lóbulo 
poslt•rior de la pituitaria o neurOhiiiójlsis. · 

" ... -. '<. '·~.~<<:} . ;>'.:.:: 

En el:R1i: para dRL 16~ los 

a11ticÚerpos ge11~r<Jd{s ~;~sú'<Jrm1 1111a 
afinidad mayor (200 1•eces) para unirse a 
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la PRL l6K que a la PRL 23K, al tiempo 

que no reconocieron moléculas 

homólogas como por ejemplo a la 

G H 101. Por otra parte el antisuero 

dirigido contra la PRL 16K en 

combinación con técnicas de 

inmwwcitoqufmica marcó positivamente a 

los lactotropos adenohipojisiarios como 

se esperaba. Sin embargo para nuestra 

sorpresa el antisuero también mostró 

inmunorreactividad de PRL en la 

neurohipófisis. Este hallazgo fue 

novedoso porque nunca ames se habla 

mostrado la presencia de PRL en la 

11eurohipófisisIOl. En apoyo a que dicha 

inmu11otinció11 se asociaba con alllfge11os 

tipo PRL, obsenamos. su. blóqueo 

cuando el amisuero previameriri se 
preabsorbfa con PRÚJ6~;~23g~cis 
no COll péptidos cara.cterfsfiCOS • de este 

,_.=o_,_:-- - .~ ·¿-- ,_ -~-~."---- ., . ,. ·- " '• . . ' 

sistema .. com~ SO;I . la-· ócitoci11a, -

vasopresina, ;,eurofi~inas~J Y 2 e~tFe 
otras1o1. 

En franca correspondencia con los 

resultados anteriores se identificó la 

presencia de antígenos tipo PRL en los 

somas de las neuronas magnocelulares de 

los núcleos PV y SO del hipotálamo y e11 

sus proyecciones vía la ldmi11a i11tema de 

la emi11encia media ·hacia la 

neurohipófisisl07. 

El a11álisis por electroforesis e 

inmu11otra11sfere11cia de homoge11ados de 

neurohipófisis determinó . que los 

a11tfgenos tipo PRL se aso~iaban co11 

protefnas inm1morreactivas con pesos 

moleculares aparentes de 14, 23 y 25kDa, 
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siendo la primera de ellas la protefna 

inmunorreactii•a predominante1º7. 

En apoyo a que Jos alltfgenos 

observados en el SHN pertenecfan a Ja 

familia de las PRLs, en estudios de 

.retrotranscripción y amplificación por la 

reacción en cadena de la polimerasa (RT­

PCR) del ARN total proveniente de 

núcleos PV aislados observamos la 

presencia del ARN mensajero para PRL 

en este sistema. El tam01io del transcrito 

correspondió al del que codifica para la 

PRL 23K por lo que se propuso que las 

otras variantes inm1morreactivas pudiesen 

ser el resultado de u11 procesamiellto 

postraduccional de la PRL 23K, tal como 

ocurre para su generación en la mayorfa 

'-de los tejidos productores de esta 

horinona101. 

·:· - 'Estos hallazgos nos permitieron 

própl:Hi'Hla hipÓteis de que' el sistema - . --~ ·- . ' ' " . ' . ' . 

'hipotdlamoÍ1eurohipofisiariÓ. col1stitúyé . - ' : - -·~"'"''. -- .. ,_.. ' .. ' . - .... 

tlnaftfente de prod1íccfó1Íf s~creci6íl de 

p R is/ó,1. b(J~as;jas? pr~piédades 
neuroeí?dt5crilla_~,d~[didiio sist~nul 'las 

PRls ne~r;;hip~fisiaii~s podrtan 

asimismo vertirse hacia la circulación con 

la consecuente posibilidad de ejercer 

efectos hormonales sobre tejidos 

distantes. 

Cabe mencionar que de acuerdo a 

nuestros hallazgos en donde se muestra 

que la protefna inmunorreactil'a de /4kDa 

es el antlge110 predominante, el SHN 

sería el primer sistema productor de PRLs 

en el cual laforma predominante no fuera 

la PRL 23K sino un fragmento molecular 
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de la misma. En particular un fragmento 

que comparte determinantes antigénicos 

con la PRL /6K y que pudiese por tanto 

mediar efectos de ésta, como lo es la 

inhibición de la a11giogénesis. 

Objetivos. 

Con el objetivo general de analizar 

la hipótesis antes enunciada que plantea la 

posibilidad de que el SHN produzca 

PRLs biológicamente activas, los 

objetivos particulares de esta tesis fueron: 

l. Analizar la naturaleza tipo PRL de las 

protefnas neurohipofisiarias mediante el 

esflldio de sus propiedades biológicas: 

a. en w1 bioensayo especfjico para PRLs: 

la proliferación.de las células Nb2. 

b. en un bioensayo especifico para la 

PRL J 6K: la inhibición de la proliferación 

de las células endoteliales en cultivo. 

2. Analizar si la protefna inmwwrreactiva 

de 14kDa pudiese resultar de la 

proteólisis de la PRL neurohipofisiaria 

por enzimas prese11tes en el SHN. 

20 



Bioactfridad de pro/actilUJS 111•11rohipo{isiarias. 

Diseño experimental. 

La metodología utilizada para este 

estudio se describe deta/ladamellle e11 las 
publicaciones a11exas por lo que e11 esta 

sección solamente se hace re/ ere11cia de 

manera general a los procedimientos 

empleados. 
Para obtener a las proteínas 

inmunorreactivas de 14 y 23kDa se 

recurrió a la obtención de un medio 
condicionado por la incubación de 

neurohipójisis en cultivo debido a que 

dicho medio se encontraba enriquecido 

co11 las proteínas innumorreactivas de 14 

y 23kDa, y se encontraba excento de 

muchas de las proteínas presentes e11 u11 
homogenado neurohipojisiario. Para ello 

hipófisis de ratas macho se disecaron bajo 
el microscopio, se lavaron con .·una 

disolución de Krebs-Ri11ger dejicie11te de 

calcio, para posteriormente ser cultivadas 

•durante 1 h e11 solución Krebs-Ri11ger 

completalOB. El medio condicio11ado 

resulta11te se ce11trifugó y almace11ó a 
-7{)0C. 

La co11centració11 de cada una de 

las protefnas i11muno"eactivas co11te11idas 

e11 el medio co11dicio11ado se estimó 

mediante electroforesis e11 condicio11es 

des11at11raliza11tes seguida de 

inm1motra11sfere11cia e i11m11110ti11ció11 
(a11álisis tipo western) : usa11do · u11 

a11tisuero especifico dirigido ~011tfa la 

PRL 16K, calibrado ~~;";~·una cl1r~~ 
está11dar de PRL de ~atd. proc~sada 
simultá11eamente1os. 
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La bioactividad tipo PRL presente 

en el medio condicionado se analizó 

mediante el bioensayo de células Nb2 

(donación del Dr. Peter Gout, Cancer 
Control Agency of British Columbia, 

Vancouver, B.C., Ganada) de acuerdo al 
método descritolo1,1oa. La potencia del 

medio condicionado para inducir la 

pro/if eración de estas células se comparó 

con la obtenida en respuesta a las 

preparaciones de referencia de PRL 23K 
(PRL de rata grado biológico, Institutos 

Nacionales de Salud U.S.A.) y PRL 

16K respectivamente, esta 1Utima variante 

generada en el laboratorio mediante 

proteólisis de la PRL 23K tal como se ha 
descrito anteriormentel01. 

La especificidad del efecto del 

medio condicio11ado por neurohipójisis 

en cultivo se determinó mediante el 

bloqueo del mismo por la coincubación 

con los antisueros espec(ficos dirigidos 

contra la PRL 23K o 16K. 

Para analizar la posible actividad 

antiangiogénica de las PRLs 

neurohipojisiarias probamos los efectos 

del MCNH sobre la proliferació11 

estimulada por bFGF de las células 
endoteliales e11 cultivolD1, Este 

bioensayo es especifico para medir 

actividad tipo PRL 16K ya que. como se 

ha descrito la PRL 23[( no ti~l1é~¡e~tos 
sobre este si~f~~?37·~~ •• < <y ? .·. : . 

; ... Asim,i~~1ó;/a ppter1i:iq.del,efecto 
antiaí1giogénico del níediá.có1Ídicio11ado. 
se, éli';nparó'co1l.1d''de'fa prep~raci611. 
refemici~ de•.PRL l6K'.de:rajay.la 
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especificidad del efecto del medio 

condicionado se determinó mediaflfe el 

11so de antis11eros específicos dirigidos 

contra la PRL 16 y 2JKI08, 

Finalmente para determinar el 

posible procesamiento postraduccional de 

la PRL neurohipojisiaria, se analizó la 

presencia de las enzimas capaces de 

producir a la variante cortada de la PRL 

en la fracción subcelular de 25,000 x g 

pro1•enie11te de núcleos paravefllriculares 

aislados y neurohipófisis de rata. la 

obtención de dichas fracciones se realizó 

mediante el método descritol07 y su 

actMdad enzimática se analizó utilizando 

como sustrato a la preparación de 

referencia de PRl 23K y el método 

previamente establecidolº7. 
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Publicaciones: 

Los resultados generados durante 

el desarrollo de esta tesis se publicaron en 

dos artfc11/os que se presentan a 

continuación. 

El primero de ellos ( Trabajo A) 

se publicó en la revista Proceedings of the 

National Academy oj Sciences USA 

(1994) 91: 10384-10388 y se titula: 

The prolactin gene is expressed in 

the hipothalamicneurohypophyseal 

system and the protein is 

processed into a 14-kDa fragment 

with activity like 16-kDa 

prolactin. 

Por los autores: 

Carmen Clapp., Luz Torner., Gabriel 

Gutiérrez-Ospi11a., Eva Alcá11tara., 

Francisco J. López-Gómez., 

Makoto Nagano., Paul-A'.,Kelly., 

Salvador Mejía .. Miguei/Moral~s y. 

Go11zalo Martfnez de la Escalera. 

E11 este trabajo se prese11ta11 los 

hallazgos que fuero11 el a11tecede11te 

directo de este trabajo de tesis, as( como 

algu11os resultados que se obtuviero11 del 

trabajo de la misma. Especfjicamente se 

aporta11 evidencias de tipo 

inm11nocitoqufmico sobre la presencia de 

neuronas inm1111orreactivas a PRL J6K en 

el sitema hipotálamo11eurohipojisiario de 

la rata. Se muestra la detecció11 de PRLs 

i11mwwrreactivas de 25, Ú y /4kDa en 
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extractos neurohipojisiarios y en el medio 

condicionado por neurohipófisis en 

cultivo, y se reporta la expresión del gen 

de la PRL e11 el SHN de la rata por 

análisis de RT-PCR. la aportació11 a este 

trabajo resultado de esta tesis, consiste en 

la demostración de que el medio 

co11dicio11ado enriquecido con la proteí11a 

i11munorreactiva de 14kDa inhibe la 

proliferació11 de las células endoteliales en 

cultivo, y que este efecto es bloqueado 

por el antisuero dirigido contra la PRL 

16K. Asimismo e11 este trabajo se 

demuestra la prese11cia de las e11zimas 

capaces de procesar a la PRL 23K en la 

varia11te cortada, y se propone que dicha 

varia11te pudiese corresponder a la 

proteína i11mu11orreactiva de 25kDa y 

constituir el posible precursor de la 

protefna inmunorre(Jptiva de 14kDa o 

PRL14K: 

El segundo trabajo (Trabajo B) se 

publicó e11 la revista E11docrine ( 1995) 3: 

573-578 y se titula: 

lmmunoreactive prolactins of the 

neurohypophyseal system display 

actions characteristic o/ prolactin 

and l 6K prolactin. 

Por los autores: 

F.J. López·Gómez.. L. Torner., S. 

Mejía., G., Martf11ez de la Escalera y C. 

C/app. 
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Este trabajo toma como base el 

anterior, y se enfocó f1111dame11talme111e 

en caracterizar las propiedades biológicas 

de los a11tfge11os de 14 y 23kDa presentes 

en el eje hipotálamone11rohipofisiario de 

Ja rata, mediante en.sayos de proliferación 

espec(jicos tanto para la PRL 16K como 

para la PRL 23K. 

Además se documenta la 
inmunorreactividad tipo PRL de las 

protefnas presentes en el medio 

condicioru..do neurohipojisiario utilizando 

diferentes antisueros espec(jicos tanto 

para la PRL 16K como para la PRL 23K. 
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The prolactin gene is expressed in the hypothalamic­
neurohypophyseal system and the protein is processed 
into a 14-kDa fragment with activity like 16-kDa prolactin 
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Communicaled by Howard A. Bnn, Jum• 27. 1994 

ABSTRACT The 23-kDa rorm ofprolactln (PRL) has been 
proposed to runclion as both a mature hormone and a prohor­
mone precursor for different uniqucly bloactive forms or the 
molecule. We have shown that the 16-kDa N-termlnal fragment 
or PRL (16K PRL) lnhlhlts angiogenesis 1·ia a specilic receptor. 
In additlon, 16K PRL stlmulates natriuresis and diuresis in the 
rat, and kidney membrancs contain high-affinit)' spccific bind­
ing siles for this PRL fragment. 16K PRL can be derh·ed from 
an enzymatically cleaved form of PRL 1dea1·ed PRL). With the 
use or a specific 16K PRL antiserum, we ha1·e localized a 
14-kDa immunoreaclil'e protein in the paraventricular and 
supraoptic nuclei or the hypothalamus and in the neuruhy­
pophysis. Re1·erse transcriptiun-pol)·mcrase chain rcactiun of 
RNA from isolated paraventricular nuclei showed the expres­
sion or the full-length PRL mRNA. The neurohypophysis was 
round to contain the enzymes that produce cleaved PRL, small 
amounts or PRL, and cleu1·ed PRL. Medium cunditioned by 
neurohypophyseal cultures, enriched with the 14-kDa immu­
noreactive prole in, has antiangiogenic effects that are blocked 
by the 16K PRL antiserum. These results are consisten! with 
the expression or PRL in the hypothalamic-neurohypophyseal 
system, and the preferentlal processing of the protein into a 
14-kDa fragmenl with blulugical and immunological properties 
or 16K PRL. 

rccently found that 16K PRL. bu1 not PRL; stimulatcs 
natriurcsis and diuresis in the ancsthctized ral. (C.C. and 
W. K. Samson, unpublished obscrvationsL Moreovcr, kid­
ney mcmbranes contain high-affinity spccific binding si tes for 
16K PRL (10). Thcrcfore PRL-dcrivcd molecules may be 
spccitically involvcd in the rcgulation of angiogcncsis, natri-
urcsis. and possihly other funclions; . 

16K PRL can he dcrived from thc reductiori of thc inter­
mcdiutc disullidc bond that holds togclhcr a form of PRL with 
a clcavage in the large disulfide loop (11). In the. rat, the 
known site of cleavage occurs at Tyr-145, lcaving an N-ter­
minal polypeptide with a molecular mass of 16,364 Da (12, 
13). Cleaved PRL. the immediate precursor of 16K PRL, has 
been identified in thc anterior pituitar)' gland and in thc 
circulation (3, 12), and the cleaving enzymes ha ve been found 
in severa! target tissucs of PRL (3, 5, 11, 14). Detection of 
endogenous 16K PRL has been limited by its low crossre­
aclivity wilh the PRL antibody (6). 

Hcre we report findings consisten! with the expression of 
PRL in the hypothalamic-neurohypophyscal system and its 
posttranslational processing into a 14-kDa fragmcnt with 
biological and immunological properties of 16K PRL. 

MA TERIALS AND METHODS 

Prolactin (PRL) is a multifunctional proiein hormone in- 16K PRL.· 16K PRL was isolated after the enzymatic 
volved in the control of a wide variety of physiological proteolysis of 23K PRL [rat B-6; National Hormone and 
processes in vertebrales, including osmoregulation,· repro- Pituitary Program (NHPP)] by a particulate fraction from rat 
duction, immune responses, growth, and development (1, 2). ·· mammary gland ho1~<>genates, disulfide-bond reduction, and 
PRL exists in severa! molecular forms·1hat:resulL.from gel filtration as reported (11). 
posttranslational modifications of the predoniinam;romi, 16K PRL RIA. An RIA was established, using an antiserum 
which is a single polypeptide chain with three'disulfide Joops. raised in rabbits against the 16K PRL preparation, ata final 
anda molecular mass of23 kDa (23K PRL; ref. 3¡:. Molecular·· . dilution of 1:20,000. The specilicity of the 16K PRL antise-
heterogeneity of PRL occurs nor·only in-th-e ,.anterior'. hy:'· ---.'rum wanested by coinpetitiém with 16K PRL and 23K PRL 
pophysis (3) but also in the immune system (4) aríd tlie brain. · (rat'B-6; NHPP) .. No crossreactivity was observed with rat 
(5). Thesc findings ha ve Jed to the suggcstion that PRL can growth .hormone (NHPP). vasopressin. oxytocin, angioten-
be a prohormone that becomes processcd to biologically sin'·lJ, and_neurophysins 1 and 11 (Sigma), ¡3-lipotropin 
active peptides capable of mediating unique functions (3). (NHPP), P.endorphin (Pierce), [Met]enkephalin (Peninsula 

We have shown that the 16-kDa N-terminal fragment of Laboratories); and adrenocorticotropin (residues 1-39; 
PRL (16K PRL), while retaining sorne PRL-like bioaclivities Bachem). 
(6), has specific e!Tecls not shared with Ihc paren! PRL Animals. Female Wislar rats 1200-250 g) werc uscd in the 
molecule. 16K PRL, obtained after the proleolysis ofral PRL day of estrus, as dctcrmined by daily examination of vaginal 
with mammary gland enzymes. and recombinan! human 16K smears for two or threc consecutive cyclcs . 

. PRL, but not rat or human PRL, inhibit angiogcncsis-i.e., lmmunocytochemistry. Rat' werc anesthctizcd with so-
the formation of new capillary blood vessels (7, 8), Further- dium pentobarbital and perfused with phosphate-buffered 
more, this antiangiogenic effect appears to be mediated by a 
unique 16K PRL receptor (9). Besides anuiogencsis, other 
functions appear to be affccted by J6K-PRL. Wc have 

The publication costs of this article wcrc dcfrnyed in part by pagc chargc 
pa>·mcnl. This article must therefore be hereby markcd "acfrnti.H·11u•11t" 
in accordancc wilh 18 U.S.C. §1734 \olcly to indicate lhis fac1. 
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Abbrovialion>: PRL. prolacirn: ~JK and 16K PRL. 2)· and 16-kDa 
PRL: NHPP. National Hormone ami Pi1uitar}· Program:bFGF, basic 
tibrobfast growth factor: PVS. paraventricular nucleus; SON, su· 
praoptic nuclcus: RT. rcvcr\e transcripta!-ic. 
tTo whom reprint rcquest.,, should be addrcssed at: Centro de 
Neurobiología, Universidad ~acional Autónomu de Mé.\ico. A par­
lado Pos1al 70228. 04510 ,\fé\ico DF. !'.lé"ico. 
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in a sohlliLlll cnnlaining 5' SSC 11' ~ 1511 mM Nal'l/15 111~! 
smlium dtralc, pH 7.01. 11.112 M NaH,PO., 70; SDS. lllx 
Dcnhardt's sul111iun. and salnwn spcrm DNA al llKI µg/ml. 
washcd al 5llºC.11nd cxp<»cd to KuLlak XAR·~ Cilm al -8il'C. 

Analysis ofl'Rl.-Clca"in~ A<thily. A 14.<HKI x g particulatc 
fraclion ·from isnla1cd P\'N or ncurohypophyscal lohc ho· 
mogcíuilcs wiís prcparcLl ami incuhatcd wilh rat PRL (B-6: 
NHPP) as dcscribcd (11 ), Thc PRL clcavagc producls wcrc 
analyzcd by Western hlols probcLl with thc lbK PRL anti· 
scrum. 

salinc il'BS: pll 7.41 for 5 min folluwcd hy neutral huffcrcd 
4'::i· par:1for111aldchydc for 45 min. Bmin and hypuphyscs wcrc 
lixcd for 24 h al 4ºC. lhcn lransfcrrcd !O JllC,i· I wl/voll sucrosc 
until lhcy sanie Tis"iucs wcrc scctioncd in .a cryostal ami 
suhjcctcd lo immunocylochcrnistry using !he ABC kil from 
Vcclur Labura!Orics. Posilivc slaining .wilh :lhc ·t6K · PRL 
antiscrum was· visible in Jhc ·antCíiur and nClfrohyp'ophyscs, 
starting al 1: JO,(KHI and · ¡: HHHldihllionsÚcspcelivcly: .Mosl 
rcsuhs wcrc ubti1inéd wi1h a:I:5<HI diltilion ofchhcr an1i'I6K 
PRLor anli·P.RL (riu S-,9:.NHl'l'(Únliscm." :. . · · · · 

· Western Blof Anal);sis;: NcÍlrohyri\>rhyscal lobcs wcrc sori-
icatcd ¡1·.mg/50 /ti of:O.OI;Mc.Tris·HCl/0.14.M·NaCl/1% RESULTS 
Tri1on X-100 (pH 8) with aprótinin at 0.2 unit/rnl and 1 mM 
phenylmethyl~ulfonyl iluO.rideJ and·subjccled toSDS/PAGE Specilicily of lhc 16K PRL Anliserum. Thc 16K PRL 
(!IJ. Proteins wcre blotted onto nilroccllulosc membrancs, .· antiscrum was characterizcd in a 16K PRL RIA CFig. IA). 
probed with thé·. 16K' PRúantiscnim (l :500);· ilnd dev~loped., lncreasióg conccntrations of 16K PRL displaced radioiodin-
by using the alkalin'c phosphawse.second antibody' kil (Bio· . ated 16K PRL from thc 16K PRL antiserum with an EC.10 

Rad). . · : ." :". : ..• · ·· . .. . .. : . . .·. · '. :· •• ·· : · l/lOOthat of 231\ PRL (0.2 vs. 20 nM. rcspectively). Western 
lncubetlon ~r Neur~hypophyses. Neurohypophyseal lobcs ·•. blots probed wilh thc 16K PRL antisenim stained the 23K 

were washcd in.Ca~~~defü:ient Krebs-Ringcr solution for.10. · and 16K PRL standards with similar intcnsities (Fig. 18). 
min at 37ºCand cuhured in.20 µI of Krebs~Ringer s'olulion for 0:•;· lmmunocytochemical !Xleclion of a 16K PRL·Llke Antlgen 
1hal37ºC-·The resulling conditioned media were poolcdand . > lii'thé'Hypolhal•mic-Neurohypophyseal System. lmmunocy-
storcd at ..:70°C.. . · " :·' .: .. téíchemistry peñormed with thc 16K PRL antisenim showed 

Endothelial Cell Growlh Bloassay. Bovine brain capillary-:~ ·;·a positivc signa! throughoul thc anterior hypophysis (Fig. 
cndothelial (BBCE) cclls were isolated and grown and thc :18), indistinguishable from that obtaincd with the 23K PRL 
proliferation assay was performcd as previously reported (8).. antiserum (Fig. 2A). In thc neurohypophysis the 16K PRL 
The effect of4 days ofincubation with 16K PRL, 23K PRL; ántiserum showcd posiiive staining homogeneously distrib· 
or neurohypophyseal-conditioned mcdium was com¡iared útéd throughou1 !he section (Fig. 28), whereas no positive 
with the stimulation induced by basic tibroblast growth factor immunoreaction was observed when the 23K PRL antiserum 
(bFGF) (50 pM; GIBCO/BRL) in the presence or absence of was uscd (Fig. 2A). Neither antisenim slained the interme-
the 16K PRL antiserum (1:1000 dilution). diate hypophyscal lobc !Fig. 2 A and 8). 16K PRL immuno-

RNA lsolalion. Hypothalamic paraventricular nuclei slaining was eliminated from both the anterior and neurohy· 
(PVNs) were isolated from frozen brain slices by the micro· pophyses by preabsorplion with 16K PRL (1 µM: Fig. 2C) 
punching 1echnique (15). Total RNA was extracted from thc and 23K PRL (JO µM: nL'l shown). However, the.immuno· 
PVN, cerebral cortex, and anterior hypophysis according to reaction was no! moditicd by preabsorption with vasopressin 
the guanidinium thiocyanate/phenol procedure (16). (200 µMl. oxy1ocin (200 µM). neurophysins 1or11 (20 µM; 

Primers for PCR and Southcrn Blot Analysis. Four different nol shown). Cells lhat corresponded in size to magnoccllular 
primers specitic for rat (r) PRL cDNA were synthesized. Two neurons were heavily slaincd with lhe 16K PRL antisenim in 
of them were forward primers: rPRL-A (5'-TGTTCTGGTG- both the hypothalamic PVN and the SON (Fig. 2 D and El. 
GCGACTGCCAGACACCT-3') from exon 2 and rPRL-B (5'· Consisten! with thc location ofthe immunoreactive perikarya 
ACTTCTTCCCTAGCTACTCCTGAAGAC-3') from exon 3. in the above nuclei, nerve libers were labeled in the interna! 
The two downstream primers were rPRL-C (5'-TATCTTT- lamina of the median eminence (Fig. 2F), the pathway of 
TCGATCCCTTCGAGAAGCCG-3') from exon 4 and magnocellular neuronal projectionsfrom both nuclei towards 
rPRL-0 (5'-GCAGTTGTTTTTATGGACAATTTGGCA-3') the neurohypophysis (17). 
from exon 5. Forthe full-length PRL mRNA, lhe combinations Western Blot Detcction of 16K PRL-Llke Antigens in the 
rPRL-A and ~C and rPRL-A and ·D should generatc products Hypolhalemic-Neurot,¡·pophyseal System. Neurohypophy-
of 388 and 586 bp, respectively, whereas rPRL-B and ·C and sea! extracts and the medium from incubated neurohypophy-
rPRL-B and -D generate products of 220 and 418 bp, respec- ses were analyzed by Western blots probed with the 16K PRL 
tively. Primers for the amplitication of rat cyclophilin were antiserum (Fig. 3). In neurohypophyseal extracts, the immu-
rCyc-1 (5'-CGACATCACGGCTGATGGCGAGCCC-3') and noreactivily was associated with a predominan! protein band 
rCyc-2 (5' -TTACAGGGT A TTGCGAGCAGA TGGGG-3'). with a migration rate corresponding toan apparent molecular 

Reverse Trenserlplase-Polymerese Chein - Reection - (RT- mass of 14 kDa and with less-abundant proteins wilh appar· 
PCR). Five micrograms oftotal RNA was reverse transcribed 
for 1 h at 37ºC in 30 µI containing 20 mM Tris·HCI (pH 8.3), 
50 mM KCI, 2.5 mM MgCI,, 1 mM each dNTP, · 1 µg of 
oligo(dT) primer, 1 µg ofrandom primer, 25 units of RNasin 
(Promega), and 200 units of RT (Moloney murine leukemia 
vinis). After incubation, the RT mixture was hcated at 96ºC 
for 5 min and chilled on ice. Six microliters ofthe RT reaction 
mixture was added to the PCR mixture in 50 µI containing 20 
mM Tris·HCI (pH 8.3). 50 mM KCI. 2 mM MgCI~. 200 µM 
each dNTP. 50 pmol of each primer. and 1 unil of Taq DNA 
polymerase. After denaturation at 95ºC for 1 min and 30 sec, 
amplilication was pcrformed for 30 cycles (94ºC for 30 sec, 
65'C for 1 min, and 72°C for 1 rnin and JO secJ. followcd by 
72ºC for JO minal the end of the amplitication. 

Southern Blot Analysis. Five 10 JO µI of the RT-PCR 
rcaction mixture was loaded on a 1.8% agarose gel and 
blotted onlo Zcta-Probe GT mernbranes CBio-Rad). Mem· 
branes werc hybridized with primer rPRL-B al 42ºC for 16 h 
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F1a. l. CAJ Di>placcment of "'1·16K PRL from !he 16K PRL 
anti'ierum {1 :20.000J with increa,ing concentra1ion~ of J6K and 23K 
PRL standard\. Valucs are meaos of triplicate de1erminations. CBJ 
DilTerent concemralions of the 23K and 16K PRL slandard> >epa­
raled by SDS/PAGE, blolled inlo a nilrocclluJo;e mcmbrane. and 
probcd with the J6K PRL anti,erum rl:5UOJ. 
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F10. :!. CA-CI Hy·pophy!iclll huri1.on1al !iCction!i showing the 
anlerior CAH). intcrmcdialc (JHJ. ami ncural <NHJ lobe!i: immuno· 
rcaction with 23K PRL (A) or 16K l'RL 18 and CI anti,cn1 11:500), 
In C, the 16K PRLantiserum wasprcab,orbcd with 16K PRL(I µM). 
(D-F) lmmunoreaction with l6K PRL antiserum 11:500) in the 
hypolhalamic PVN CD! and supmoptic nucleus (SON) (E;) and in the 
inlernul h1mim1 of thc median cmincnce cF ). LaheleJ nmgnocellular 
neurons tarrowsJ are indicated. Rcsults are rcprescniative of 10 
independent expcriments. ( x 10.) 

ent molecular masses of 23 and 25 kDa. The 14- und 23-kDa 
immunoreactive proteins were present both under nonreduc­
ing conditions and after reduc<ion of the proteins with 59'< 
(vol/vol) 2-mercaptoethanol. whcreas the 25-kDa protein 
disappeared under reducing conditions. Medium conditioned 
by neurohypophyseal cultures, while being devoid of man y of 
the proteins in the neurohypophyseal extract, consistently 
showed the presencc of the 14- and the 23-kDa immunore­
active proteins. A .5-fold higher concentration of the 14-kDa 
over the 23-kDa immunoreactive protein was found (15 and 
3 ng/ µI, respectively) in the conditioned medium by densi­
tometric analysis calibrated with different concentrations of 
the 23K PRL standard. No 25-kDa immunoreactive protein 
was detected in the conditioriéd-medi~m by nonreduCing --

kOa 

16 -

2JK 16K 

PAt:S 
NR 

-
kOa 

-92 
-45 
-31 

-21 

"' -14.5 

EXTAACT C MEO 

NH 
--R-

FIG. 3. Blot' probcd with thc anthcrum to l6K PRL r 1:5CKIJ from 
a neurohypophyseal rNlll e.'1ract and mcdium conditioncd IC Med) 
by incubatcd ncurohypophy~c!i r1 h in Krcbs-Ringcr solution :ir 
37ºC). Protcins were ;eparntcd hr SOS/PAGE under nonrcducing 
CNRI or reducing fR) conditions. Thc migration positions of 23K and 
16K PRL stanJards and molecular mass markcrs Ltrc indicu1cc..I :ti lcft 
and right. re!ipcctively. 
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Wc,rcrn blur, 11101 'hnwnl. Whcn an cqual ;11111111111 ufrhc lt>K 
l'RL 'candan! \\'as allllcd cu eithcr th<' ncunihypuphy,cal 
c.xtracl or thc.• condilionc:d mcdium hcfllr1.• \\'l'~lt.'rn hlol 
analysb, C\\'l> hamls thar cumigrnrcll wirh thc lfiK l'Rl. 
sramh1nl ami thc 14·kDa immunorcactivc protcin wcrc.· oh· 
scrvcd in hlHh mixtures llhlf shownl. 

lnhihitinn of Endoth<liul t:t'll 1'rollf<'r11!1011 hy thr ('ondi­
tioncd l\lcdiurn of ln1·uh11tl'd NeurohJllllph¡ws. Ar 12.5 nM. 
!11K l'RL inhihitell Che bFGF-stin111latcll pnilifcrurinn uf 
BBCE cclls. ll'hile the same concentrntion ,,f 231\ PRL had 
no efrccr (Fig. 4tl). The ncurohypophyscal comtirioncd me· 
dium (1:75) inhihircd the cndothelial ccll proliferar ion srim­
ulured hy hFGF. wherea' thc noncundirioned mcllium was 
inactivc (Fig. 48). The inhibition of hFGF-stimulated BBCE 
cell prolifcrurion by the :rbovc conccntnllions of 16K PRL 
and the neurohypophyseal conditioned medium wus blocked 
by coincubation wirh thc 16K PRL antiserum 0:1000) (fig. 
4). 

Delection of PRI. mRNA In the PVN. Total RNA prepared 
from isolated PVNs was reverse transcrihed and amplificd by 
using primers A. B. C. and D cumplemcntary to nucleotidcs 
in exons 2. 3. 4. and 5 of the ni! PRL gene, rcspectivcly. 
Southern blot :rnalysis of thc PCR products aftcr an ampli­
fication of 30 cycles is shown in F'ig. 5. Amplification of the 
PVN samplcs with thc PRL primer comhimuions A/C, A/D. 
B/C, and B/D yi~ldcd fragmcnts of388, 586, 220, and 418 bp, 
respcctivcly. The sizes of thc amplified products wcrc con-
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F1G. 4. [·'HJThymidinL' incorporu1ion in10 UBCE ccfü was me<.t· 
sured in re;ponse 10 thc following conditions: CAi bFGF (50 pMI 
alonc or in combim11iun wi1h 1:!5 nM :!JK PRL. l6K PRL. or 16K 
PRL to~ethcr 11ith thc l6K PRL anti;crum cl:HXXI dilutionJ. IBJ 
hFGF C50 p~tl alune or in comhimuion with noncondi1ioncd CNCI or 
conditioncd fCJ mcdiu '1 :751 or conditioncd medium togclhcr with 
the l6K PRL antiscrum Cl:ICXXI dilutionJ. Con<litioncd mcdium 
contained thc 14-kDa immunorcac1ive prole in at 12.5 nM in 1hc final 
conccntralinn tc!<ltcd. Valuc!i are meaos of 1riplicu1e detcrmination~. 
•, P < 0.05 \'\, corre!-iponding contrnls. 
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FIG. 5. Southem blot nnalysis of PCR fragmcnts frum reversc­
lranscribed 101al RNA from !he anierior hypophysis iAHI. cerebral 
corlex (CCJ, and PVN, amplified (30 cycJes) wilh difTerenl rnl PRL 
cDNA primercombinutions. Lanes 1and6, amplified frugment with 
primer A and C (388 bpi: lunes 2 and 7, primers A and D (586 bpl: 
Janes 3 and 8, primers B and C (220 bp); Janes 4, 5, 9, and 10. primers 
B and D (418 bpl: Jane 10, wilhoul RT (negali\'e con1rol wi1h RNAI. 
Hybridiz:uion was with primer B. The size of the fmgments is 
indicated. Autoradiographs far PVN and CC wcre exposed far 16 h 
with an enhancing screen and the autoradiograph for AH, 1 h without 
screen. 

sistent with the predicted sizes for the full-length 23K PRL 
mRNA and identical to those amplilied by the same primer 
combinations in thcanterior hypophysis-positive control. No 
positive signal was observ,ed in cerebral conex, where no 
immunostaining was · detected (not shownJ. Similarly, no 
signa! was 'detected:in the abscnce of RT (negative controls). 
The cyclophiliii gene was amplilied in the PVN and anterior 
hypophysis (norsliown). No smaller products were detected 
that could relate toan altemative spliced transcripl even after 
a 60-cycle amplilication (not shown). 

PRL-Cleavlng: Enzymes ·.In the Hypothalamic-Neurohy­
pophyseal System; The incubation of 23K PRL with acidilied 
membrane e.~tracts' from·the PVN or neurohypophysis re­
sulted in the proteolysis ofadded PRL to yield cleaved PRL, 
as evidenced by:Westem .blots probed with the 16K PRL 
antiserum carried, ciurunder nonreducing and reducing con­
ditions. A 25-kDa immurioreactive protein was generated 
(not shown), which Úpon reduct.ion dissociated into 16K PRL 
(Fig. 6). The. PRL,cleaving enzymatic activity of the PVN 
was less poten! than that ofthe neurohypophysis, since sorne 
23K PRL remaiiied after incubation with the PVN extract but 
not after the i_ncubation \Vith the neurohypophyseal extract. 

DISCUSSION 

This repon derlló¡¡strli'Íes't~~ presence of PRL mRNA in the 
hypothalamic.:.neurÓhypophyseal system of the rat and indi­
ca tes at this site Ílot only the synthesis of PRL but also its 
preferential posttranslational processing into a lower molec­
ular weight form. In addition, we ha ve found a case in which 
a small molecular weight form of PRL, a 14-kDa fragment, 
predominates over the fuil-length 23K PRL. We also show 
that this 14-kDa molecular form sharcs imrnunological and 
biological propcnies with l6K PRL, a fragment of PRL with , 
' 
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~ --23 

~-· j-16 
PVN NH C 

F1a. 6. Reducing Wes1em blol probed 
wilh the J6K PRL anliserum showing !he 
proleolysis of PRL (2 µgl aflcr incubalion 
with memhranes CJ µgof proteinl from thc 
PVN, lhe ncurohypophysis !NHJ. or in 
the control incubated wi1hout 1issue !C). 
Re~ull!l are rcprescntali\'e of three indc­
pendcnl cxpcriments. 
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wcll·char:.u:tcrizcd ítntiangil1gcnic propcrtics amt rcn•111ly 
discuvcrcd nalriurctic cffct.:ts. 

PRL synlhcsis has hccn rcpnrtcd in scvcral cxtrahypuphy­
scal tissucs, including thc t-.min. Prmlucrion ufhrain Pl-tL has 
hccn suppurted hy immunucytochcmical. RI..\. ami hioassay 
dala from normal and hypupl¡yscctomizcd animals CIH-20l . 
Using RT-PCR. Emanuclc and cullcagucs (21) dcmonstrated 
thc prcscnce of PRL mRN:\ in wholc hypothalamu' and in 
scvcral brain cxtrahypothalumic rcgions. indicating thc cx­
prcssion of PRL in thc hrain. Evidcncc Jlir thc molecular 
heterogcncity of brain PRL has bcen providcd. Diffcrcn1 
antigcnic dctcrminants havc hccn proposcú to cxist in bruin 
and pituitary PRLs (22). ami Western blot analysis has 
indicated thc prescnce uf cleavcd PRL in homogcnatcs of 
whole hypothalamus (5). ll!orcover, the brain was shown to 
contain nol only thc 23K PRL mRNA but also a delction 
mutan! that cncodes a protein with a predictcd molecular 
mass of 16 kDa (21). 

In this study we have used polyclonal antibodics dirccted 
against thc 16-kDa N-terminal fragment of PRL coupled with 
immunocytochcmical tcchniques to investigate thc endogc­
nous locali1.a1ion of 16K PRL-iike proteins. Thc antiscnim is 
spccilic for l6K PRL with low potency to react with 23K PRL 
in solution and has no crossreactivity~ with severnl mttior 
peptidcs from the hypothalamic-ncurohypophyseal systcm. 
lmmunocytochemical images are consisten! with the local· 
ization of 16K PRL-iikc antigens in the hypothalamic­
ncurohypophyseal system of the rat. Thc immunoreaction 
was found in magnocellular neurons within the PVN and 
SON. in thcir neuronal projections towards thc rieurohy­
pophysis !internal lamina ofthc median eminence). and in thc 
neurohypophysis itself. 

The linding of PRL in thc hypothalamic-neurohypophy­
seal systcm is somehow surprising. Using antisera raiscd 
against 23K PRL. most rcpons failed to detect immunore­
active PRL in the PVN and in thc neurohypophysis, aithough 
they did indicate PRL-immunopositive cclls iri the SON. but 
only after the inhibition of axonal transpon by colchicinc 
treatmcnt (19). Considering that PRL fragments such as 16K 
PRL have low immunoreactivity with 23K PRL antibodies 
(6). wc rropose that the failure to detect PRL immunoreac­
tivity in this system by prior studies was due to thc predom­
inance of smali fragments of the protein. 

To funher characterize the 16K PRL-like antigens found in 
thc hypothalamic-neurohypophyseal system, wc. analyzed 
neurohypophyseal extracts b¡• Western blots probed with the 
16K PRL antiserum. The immunoreactivity found in the 
neurohypophysis was associated with a protein of an appar­
ent molecular mass of 14 kDa, and with less abundant 23- and 
25-kDa proteins, indicating that the 14-kDa molecule is the 
main protein recognized by the 16K PRL antiserum in the 
immunocytochemical studies. In suppon of thc 14-kDa pro­
tein as a PRL fragment, we have observed that the discrcp­
ancy of ~2 kDa between this protein and 16K PRL does not 
appear to involve an anefactual protein mobility due to 
inteñerence with material from the neurohypophyseal sam­
ples. 16K PRL standard addcd to neurohypophyseal extracts 
or conditioned media migrates to a 16-kDa position as a band 
dislinct from that ofthe 14-kDa immunorcactive protein. The 
14-kDa protein could correspond to a proteolytically pro­
cesscd product of 16K PRL orto an indcpendcnt product of 
PRL proteolysis. During recombinan! synthesis of primate 
PRL, Cole and collcagues !23) obscrved a cleavage sitc at 
lle-133 that could generatc a PRL fragment ofapproximately 
14 kDa. Two othcrimmunorcactive proteins werc detcctcd in 
the neurohypophysis that comigrated with 23K PRL and 
cleaved PRL. rcspectively. The fact that the 25-kDa prolein 
disappcared under rcducing conditions favors its nature as 
cleaved PRL. Howcver. the 25-kDa protein did not resolve 
into a 16-kDa band under reducing conditions as would ha ve 
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hccn cxpcc1cd forclcavcd PRL. alhcil a slighl con1rihu1ion of 
lhc 25-kDa prolcin lll lhc 14-kDa hand cannol he rulcd uul. 
Thc rcla1ivcly Jow amounls uf 2.1K PRL l'ound are in agrcc­
mcnl wi1h its lack of dc1cc1ion h)' immunocy1ochcmical 
sludics. 

Wc fuund an. addilional ;16K PRL-likc. propcny of lhc 
14-kDa immunorcui:1ivc prolcin hnmalyzing lhc 'anliani,!io­
gcnic biuactivi1y uflhc cundi1ioncd mcdiü ofnctírohyp<iphy­
scal cul1urcs. Jhc ,·;11 1·i1'0. inhibilion of cndo1hclial. ccll' 
prolifcra1ion is a spccific effecl of 16K PRL nol shared wilh 
!JK PRL (7, 8). The condilioned medium inhibilcd llllCE 
ccll prolifcmiion: and lhis inhibiliun was blockcd by 1hc 16K 
PRL anliscrum. Accordingly. inhibi1ion of endo1hclial ccll 
proliferalion by 1hc condi1ioncd mcdium involvcs immuno­
reaclive 16K PRL-likc molcculcs. Wc havc shown lhal 1his 
medium conlains 1wo such molecules. a 14-kDa anda 23-kDa 
protein. The inhibilion is nol likcly to involvc thc 23-kDa 
protein, since, as previously reponed, and contirmed in this 
study, 23K PRL is incapable of inhibiting growth ofendo­
lhelial cells. On lhc other hand, thc 14-kDa immunorcac1ive 
protcin is presenl in condi1ioncd mcdium in a higher conccn­
tration (5-fold) than 23K PRL. In facl, 1he lcslcd dosc of1hc 
conditioned medium containcd thc 14-kDa prolcin al 12.5 nM 
and displayed an inhibilion of magni1udc (40%) similar 101ha1 
produced by 12.5 nM 16K PRL. Thcsc rcsulls supporl lhc 
idea thal lhe 14-kDa prolcin could corrcspond 10 an endog­
enous form of PRL wi1h 16K PRL-likc aclions. Dcfinitivc 
identification of lhe 14-kDa prolein awails de1crmina1ion of 
its primary amino acid sequcnce. 

We have investiga1ed whc1hcr 1hcsc members of lhc PRL 
family are synthesized Jocally and whelher 1he 14-kDa form 
could result from an allernaiively spliced PRL message or the 
posttranslational modification of 23K PRL. In isolated 
PVNs, RT-PCR amplificaiion and Soulhern analysis revealed 
products wi1h lhe same size of 1hose predic1cd far lhc 
full-lenglh 23K PRL mRNA, and 1hus. idenlical to !hose 
amplified in thc anlcrior hypophysis. Emanuelc and col­
Jeagues (21) detecled a delclion mulant mRNA in the ral 
hypothalamus, which lacks exon 4. We failed 10 detect such 
a fragment, even when a probe spccific to exon 3 was uscd. 
These results indica1e 1ha1 lhe full-lenglh PRL mRN A is 
expressed in 1he PVN, and thus support 1he conclusion 1ha1 
PRLs found in the hypothalamic-neurohypophyseal syslem 
are produced locally. Furthermore, the results show that the 
14-kDa immunoreactive protein is generated not by an alter­
native splicing but by the proleolysis and reduction of lhe 
23K PRL molecule. These conclusions are substantiated by 
the finding of small amounts of 23K PRL and cleaved PRL. 
together with the PRL-cleaving enzymes in thc PVN and the 
neurohypophysis. 

The functiona! implication of an antiangiogenic factor 
produced in the hypothalamic-neurohypophyseal system is 
not clear. Ofinterest is the fact lhat magnocellular neurons in 
both the PVN and SON express high Jevels of vascular 
endothelial growth factor (VEGFJ mRNA (24). A more direct 
implication far the localization of a 16K PRL-like bioactive 
molecule at this site is derived from the observation that 
syslemically administered 16K PRL. bul not 23K PRL, 
slimulatcs sodium and wa1er cxcrelion in the ancslhelized ral 
(C.C. and W. K. Samson, unpublished observationsJ. This 
finding is consisten! wi1h the well-known role of 1hc hypo­
thalamic-neurohypophyseal sy>lem in 1he regulalion ofíluid 
and electrolyle homeostasis (25). In lhis regard il has long 
bcen claimed lhal 1he ncurohypophysis secrelcs a natriurelic 
pcplidc 1ha1 acls as a Na· .K • -ATPasc inhibilor !261. Rc­
cenlly lhe 2.5-kDajoining pcp1idc of lhe proopiomelanocor-
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1in mok·rulc \\'Hl\ purilh~d from ncuruhypophysis :1s a Na• 
pump inhihi1ur. ahhuugh il has Jower acli\'ily lhan cxpec1cd 
!271. Thc prcscncc oflhc hi11logically aclivc 14-kDa l'RL-likc 
molcculc fourul in lhc hypolhalamic-ncunihypophyscal sys­
lcm could co111rihu1e 10 llw na1riurc1ic ac1ivily found al lhis 
silc. 
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lmmunoreactive prolactins of the neurohypophyseal system display 
actions characteristic of prolactin ·and 161< prolactin 

F.J. López-Cómez, l. Torner, S.Mejia, G. Marlirwz de! la Escalera & C. Clapp 

NeorolJiolog_\' lt•tlft•r. i\',1ticm.1' l 1111\"t'f ... ity oi 1\lt•\ico. u.¡r; JO 1\l1•\1CO Ctl.'" ,\lt•\ic"O 

We havo described lhe ••prmion ol lhe prolaclin IPRLJ gene 
and the occurrenre of PRL-like immunoreaclive proleins in lhe 
hypo1halamic·neurohypophyseal syslem ol lhe ral. Here, we 
invesligaled lhe nalure ol neurohypophyseal PRL·like anligens, 
by sludying lhe biological aclivity ol medium condilioned .by_ 
incubated neurohypophyses in specilic bioassays lor PRL and lor, -
!he 16 kDa N·lerminal lragmenl ol PRL (16K ... PRLJ.". 
Neurohypophyseal condirioned medium INHCMJ oblained aft_er 
incubaling neurohypophyseal lobes (1 h al J7ºC) was enriched 
wirh proleins ol 14 kDa and 23 kDa, rhal crossreacted with PRL­
and 16K PRL ·direcled anlisera. The NHCM slimulaled in a dose· 
dependen! lashion !he proliíeration ol Nb2-lymphoma PRL­
dependenl cells. This ellecl paralleled lhal ol PRL and 16K PRL · 
srandards and was neulralized br difieren! dilulions ol both PRL­
and 16K PRL·anlisera. Also, the NHCM inhibiled !he proliferalion 
of endolhelial cells in cullure, an anlianglogenic·effect e.-erted 
by 16K PRL. The anliangiogenic ellecl ol the NHCM-was parallel 
lo lhar ol 16K PRL slandard and neulralized by 16K PRL 
anliserum in a dose-dependenl fashion. These resulls indicare 
lhal NHCM conlains proleins rhal share receplor activation pro­
perties as well as anligenic delerminanls with both PRL and 16K 
PRL. 

Keywords: brain prof.ictin; prolactin isoiorms: neurohypophys!s; 
.1ngio~t·nt•!ii!t; ~b2 Ct>ll!-1 

lnlroduerion 

Prolacrin (PRLJ. is a. polypcptide honnone · thal exhibits a 
wide specrrum : of. molecular- polymorphism. The major 
variant form of PRL, .. consrhuted by, a single polypeptide 
chain with a molecular inass of 23 kDa (23K-J>RL). is known 
to be subjecred. ro 'pos1:1rarÍsla1ional modificarions thar in­
clude glycosilarion;; phosphorylation and specific proreolytic 
processing (Sinha". l992)(Posurnnslational events have been 
proposed as -mechanisms for generating diversiry in lhe 
biological acrions of PRL (Sinha, 1992). Accordingly, it has 
been shown rhal ·,the proreolyric cleavage and subsequenr 
reduction of 23K : PRL genera tes molecular variants with 
spccific functions. Cleaved PRL. a variant with a nick at Tyr 
145, specifically enhances proliferation of gonadolropes and 
thyrotropes, an e!Tecl nor caused by 23K PRL (Andries et 
al., 1992). Moreover the 16 kDa N-lenninal fragmenl of PRL 
(l 6K PR L) inhibits the proliferation of endothelial cclls as 
\\·e11 as other cvcnts of ungiogc11csis. i.e .. thc fornrntion of 
ncw capillary blood vessds (Ferrara et al .• 1991: Clapp et al., 
1993). 23K J>RL does 1101 alTecl such e1·ents of the 
angiogt:nic: process (Ferrara el al .. 1991~ Clapp t'I al .. 199]). 

Ahhough lhe anterior pituitary glund is known to be lhe 
major sito for the svnthesis and sccrelion of the PRL familv 
of J10rmoncs. tJ1ere. arl' 01hcr knnwn sourcc~. including th~ 
brain (Dutt "'al .. l99·l). h has bcen recognizcd 1ha1 the PRL 
gcnl' is c:~prcs~c:d in thc ccntrill ncrrou' systcrn. particul.:.1rly 
in thc hypothalamus. although thc PRL tra"'cripl i> prcscnt 
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in vcry low ahunduncc (\\'ilson e1 al .. 199:!:; Duu 1•1 al .. 
1994). The molecular he1crogcnci1y of bruin PRL is substan­
tiated by dcscribed diffcrences in lhc molcculc's epitopes 
(Harlan & Scammcll. 1991). sizc (Emanuclc <'t al .• 1986. 1987: 
DcVito, 1988) and bioactiviry (Emanucle <'I al .• 1986) with 
respcCl' to"ltnterior pituitary PRL. Morcover. bolh a PRL 
mRNA 1\-ith "idcntical sequcncc ro rhat of anterior pituitar)' 
PRL (Wilson ,., al .• 1992), as wcll as an alternatively spliced 
l'RL mRNA have been identilicd in brnin tissue (Emanuelc 
1•/al., 1992);· 

In a rccenl study. wirh thc use of rhe reverse rrunscription­
pulymá:ise dwin rcaction we found the full sizc PRL mRNA 
iu · the hypothahunic·ncurohypophyscul systcm of 1he mi 
(Clapp ,., al.. 1994). Consisten! with this resulr. PRL­
in1111ur)l)rcucti\'e proteins with ti prcdominnnt molct:ular m~1ss 
of 14 :tnd 23 kDa wcre dctected in ncurohypophyseal cx1rae1s 
aiuJ found to he secrcted Oy ncurohypophyscs in culture 
(Clapp "' al .• 1994: Torner et al .. 1994). Moreowr lhe 
mcdium conditioned by incuba1ed ncurohypophyses inhihited 
the proliferation of cndolhelial cells in culture (Clapp c't ul .• 
1994). Thus we have hypothesized rhal PRL gene is exp­
rcsscd in the hypothalamic-neurohypophyseal system und 
that thc protein is modilied. through tissuc-s!'<'dfic 
mcclwnisms. to yidd variunl forms with specific functions. 

In this paper. we huvc 1cs1cd thc above hypothcsis by 
invcsligating thc nalure of the ncurohypophyseul PRL· 
immunoreacrive protcins through the characterization of 
rheir biological activities in cell prolifcnuion · assuys sp.:dfic 
for l6K PRL (endothclial cells in culture)· and 23K PRL 
(Nb2 lymphoma cdls). 

Resulls. 

W<'Slern blol d~1~c1io~- of PRL-like Q~Jigeiis in medium 
c·o11di1i~1~<''~ -~:1'.· incuhuu•t! 11,e'."º"-''¡]OphJ "'."·'· 
CrossreáclÍviry of protciiis. in . medium .·. condirioned by 
incuba red neurohypophyses with PRL-anrisera was examined 
by Wesrem _blol analysis. As previously described (Clapp et 
al.. 1994),. Western blors probed with the J6K PRL 
antiserum showed that the predominunt immunoreactive pro­
rein prcsenl in the neurohypophyseal condilioned medium 
(NHCM) has an apparenl molecular mass of 14 kDa (Figure 
1 ). A 23 kDa immunoreacrive prorein was also consistenrly 
observed. These l\\.'O immunoreactive proteins present in 
i' HCM wcn: also dctectcd by an m11iscn1111 raiscd ag.,iinSt 
23K PRL (Figure I,\). Uoth thc 14 kDu and the 23 kDa 
pro1cins werc delL'Ctcd afu:r reducing or not thc sumples with 
5"·í, ~·111CrL0<1ptocthanol (Figure: IB). In \\'c:stcrn blohi probcd 
ll'ilh prc-immunc ;crum. no bands of 14 kDa or 23 kDa were 
de1cc1od (Figure 1 A). 

Eff{-ct of m,•c/ium C't11tditimwd hr ti1c11hc11<•d neuro/Jyµophy.'t'X 011 
pro/ffrratitlll t~/ Sh2 ffll."i 

Thc biological activit} of NHCM was tcsted on !he prolifcru­
tion of i\'b:!: rclls in culture ami compured lo the acti\'itics of 
2.1K PRL and ll>K PRL standards (Figure 2J. Uoth PRL 
,1;.tndo1nl, ~timul<llL'd th1.• prnJifcrntion of Nh:!: ccl/s in iJ do'\L'· 
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Figure 1 Wes1ern blot idcntification oí PRL·like antigens in the 
medium conditioned by incuba1cd neurohypophyses. (A} Blots from 
neurohypophyscal conditioned .mcdium (NHCM. neuroh)pophyscs 
were incubared 1 h in Krebs Ringer at 37.C). were probed wilh ·a 
1:500 dilution of thc 23K PRL antiscrum (a23K PRLJ. 16K PRL 
antiserum (al6K PRLJ or normal rabbit scrum (NRSJ. (8) Blots 
from NHCM were probed wilh 1he anliscrum 10 16K PRL (1:500) 
undcr non-rOOucing (NR) or reducing (R) conditions. The migration 
rare (M,J or molecular weight markers are indicated at len. 
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Figurl' 2 Stimula1iun by ncur[!hypuphy!<!c:;.ll conditioncd mcdium of 
Nb:! ccll prolifcr.ition. {1HJ thyniidine incorpor..tion into !':b:! cclb 
wa<i mca.!iurcd in rc~ponsc to incrc•1sing cnm:cn1rations oí ncuro· 
h)pophyscal conditioncd mcdium (NHCMJ (OJ. and comparcd to 
thc clfcl'IS ofincrc.i.!iing conccntrnlions of :!JK PRL c01. 16K PRL 
f.óJ. or prcconditioncd mcdium c•J. Thc b;1!ial incorpora1ion ofj'HJ 
lh~nudinc i)r¡ <ihown e•). St<trtinf! al lhc 0.0.2 µI mi conccntration. thc: 
~JK'\I \,IJUC'i wcrc: 'ii!milk;.tntly highl·r l /'<fU15J th.1n ºª"ll \'i.t!UC'I 

F/\LLP .. DE Oí\IGEN 
dl'fll.'IHIL•111 fo~hi11n. Tlw pwlifcratin• cffc.•c.·1 indun.•d hy lt11\. 
PRL sfHl\\'l'd a lnwcr pnh.'lll"Y lhan lhc une induc.·cU hy .:!.Ho~ 
PRL. i.c .. l6K PRL had a <11W·half maxirnal response «>n· 
ccntration (EC'.\11 ) sc\'l'tt times grcatcr lhan tlrnl nf 2.lf\. PRL 
or 45 p,\I 1'.\" 6 pM, rcspt."Cth·cly. lnl.·rc11sing conccntr:11ions oí 
lhc NllCl\f s1irnula1cd 1hc rr<>lifcralion of Nh2 cells in a 
nwnncr parnllcl 10 1ha1 nf ho1h PRL _standards. whilc pre· 
l."onditionci.I mcc.lium h.ic.I nn cflh:f: Thc conccntration of thc 
NHCl\f lo give a half·ni:"irnal prolilcra1ive clfcel was 1 µI/ 
mi. Wc~tcrn h_lotting and dcnsitor~~c.tric ¡j11~1lysis of thc 
NJICM. calihra1ed·agains1 ·diffcrcnl ·cánccnlralions of 2JK 
PRL s~m1~nrd: ~·crc,uscd Jo es,tinuttC,thc Cnnccnlnttion oí thc 
23 kDa ;111d .:lhc: 14 liDii:¡¡nimunoreitc1ivc pro1eins in 1hc 
mcdium as·:1.2;'and·.1.2 ng/µl,'rcspcc1ively:.Thus. 1hc ac1ivi1y 
of lhc NHCM<10-.síimula1c ihe;proliferuÍion of Nb2 cclls. 
cxpresscd ·as a i function'.'of· thé. es1im.a1ed conccnmuions of 
cilhcr 1hc. 23 kDa ·or'1he·· 14 kDa immunorcaclive proleins 
gavc EC"' values. of,0.05.'and 0.45 nM. rcspec1ively. 

/11hihitir111;J1l1~Nh2 r:•/I prol{ferátil't• t'./fm 11[ 
ll<'llrc>hypopli.m•a/ r<1iíditio11t•d n1<•di11m by :?JK PRL ami /6K 
PRL·a111isf•ra 

Thc ahilily of antisera raised againsl 16K PRL and 23K PRL 
10 inhibil 1hc mil<igcnic ac1ivi1y of NHCM was 1cs1ed {Figure 
3). Nb2 cclls wcre incubaled wi1h NHCM (1 µl/ml) to obwin 
a half-maximal prolifera1ive clfec1. in 1he presencc or absencc 
of ei1her PRL un lisera. Serial concen1ra1ions of 23K PRL or 
of 16K PRL antisera inhibi1ed in a dosc-dependcnl fashion 
1he s1imula1ion of Nb2 cell prolifera1ion induced by NHCM 
or by 23K PRL siandard. Pre-immune serum had no elfecl. 

Effect of11euroh.1'Pophyseal conditioned medium on 
hFGF·sti11111/uted prol(fioration qf hm·ine brain rapillary 
1•111/atlidial f BBC E) ct•lls 

lncreasing concen1ra1ions of NHCM were 1cs1ed on lhe pro· 
lifcra1ion of BBCE cells s1imula1ed by bFGF and 1heir elfecls 
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Figure 3 Blockagc by PRL antiscra of the stimula1ion of Nb2 cell 
proliferation induced by neurohypoph)seal condi1ioncd mcdium. [lH] 
1hymidinc: inc:orpora1ion into Nh2 cclh was mcasurcd in response to 
ncurohypophyscal conditioned mcdium (NHCM, al the ECsn \"alut! 
of 1 µI mil in combinalion wilh incrca.!iing conccntrations of 23K 
PRL anti~crum c•1. 16K PRL anli.!il!rum (.6.) or normal rabbi1 
scrum (0 J. Thc basal incorporation of {1HJ thymidine t•J. and that 
induccd by ~HCM alonc (0) are shown. Thc valucs for thc anti­
l<1K PRL and lhc: anti-:?3K PRL anli<icrn co-cultun:. 'itariing at lhc 
0.5 ;ind 1.0 µI mi anti<icrum conccn1r:11ions. re<ipectivcly. \4erc 
.. ipnilic;intly f l'<0.051 101,1.cr th;in that of :'\'ffC\1 <tlone. 



\\'ere l'Omparcd to thoSl' of ditli..·rL·nt concL'nlrntim1s nf car· 
harnidnrnclhyla1cd ll>K l'RL slandard iCAM-lt>K PRLI 
!Figure 4). CAM·lf>K l'RL was uscd ft>r lhis purposc. sincc 
hlockugc of disultidc hond formatinn by carhamido111cthyla· 
tion l'nhanccs tlu: pOlL'llL'Y of 161\. PRL to inhihi1 c11do1hcliotl 
ccll prolilh:11io11 (Ferrara e•/ al .. 1991 ). Adrninislmlion ni' 
NHCM inhihi1cd lhc hFGF-s1irnula1cd prolifcralion ol' 
llllCE cclls in a dosc-dcpcndcn1 fashion 1ha1 parallclcd 1hc 
inhihi1nry clli:cl of' CAM·l6K PRL. Thc acli\'ily ul' NHCl\1 
lo inhihi1 llllCE cclls prolifcraliun cxprcsscd as a func1ion of' 
thc cstinrntcd conccntration of thc 14 kDu immunorcactivc 
protcm (7.2 ng/µI) gavc an EC,,, ''aluc of 5.4 nM. closc 10 1hc 
EC.u valuc of' 1.1 nM ohserved for CAM-16K PRL. 

Blocka¡,:e c~f tht• t'.Ol•ct t~f nt•urohypophy.\·eal cmuli(itmt•d mt•diw~~ 
cm <'llc/Clllidial ce// prolifm11io11 hy l6K PRL imti.l'<'r11111 

Wc ncxt examined whcth'er incrcasing :'i:onccn1ra1ions of 
PRL-direclcd antisera . were capable of .neutrulizing thc 
inhihitory ctfecl of NHCM'on .thc bFGF stimulated-BBCE 
cell prolifcra1ion. BBCE cclls :werc incubaled wilh NHCM 
( 12 µl/ml) to givc a halfmaximál :inhibition of cell prolifcra­
lion, in. the presence .or· absence :. of either. PRL anlisera. 
Incrcasing conccntrations of 16K·PRL antiscrum blocked, in 
a dose·depcndcnt · :manncr, the .• · inhibi1ion by NHCM of' 
bFGF-stimula1cd ·BBCE .cell · proliferution (Figure 5). Con­
vcrsely, 23K PRL· antiscrum or pre·immune scrum al dilu­
tions of up 10 1: 100 had no significa ni effects on thc 
inhibitory activi1y of NHCM. 

Discussion 

Our results demonstrate tha.t PRL-like imm'unoreactive pro­
leins found in the medium condi1ioned by incubalcd 
neurohypophyses share bioactivi1ies wilh both PRL and l 6K 
PRL. Proliferation of lymphoma Nb2 PRL-dependenl cells 
was stimula1ed by NHCM. and this etfect was neu1ralized by 
a 23K PRL-directed anliserum. Proliferation of endothelial 
cells was also inhibited by NHCM, and this etfect was neut-
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Figure 4 lnhibition hy ncurohypophyscal conditioncd mcdium of 
bFGF-stimulatcd prolifcration of cndothclial cclls. PHJ 1hymidine 
incorporation in10 BUCE cclls was mcasurcd in rcspon~c to bFGF 
(50pM) alonc (0J ar in combination with incrcasinl? conccntration~ 
of ncurohypophyscal conditioncd mcdium INHfM) (OJ, prc­
C'llnditioncd mcdium (•J. or 16K PRL (l\). Thc basal incorporation 
of ¡1H) thymidinc e•) is shown. Srnrting al thc J:!.5 µl;'ml conccntw· 
tion. both thc !':HCM and thc 16K PRL \•aluc!-. wcrc i.ignific.intl) 
lo"cr fl'<0.051 th;m tlrnt nf hf.'GF :tlont:. 
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r;11i1cd h\ ;1 l<iK PRL a11t1~l·rum. TIH.'Sl' rc!<lults inlfil'iltC tha1 
hil1h1gkaily active J>KLs ;1rc secn:ll'li hy tlw hypothal:1111ic­
m•urohypt1physcal systcm. inl'ludinl! u prcdnmina111 14 kDa 
PR L-likc fra1.uncnt with a111iangh1!!c11ic cffcL'ls. 

In u rcci:nl study wc dL'SL'rihc..•d thi: prcscnL'C of immuno­
rl'óll'tivc PRLs in thc hypoth:1.h1rni,c·ncumhyptlphy!\cal system. 
\\'ith thc USl' of mfúntiscrum dirc~1cd against ~he N.·tcrminul 
11> kDa fragmcnl uf PRL. wc founl! 1ha1 the hyp1llhala111k­
ncurc~hypúphyscal systcm Clll_llainc~ · 1wo P~L-likc·- aiu.igcns. 
i.c .. a prcdomi~~int_-1,4 kDa rrotcin.·and smull- umm.1111s nf a 
~J kDa prolein (Clapp <•tal .. 1994). The PRL m11urc of' hoth 
antigcn~ amJ ·1hcir- local ·production was subst:111tia1cd hy thc 
¡1111r.lification,· via thc polyrncnisc chain rcaétion. of thc full 
sizc :PRL mRNA in isol:11cú hypo1hala111ic parnve111ricular 
nuclei (Clapp el al., 1994). T.hcse resulls were Cllllsislcnl with 
lhe exprcssion of PRL in. the · hypothalamic-neurohypo­
physeal csyslem and with its. posllranslational modification 
inlo a lower molecular weighl fragment: The precise nature 
of the neurohypophyseal immunoreac1ivc pro1eins requires 
fur1her analysis. 

In the present study we have confirmcd that ·1he ncuro­
hypophyscs secrete 14 kDa and 23 kDa proleins 1ha1 react 
wilh the 16K PRL antiserum, and showed thal these two 
proteins also crossreuct with an an1iscrum dirccted against 
23K PRL. Thus it is concludcd thal hoth immunorcactive 
protcins sharc anligcnic detcrminants with the l 6K and thc 
23K PRL molccules. 

We fur1her investigateú 1hc idenlity of the neuro­
hypophyseal PRL-like immunoreactive pro1eins. by analysing 
biological uclivities of the NHCM. In supporl lo !he PRL· 
like na1ure of the neurohypophyseal immunoreacti\'e pro­
leins. thc NHCM s1imula1cú in a dose·dcpcndcnl fashion lhc 
prolifcration of Nb2 lymphoma cells. Thc efü-ct wus parallel 
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fi~ure 5 Block11gc hv l6K PRL .inu~crum uf thc inhib11ion h\ 
ncurohypophyscal coñditioncd mcdium of bFGF-stimulatcd pra·­
lifcrntion of endothclial cclls. ['MJ thymidinc incorporation into 
HHCE cclls was mcasurcd in response to bFGt-=' (50 p\t) ;ilonr.! (ÜJ or 
in combination with ncuroh~pophyscal conditioncd mcdium CNHCM. 
al thc EC~1 \'aluc of 10µ1 ml1 in thc ab.-.cncc 1D1 ar prc!lcncc of 
incrcasing concclllrations of l 6K PRL <tnli!lcrum f A J. :!.3K PRL 
;intiscrum (e) ar normal rabbit scrum (0). Ali \'alucs for thc 
anti-16K PRL co-culturc \\ere signifü.·¡.mtly (P<OJJ5J highcr than thc 
r-.:HCM (0) control. Valuc!. of :!JK PRL an11~rum- or normal 
rnhhil M:ruru- en-culture~ "ere nnt "lilmilk;int from thc NllCM 
l.:\IOlrol \alul.'. ~ 
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Bio.1ctlvlty ol n•Utohypoph•ual prolac:tln~ 
f J L('!¡1t•:Gtit•1t1: 1•t,11 

1t1 1tw1 1,.•fkilL'd hv 2.H~ ;11al lt1K PRL ~tandards. :111d \\;i' 

hlnácd hy ho1I; 2.1K unJ 1 <•K l'RL·dircclcd unllwra. 
1\1..·conlingly. in addi1ion 10 illltigcnic dctcrrninants, thc pm-
1cins of thl' NI ICM slrnrL' PRL-rcL'Cptor acli\'ation propcrtil's 
wilh holh 1.1K and lf>K J>RL. 

Thc Nh1 ccll prnlifrra1io11 lll'IÍ\'ÍI)' or 1hc NHC'M cnuld he 
dut: to 1h1..• L'tHnhincd il(.'tion uf hoth thc 14 k0:1 :111d thc 
2.l kDa PRL antigcns. or 10 tht: i11lkp1..•11dcnl cffcct uf cithl'r 
llllC of 1hem. Thc hilllll'IÍl'il)' ar lite NHeM cxprcsscd in 
tcrms of tlw sum of thc cstimatcd ·co11ccntr:1tions of both 
antigl'ns gavc un EC,u \'U)Ul' 10- 10 80-fold highcr tlli.ln thc 
\'Ulucs nhlaincd wi1h 1<1K l'RL ami 2JK PRL slandurds 
rcspecli\'cl)'. Thc apparcntl)' low biological polcncy of bo1h 
PRL untigcns could he cxplaincd in onc of scvcral ways. lt is 
possible that thc conccntration of hoth ;111tigens w:1s O\'cres­
lim:ttcd. pcrhaps due 10 u high reactil'ily of lhesc proleins 
wi1h the PRL unlisera. Alternatively, bolh ncurohypophyseal 
PRLs could huve a low biologicul uctivity. This possibilil)' is 
consistent with prcl'ious de1erminations of PRL-like bioac· 
tivity from hypothalumic ex1rac1s in which a low PRL bious· 
say to immunoassay ratio was demonstruted (Enmnuelc el 
al .. 1986, 1987). A low biological potency can be expec1ed for 
PRL fragmcnts. Thc Ee,. \'alue obscrvcd fcir 16K PRL 
(45 pM) wus 7.5 times highcr 1han thát of 23K PRL (6 pM). 
An addi1ional possibili1y would be that 1hc 14 kDa anligcn is 
acting us un anwg.onisl of thc. PRL rcccplor. According to 
this possibility the 23 kDa antigcn would be expcelcd 10 huvc 
a reduced effecl in thc presence of thc 14 kDa immunorcac· 
tive protein. Accordingly. the biouc1ivi1y of the condi1ioned 
medium expresscd solel)' in 1crms of the 23 kDa anligen 
showed un Ee,0 \'alue (0.05 nM) 8-fold higher than thc 
respecti\'e \'alue of 2JK PRL slandard (0.006 nM). 

Possibilitics like the ones raised above have been con­
sidered for the understunding of PRL signaling mechanisms. 
PRL fragmcnls are currenlly hdng conceivcd us partía! 
agonists and;or antugonisls of 1hc PRL receptor (Fuh et al .. 
1993). 11 is now well acccpled lhat PRL acli\'ates the PRL 
receptor hy a sequcnti•1l dimcrization proccss thut yields an 
aclil'e PRL-(rcceplorj, complex ¡eunningham <'t al.. 1991; 
Fuh et al .. 1993: Hoopcr et al .. 1993: Rui et al .. 1994). This 
mode of actÍ\'ation implies that lhere are two receplor hin· 
ding sites on the PRL molecule and that PRL binds lhrough 
lhe firsl si1e (Si1e 1) to a receptor and 1hen through thc 
second site (Site 2) to a second receptor. PRL analogs with 
mutations al Site 1 or Site 2 act as partial agonisls or 
antagonists of the receptor, respectivcly. For instance 
mutants of hGH which bind tigh1ly with Si1e 1. but not with 
Site 2 are potent antagonist of the PRL receptor and vir· 
tually inactivo on Nb2 lymphoma cells (Fuh eta/.,' 1993). On 
the other hand a hGH mu1ant wilh.Site 2 inláct,. but with a 
compromised Site.I, acted as a partiál agcmist ón Nb2 cells. 
with an Ee'° value 12. times higher than: tliat of. native hGH 
(Cunningham & Wells, 1991; Fuh el al.;"1993).: In a similar 
way, l 6K PRL could be aé1irig as a partial agonist for the 
PRL receptor bécause 1he .e-terminal .end of the moleCide is 
at Tyr 145 (Baldocchi et al., 1993) and thus a group of 
amino acid residuos ( 167-191 ), presumed to be part of Site 1 
(eunningham & Wells, 1989), have been losl. Along the same 
linea role for the neurohypophyscal 14 kDa PRL as a partial 
agonist and or ant<1gonist al thc PRL rC"ccptor leve! art' open 
possibilities thal necd to be addressed following the 
purificalion and sequencing of 1hc pro1ein. 

Tlw func1innal 'ignilicancc of lhc PRL 1·ariants J'ound in 
the hypolhalamic·neurohypophyseal S)'Slem muy líe on their 
abili1y to subser\'e diffcrenl functions. For ins1:1nce. 16K 
PRL whilc hcing a wcak agonisl of lhe PRL reccp1or. is a 
potent inhihitor of angiogenesis !Clapp et al .. 1988. 1993: 
Ferrarn <·1 al .. 1991). an cffcct not sharcd wi1h 13K PRL. \\'e 
previously showcd 1ha1 1hc PR L-likc molecules prcsenl in lhc 
hypothalamic-neurohypophyseal system excrl an anliangio· 
genic·effecl similar to that ;1t1rihu1ed to l 6K PRL ¡elapp et 
al .. J994J. Hcrc wc 'how 1ha1 inhihi1ion nf cndothclial ccll 

prolifl•rathlll hy tia.· NflCM OL'L'Ur~ in a dtl~l··dl'Pt'lllknt 
fa!ihion 1ha1 parnlll'ls thl• do~l'-rl.'lilll'd ;111tiangh,~cnic c..'fü'l'I nf 
l6t\. PRL ~rnndard. In mlditinn. ~1..·rnll Jilulinn~ t11' th1.• l<1K 
PRL antÍ'.'il'rllm ncu1rali1c..'. in a Uosc..• dependen! nmnncr. thl' 
anti:ingin~rnic-cfli:ct tlf thl' NllCM. In suppurt 1t1 lht..• 
14 kD:1 pflllcin as- thl' likl'ly anti:111giogeni1.··mnlcculc. \\'C 

l'ouml 1h;1t !he :u:ti\'ity ni' thl' NifCM l'.\pn:ssl'd in tcrms of 
thl'. 1.•stima1c..•d cunccn1rntion of thc..• 14 kD;1 PRL ;1111i~cn. 
showcd an EC'~o \':1luc dosc to 1ha1 ohtaincU with l6t\ PRL 
s1:111d:1rd. 

Thc 1.1K PRL antiscrum. cvcn al a 1: 100 dilulinn. did nol 
ncutralizc thc antiangingcnic cllcct of lhe NHeM. Thc sclcc· 
tivill' nf thc 1JK PRL antiscrum lo nculralize the NHCM 
effe~t on Nh1 cclls. bu1 1101 on endo1helial cells, could be 
exph1incd in one of severa! ways. 11 is pnssiblc 1hat 1his 
antiserum recognizes epitopes in neurohypophyseal PRLs 
1hat are part of thc binding region to the PRL rcceplor h111 
nol to thc 16K PRL rcccplor, and thus block thc activa1ion 
of 1he fnrmer but nol of thc luttcr. High aftinity, spccilic 
binding sites for 16K PRL are prcsent on endothelial cell 
mcmbrnnes :1nd have heen proposcd as thc reccptors 
mediu1ing the antiangiogenic effcct of l 6K PRL ¡elapp & 
Weiner, 1992). Thcse 16K PRL rcceplors differ struclurnlly 
from the PRL receptor and do not bind 2JK PRL (elapp & 
Wciner. 1992). Thus it is likely thal epilopes associaled to the 
16K PRL rcceptor-binding rcgion are nol presenl in 23K 
PRL and thus nol rccognized hy 1hc 23K PRL antiscrum. 
Al1crnali•·ely. lhe 2JK PRL anliserum muy bind 10 cpilopcs 
distincl to ei1her receptor-binding region. Once bound. the 
antihodit>s could alter thc molecular conformation rc4uircd 
for binding to the PRL receptor but no1 the one requircd for 
binding lo thc l 6K PRL rcceplor. Similar mechanisms have 
bccn proposcd lo explain the selective neulralizution aclivity 
of PRL monoclonal antibodies of the action of PRLs from 
differenl spccies. (Scammcll <'t 111 .. 1990). 

Al anl' evcnt. it is likell' lhat the 2JK PRL antiserum does 
not reco.gnize ali 1he epitopcs of thc neurohypophyseal PRLs 
that are recognized by lhc 16K PRL antiscrum. This is 
plausible sincc diffcrcnces in thrcc-dimcnsional structure of 
16K PRL. attributed to lhe los1 e-terminal end of the 23K 
PRL molecule. might have creatcd new epi1opes thut are now 
recognized by 16K PRL-dirccted anlibodics. Accordingly in 
assays where the three-dimensionul structure of the molecules 
is prcserl'ed, the s¡x'Ciftcity of both the 23K PRL· and the 
16K PRL·antisera increases. For instance, there is a low 
(1-2%) crossrcaclivity of 16K PRL and 23K PRL in thc 
corresponding radioimmunoassays (elapp el al., 1988, 1994). 
Moreover, with immunocylochemistry, the, 16K PRL anti­
serum clearly rccognizes PRL·like antigens in thc. hypo­
thalamic-neurohypophyseal system (Clapp et al., 1994), while 
the 23K PRL antiserum fails to detect the neurohypophyseal 
PRL-like immunoreactivity (Siaud el al., 1980; Harlan el al., 
1989; Paut-Pagano el al., 1993). 

In support to lhe biosynlhesis of lhe PRL \'arianls by the 
hypothalamic-neurohypophyseal system we have detected the 
PRL mRNA in isolaled paraventricular nuclei (Clapp el al., 
1994). Moreover, these prolactin variants appear to enter the 
neurohypophyseal secretory pathway. as indicated by the 
observcd in 1·i1ro relcase of PRL-like immunoreacliw pro· 
tcins follo\\ ing pnta!<isiurn-induccd dcpolí1riz:1tion of hypo­
lhalamic·neurohypophyseal cxplants (Torner et al .. 19941. On 
1he olhcr hand. wc ha•·e nol dc1ec1ed lhc 14 kDa PRL-likc 
immunorcacth·c protcin in cxtrncts of anterior pituitary 
glands. isola1ed luc1otropes. or in the medium of cultured 
laclotropes !Torner <'t al .. 1994, unpuhlished obscrvalions). 
~fort.'O\"t:r. we hun~ not bccn ¡1bk 10 dctcct immunorcactivc 
PRLs in thc hypophyseal imcrmcdiate lobe 1elapp <'t al .. 
1994). The;c d;ita allow cxcluding a possible contmnination 
of ncuroh)pophyseal PRLs with PRLs from adcnohypo· 
physcal lactotropcs or hypophyscal·intcrmediatc lobc cclls. 
Furthcrmurc PRL·likc antigcns wcrc dctectcd throughout 1hc 
h~ pnthiJlamic-neuroh) pophy~eal systcm. i.c. \omas. a.xonal 
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pn1jl'1.:tiuns nnd tl'rmirrnls ni' m;t!!lhll'l'llular m•un111s frnm thl' 
pt1rnvcn1riculi.1r ami supraoptil' hypnthalmnk nudl'i (Clapp ,., 
111 .. 1994). 

11 is 1101 clcó!r wlrnt tire thc runctinnal implil.·:itions of 
neurnhypophyseal PRLs ami. in partirnlar, of un anli· 
angiogcnil'~PRL molcculc, Ul' this sitc,, An cffcct on locul 
vasl·ularizution is -pl:nisihlc. For instancc. · magnnccllular 
lll'Urons within hypnthulumic· par:1\'cntrit·uh1r 1111d suprnoptic 
nul'lci are known to exprcss , high lcvcls of va:-;cular 
cndothcfü1) growlh fac1or (VEGF) mRNA (Ferrara 1•1 al .. 
1992). On 1he 01her hand. thc prcscnce oflhis PRL l'Urianl in 
a ncurocndocrinc systcm raiscs its potcntinl hormonal actinn 
upon dist1111t turgct tissucs. Accordingly. wc havc obscrvcd 
Ca"-dcpcnden1 rcleusc of lhe 14 kDa anligen by incubalcd 
ncurohypophyses und detec1ed a 14 kDa PRL immunorcac· 
til'e molecule in the circulalion of lhe ra1 (unpublished obscr· 
vations). ' 

The involvement of P,RL-likc moleculcs in lhe conlrol of 
angiogenesis is being increusingly supportcd. Proliferin and 
proliferin-reluted protein, two proleins wi1h exlensiw amino· 
acid sequence homology to PRL. were shown to siimulatc 
and inhibit angiogcncsis. respecli\'ely (Jackson et· 111., 1994 ). 
Similarly our results suggest lhat thc. ncurohypophyscal 
14 kDa PRL, may constitute a new member of 1hc PRL 
fumily likcly to be involved in the regulalion of an¡jiogcnesis. 
as wcll. 

Malerials and methods 

PRls 

Ral PRL (B-6; · Nntional Hormone and Pitui1ary Program 
(NHPP)) was uscd as the 23K PRL slandard and as the 
sourcc for lhe produc1ion of 16K PRL. 16K PRL was 
isola1ed afler 1he enzymatic proleolysis of 23K PRL by a 
par1iculatc fraclion from ral mammary gland homogcnatcs. 
disulfidc-bond reduction and gel liltrution as reponed (Clapp. 
1987). A portian of 1he 16K PRL prcparalion was car· 
bamidomcthylated (CAM·l6K PRL) by i1s reduction wilh 
dithio1hrei1ol under denaturing conditions and subscquent 
alkylation with iodoaceiamide (Ferrara et al .. 1991 ). 

PRL antisera 

The anti-rat 23K PRL serum (S-9) distributcd by 1he NHPP 
was used. l 6K PRL has a low crossreactivity (2% that of 
23K PRL) with this antiserum in the 23K PRL RIA (Clapp 
et al., 1988). The 16K PRL antiserum was raised in rabbi1s 
against the 16K PRL non-carbamidomethylated preparation 
described above. The specificity of lhis antiserum in thc 16K 
PRL RIA has been reponed previously (Clapp et al., 1994). 
Briefty, 23K PRL. has a rcduced crossreactivity (1 % · that of 
J6K PRL) with the)6K';PRt::antisérum, .while growth hor­
mone, oxytocin, vasopressin; neurophysins 1 and 11 and other 
peptides knowné leí~ be_ preseni::in • the hypothalamic-neuro­
hypophyseal sysieni; , do. not 'show crossreactivity with this 
antiserum (Clapp et:a/.,:1994¡, · 

Animal.\· 

Adult malc Wistar rals (200-250 g) were kept in an enviran· 
men1 of constan! 1e111peru1ure and con1rolled dal'·niuhl cycles 
and rcceived food· and 'wa1ér. ad. lihituin. Their - pituitary 
glands were rcmowd follciwing deciipiiation and. the un1erior 
lo hes were dissccted out. undcr. lhc, micro-scopc: 

/11c·uhe11itm clj'tt1•11rohJ·pc1p/Jy.H•s 

The neurohypophyseiil lobcs werc washcd in Ca" -deficicnt 
Krcbs-Ringer solution for 10 min at 37ºC und incubatcd 
individually in "º µI of K rehs-Ringer solu1ión · for 1 h :i1 

Bioact1~ity ol nturohypophy1HI prolactin' 
r .' l•~l"'l lll'mr: r>: .1 

J7d<.', Thl' rl's111ti11~ cu1Hli11n11cd 1111.•di;1 wcrc pookd. ClHll't:nl­
rnll'll ( 10 x. <. \•n1nn111 JU. A111k'lHl. Ul'\'crly. MA) and stnrl•d 
in Hliq11ots at - 7WC. 

ll 't•stc•rtt h/111-d1·11sitom1•1ric a11a~1:sü 

C.\indi1irn1cd 111c1li11111 ( llJ µI) was s11hjec1ed to SDS-PAGE as 
prcviously dcscrihed (Clapp ,., al .. 1994(. Mcdium prnlcins 
wcrl' hlnttcU llllhl nitroccllulosc mcmhrnnc:-;, prohcd with a 
1:500 dil111ion of1he 16K PRL or lhc 2.1K PRL-anlisera. und 
dcvclop1.•d hy usin!! thc 1alkaline phosphutasc sccond untihl1dy 
kil (Bio-Rud Lahs). To determine 1hc concenlralion ni' lhe 
l<iK PRL refrrcnce preparnlinn and of the PRL i111muno­
rcacli\'c pro1cins of lhe condi1ioned media. diffcrcnl dil111ions 
of the respecli\'C samples were hlollcd and probcd with lhc 
l 6K PRL 11n1iserum. The blols were thcn subjec1cd 10 a 
dcnsi1ome1ric analysis (Fotoanalys1-Fo1odync, Greensboro. 
NC. USA) culibra1cd with ditrcrcnl concen1ra1ions of the 
23K PRL srnndard processed within thc sume blol, as 
prc\'iously dcscribcd (Clapp. 1987). 

Ci•// prolift.ormio11 as:mys 

Nh2 ali.• The PRL aclil'it\' of 1hc condilioned media was 
mcasured using the lac1ogcn°-dcpendcnt rat T ccll lymphoma 
Nh2 cell fine as dc1ailed prcviously (Tanaka l'I al .. 1980). 
Bricíly. lhe cclls (kindly pro\'ided hy Dr. Peler Gout. Cancer 
Control Agcncy of Bri1ish Columbia. Vancou\'er. B.C.. 
Canada) wcrc mainrnincd as suspension cultures in high 
glucosc-Dulhecco's Modified Eagle's medium supplcmcnlcd 
with 10% horse serum, 10% fclal calf scrum. 10-• ~1 P· 
mcrcaploclhanol and penicillin s1rcp1omycin (50 U/mi). The 
etfcct of lhe condi1ioncd or non-conditioncd media was 
tcsted on Nb2 cell grow1h. in the prescncc or abscnce of lhe 
PRL anli!era. Cell prolifcra1iim was de1crmined in 1riplica1c 
12-mm tissut: culture wclls at a starting dcnsity of 2.5 x 10" 
cclls in 0.25 mi of thc aho\'e incuba1ion mcdium. but without 
fetal culf serum. The cells wcrc incuba1cd far 72 h. af1er 
which ('H]·lhymidine incnrpora1ion into ccllular DNA was 
mcusurcd as an index of cell proliferation (Ferrara et al .. 
1991). 

Boi·;,,,. hrain mpillar,1· endotht'iial ce/Is Bovine brain capil· 
lary endo1hclial (BBCE) cells werc isolated as previously 
described (Ferrara et al., 1991: Clapp et al., 1993) and 'grown 
in low glucose-Dulbecco's Modified Eagle's medium. supp· 
lemen1ed with 10% fetal calf serum, glu1ainine (2 mM) and 
antibiotics (50 U/mi penicillin/streptomycin) ás rcported (Fer­
rara et al .. 1991; Clapp et al., 1993).To assess c,ell prolifera­
lion, BBCE cells werc plated at 2.5.x IO' cells''¡icr''l2 mm 
culture wells in 0.25 mi of the above culture ·medium:· bFGF 
(50 pM: GIBCO/BRL) alone or together with medium ·condi­
tioned or no1 by incubated neurohypojihyseswere'added to 
1he wells every other day far 4 days. For immunoneútraliia~ 
1ion s1udics different dilu1ions of ei1her' PRL. antisera were 
udded togelher with the conditioned ·medium:?On 'day 4, 
l'HJ-thymidine incorporation into cellular.' DNA' .. was:meas-
ured as reported (Ferrara et al.. 1991 ). · 

Datacma/y.\·i.\· 

The data in Figures 2 lo 5 are prcsen1ed as mcans ±.SEM 'OÍ 
triplicatc dctl'rminations of rcprcsc=ntative c.~pcrim:Cnts« co·m­
parisons of meaos were curried out by onc-way analysis of 
l'ariance (ANOVA) and 1he Newman·Keuls test for delcr­
mining statistical diffcrcncl'S bctwccn two trcutmcnt mcans in 
multitreatmcnt expcrim.ents. 
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Bioacril'idad de prolactinas m•urolzipo/isiarias. 

Resultados y Discusión: 

Los resultados de este trabajo de 

tesis consignados en las publicaciones 

anteriores muestra11 la presencia e11 el eje 

hipotálamo neurohipofisiario de 

protefnas con inmunorreactividad tipo 

PRL. 

25 

tramferencia e inmunotinción con 1111 

aflfisuero especifico dirigido comra la 

PRL 16K. De ésta forma se determinó al 

igual que en los 

11eurohipofisiarios 

predominante de 

homoge11ados 

la presencia 

la protefna 

inmunorreactiva de /4kDa, y en menor 

proporción la de 23kDa (Figura 3, 

En homogenados neuro- Trabajo A y Figura/, Trabajo B). Más 

hipofisiarios las protefnas aún, determinamos que un antisuero 

inmunorreactivas mostraron pesos dirigido contra la PRL 23K también era 

moleculares aparentes de 23 y /4kDa capaz de reconocer a ambas protefnas 

respectivamente. Su masa molecular y el (Figura J, Trabajo B). Estos resultados 

hecho de que fueran reconocidas por demostraron que las protefnas 

anticuerpos polic/onales específicos inmunorreactivas de 14 y 23kDa 

contra la PRL /6K en el propio tejido nos presentes en la neurohipójisis coÍitpárten 

hizo pensar que probablemente se tratase11 determi11antes a11Íigénicos cb;,¡~[~RLs 
de la propia PRL 23K yde u11fragme11to 23 y, /6KcJeskec{ivafi;enté .. ~u~Í1do se 

molecul':e ~:;;-:ª' en primer lugar 11os . ·-... · .. [_·~.'r,_~.·.:aub~a~IJ'o~B:_e··.s.:Jr.c_:c;_,o~.·,'.·,d.'l.~_-o;~.i1c.~1m1~a:_ .. ~l-_ .. i_•,s.;_~·eJª_· '_.v;a(~l;e,•.di:a:hb.~a:cej1·1. 
propusimos ahondar en la naturaleza tipp/ . ' . . 

PRL de ambas protefnas mediante el ·· Cierta ~e~ida 1(1 especificid~d de nzléstros 
diseiio de una estrategia que no/{ 

permitiera evaluar sus propieda<Íe/ .. 

biológicas e itununológicas. 

Para la caracterización biológica · 

< ~ 'La ~rotefna dé l 4kDa se obseÍ-vó 

tanto e1í condiciones reductoras como:1io 

reductoras en el MCNH y ~fl ~I 
se obtuvieron medios co11dicio11ados por . hQ"1.oie11ado de neurohipójisis (Figura 3, . ··· 
la i11cubación de neurohipófisis·~~i~ü//'[;.~

00

• · Traba)o AJ. Esto nos indicó que Ía 

(MCNH). El MCNH resui)J. ~íia ; frl'oú~ftla estaba presente co~o rd(; ~í~ 
preparación enriquecida c01ila prot~f~1a ·. ,.,,,,_ ..... ,., ·,•: .. :-

i11m1111orreactil'a de. J4kDa }á qÍ1e 

permitió elimi11ar a ;,¡¡¡<:¡,~;:de /la~ 
protefnas prese11tes ~'~ ;~Í hdhic>g~nddb 
neurohipofisiarió. 

La caracteri:acid1i :k las protef11as 

inmunorreaciii·as á ¡;~L ~reie~1ies e1Íe1 
MCNH se realizó nu•;l(ame electroforesis, 

; era.~lresultado de.la redlifci6;, de.'llna 

/o'rm~ cortad~ •de• fliL··dÚf~;il~ él· 
·>·•··f1~of:e~~1iel1r.o<ie ¡¡iln11esira. ,· .. · 

· ···' La;prdi~tna,inm1lliórreactfra de 

: , 2~kDa P();~e /~ ,,;¡s;,,~· ~;d~~ ;,;olefular 

·.· q11~ la P~l ÚK;por· lo qile p~dia 
correspolíder '-¡; lita l'ari;:Zte"de. PRl, 

cuya presencia ya se ha cÚscrito en el 



Bioacti1·idad dt• prolactinas 11e11rohipo{isiarias. 

cerebro95•97, aunque 1111nca antes en la 

neurohipóji'sisI07 . Por otro lado la 

proteína inm1111orreacti1•a de l 4kDa pndrfa 

representar 1111fragmento de la PRL. 

El hecho de que este antígeno de 

14kDa comparta epítopes con la PRL 

16K sugiere la posibilidad de que la 

similitud estructural entre ambas 

moléculas le permita ejercer efectos 

similares, como sería la inhibición de la 

angiogénesis. Para analizar si estas 

protefnas neurohipojisiarias pertenecfan a 

la familia de las PRls analizamos sus 

propiedades biológicas media11te el 

bioensayo de células Nb2. 

Como se me11cio11ó diversos 

grupos han docümé~1t~do que las células 

Nb2 son depe11dle~tes de PRL para 

proliferar29.3,0: f oD~iito, este bioensayo 

nos resultó una }f;rrámienta poderosa 

para investiga;~i.ei)tCNH co11te11(a 

PRLs biológic{u,;e;ziedcti~~s. . 

Lo primero que realizamos a este 

respecto fue la validación del sistema. 

Hicimos una curva dosis-respúesta·a la 

PRL 23K de rata y a la PRL J6K (Tabla 

/,Figura 1, Trabajo 8). 

La respuesta obtenida para cada 

una de las preparacio11es de refé~e1íciafue 
dependiente de la dosis adicioliada 

(Figura l, Trabajo B). La con¿~ntración 
de hormona capaz de produCir:)a mitad 

de la respuesta máxim(J (ECsÓJ pdrd el 

caso particularde {(J fRL°,~ 2Í,Kfue de 

6pM, lo cual co1ieué1·d(l éo11. IÓ r~portado 
por otros autores) pJ11e, ~e 'mwi;f,esto la 
sensibilidad del bic;e1ls~y029,'io. . · 
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Tabla /, Res11111e11 de los resultados obtenidos 
para el bioe11sayo de las células Nb2. Se 
11111estra11 las dosis medias obtenidas para cada 
e/t·~to y la susceptibilidad de ser bloqueado por 
an11sueros especificas dirigidos contra la PRL 
23K y 16K. Las dosis medias (EC50) enco11tradas 
para el MCNll se reportan e11 fu11ción exclusiva 
de las protefnas inmunorreactivas de 23 y /4kDa. 

Bioensal'o Nb2 

Af?onista EC50 EC50 aJ.JK a16K 

111/ml nM 

PRL 23K - 0.006 + + 

PRL /6K - 0.045 + + 

MCNf/ /.O 1.05 + + 

23K 

MCNfl 1.0 10.3 + + 

/.IK 

La preparacón de referencia de 

PRL 16K si bien estimuló la mitogénesis 

de las células Nb2 con la misma eficiencia 

que la PRL 23K lo hizo co11 una potencia 

siete veces menor (ECso: 45pM) (Figura 

2~ Trabajo B): Además la pendiente de la 

curva dosis-respuesta fue paralela a la 

observada para la PRL 23K. Este 

resultado concuerda con reportes previos 

que muestran la capacidOtÍ de l~ PRL J 6K ·.··· 

para estimular la pro1i[Jr~"Ci6i,·:·de Í(l; 
células Nb2 y, por lo tant¿;;¡,(:~p~~idad 
para actil'ar a los rec;p~ojes de PRL 

presentes en estas· ÚÍula~21;29,Jo; · .. 

Cuandoe( MCNH~epfobósobre 
la estimulaciói1 m:Úogéj;¡é~:delasiélúlas 
Nb2 se observó ,¡;,a ;'~stiYnuláción 
dependiente de la ~osjs ypaf_alela J¡a 

obsel'l'ada en respuesta a las 

preparaciones de referencia de las PRLs 
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23 y 16K (Figura 2, Trabajo BJ. Este 

resultado sugiró la presencia de factores 

lactogénicos con bioactil'idad de PRL en 

dicho medio. 

La adici611 de difere11tes 

dilucio11es de un medio precondicionado 

no afectó la proliferación de estas células, 

y por tanto el efecto proliferativo 

dependió de la presencia de la 

neurohipófisis en el medio de cultivo. 

El efecto mitogénico sobre las 

células Nb2 inducido por del MCNH fue 

bloqueado por anticuerpos dirigidos 

contra las PRLs 23 y 16K 

respectivamente (Figura 3, Trabajo B), y 

dicho bloqueo fue dependiellfe de la 

dilucó11 de a11ticuerpo adicionada (Figura 

3, Trabajo B). 

MCNH collfenfa antfge11os. tipo Pf?L 

capaces de activar a los receptores de ~rta · 

familia homwnal. _ _ • 
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Es posible ento11ces co11siderar 

que si el efecto del MCNH se debe a las 

protefnas i11mu11orreactivas de 23 y 

/4kDa, la pote11cia biológica de las PRLs 

neurolzipofisiarias sea baja. Esta 

posibilidad es consistente con otros 

reportes en donde la actividad biológica 

de PRLs cerebrales mostró una menor 

potencia que la de la preparación de 

referencia de PRL 23K sobre el 

bioensayo de las células Nb2102,10J. 

f'or otra parte es posible esperar que el 

fragmento de la PRL pudiese tener una 

potencia biológica relatil'amente baja. En 

este y pre1•ios reportes hemos observado 

que la PRL /6K posee una menor 

p~tencia que la preparación de referencia 

. de PRL 23K, tal es .el caso de la 

rni;ogénesis estimulada fObre las cél~las 
)Nb2 /la ~s.tim~11~ci1n:ae 1t1.initogé!;esis 

•• ._.fJ{~i~ii,füf ~jf !~{ s~a:e'~:~: 
Podrfan los antfgenos de. _ • prdpue~t~ii~;,;,b 'J'gói;ist~; parciales o 

23kDa presentes en el MCNHexpÍl¿arla ; .i,;cllls~ co'.moiíntagm1istás del receptor de 

estimulación de la prolifer~ci6n diJ¡~;if{¡~ _ PRL'. És;a hipÓtesisse fundamenta en el 

sobre las células Nb2? cdL L- •"'-:-.. . ~.~.~hc-o~_-m~hp,º1-.e~'}·~o!}d-~1."m:!é.~rl.--l~C~·OPRc_oLn 2s3uKrfiecoerpmtao~~~ 
La ECso obtenidapaFae/omedto ,,. 

condicionado fue de 1 Jlilm1(T~61a ;J). 
Esta dilución a su vez ~~~ÍÚeiiJ Ú;1~ 
concentración_ dJi5{)~M';J~ /a1~fbteiA~ • ·. 
inm1111orreaciil'a de iJ{ij(Jjd~:4sofAlde .­

la de I4kDá, ~; d~~ir,'tb;i~é;,;;J¿.i~~esd~. ··· 
/0-80 1•úes ~a}ioreS; q;Úe. ·l¿s \•aldre~ ·-

obserl'ad~s p<Írala;,¡}ré~~r~cio/les• de 
referencia - de PRL 'ÚK y J6K 

respecti1•ame111e (Tablá I ). 

pr~~iame;lte la formación de este 

cJ",;¡j,1~)0'" dimérico demanda el 
¡_ -: :,.-,·· .... ·:.-.•'f.::, .. ,_,-, ' 

•reco11ocimie1,1to de dos sitios diferentes de 

. la:i1Í~1~f~1~''de1!ominados como sitio-1 y 

-·-· • i, ·l~s c~~~¡J~~i;1~0/uc1·an segmentos de las 
a~hélic~s i; 3-y 4.<f~ la f'RL·23K67-. . '., .... ,_ .. '·- - .... , , 

-10,/09./ 13: 1J~bido-'c'il qí#'e º{(/PRL '/6K 

carece de ~1n~ kí-~ji p~rie ~e ·~~.hélice 
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los dos sitios de reconocimiento (sitio-1) 

involucrados justamente en la génesis del 
dfmero61-10,109-nJ. Si la moléc11la 

carece de este sitio de 11nión la capacidad 

de esta i•ariante para transducir selial 

puede verse alterada y por tanto, el efecto' 

inducido se propagarla con una menor 

eficiencia y actuar como u11 agonista 

parcial67-7o, o bién podrfa no 

transducirse y desempeñarse como un 

antagonista al secuestrar a uno de los 

receptores involucrados en la 

dimerizaciónI09-IIJ. Así es posible que 

la PRL 14K pudiese actuar como 

antagonista del receptor de PRL y por 

tanto, modular . negativamente la 

bioactividadde la varia;ue de 23kDa. En 

apoyo a e;taposihil(dade~iffell trabajos 

en do11de ~I i~~erár.muta11tes de la 

hormona de'~ridtmié;,iJ'~'iiti'm~na (GHh) 

se consigue ~i;;}~i!i~;·~·Ún· agonista 

parcial del rec~t~~.y ~~.~casiones al 

de/erar todo 1111 sld~ de re~~nocimiento de 

la GHh ·~eii'er~~¿ufí~~~fagonista del 
receptor67~~~1i~:1fi.··.··. , . 

Fi~ali!~nt~ es posible que la 

concenif::a~T(Jh/ de las PRLs 

ne11rohi]Joffsiahas ·· haya sido 

sobreestimada debido a que dichas PRLs 

posean ·'tina inmunorreactividad 

aume11tada.a/os allfis11eros utilizados y 

q11e por lo tanto su potencia biológica real 

sea similar a la de las preparaciones de 

referencia. 

En el bioe11sayo de células 

endoteliales el MCNH inhibió la 

proliferación estimulada por bFGF de 
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dichas células en cultivo. Esta inhibición 

fue dependiente de la dosis y mostró 11na 

ECso de 5.4nM (Tabla 2, Figura 4, 

Trabajo A ·y 8), similar a la de la 

preparación de referencia (Tabla 2). 

La adición de diferentes 

diluciones de medio precondicionado no 

afectó la proliferación de estas células. 

Tabla 2. Resumen de los resulatados obtenidos 
para el bioensayo de dlulas endoteliales (CE). En 
la tabla se muestran las dosis medias (EC50) 
obtenidas para cada efecto y su susceptibilidad de 
ser bloqueado por el uso de antisueros 
especfjicos. la concentración del MCNH esta 
referida exclusil'llmente en función del antfgeno 
de /4k.Da !SE: sin efecto). 

Bioensavo CE 

A¡¡onista ECso ECso a23K a/6K 

111/ml nM 

PRL 23K SE SE SE SE 

PRL /6K - 13 - + 

MCNH SE SE SE SE 

23K 

MCNH 12 5.4 + 

/4K 

El efecto a11tiangiogénico del 

MCNH parece ser mediado por la 

proteína inmunorreactiva de 14kDa y no 

por la de 23kDa, ya que la PRL 23K no 

tiene efectos sobre estas células. Esta 

conclusión es reforzada por el hecho de 

encontrar i•alores de ECso prácticamellfe 

similares entre la preparació11 de 

referencia de PRL 16K. y la proteína 

inm1morreactiva de 14kDa prese~1Íe ~;,el 
MCNH (Tabla 2). 
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E11 apoyo a la especificidad del 
efecto, la i11hibició11 inducida por la 
concentración media máxima de la 
preparación de referencia y del MCNH se 

bloqueó mediante su coi11c11bació11 con el 
antisuero dirigido contra la PRL l 6K 
(Tabla 2). Estos hallazgos indican que el 

MCNH i11hibe la a11giogé11esis y que este 
efecto esta mediado por factores que 
comparten determinantes antigénicos co11 
la PRL 16K. 

Sorprendenteme11te la adición del 
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en la región de reconocimiento por el 
receptor. Una l'ez unidos, los a11tic1ie1pos 
podrfa11 alterar la conf ormació11 requerida 

para la unión de la PRL a su receptor pero 
110 la requerida para unirse al receptor de 
Ja PRL 16K. Meca11ismos semeja11tes han 
sido propuestos para explicar la 

11e11tralizació11 selectiva de a11ticuerpos 

mo11oc/onales sobre las acciones de PRLs 
de difere/lfes especieslU,115. 

Otra posibilidad es que el 
amisuero dirigido co11tra la PRL 23K no 

antisuero ge11erado contra la PRL 23K 110 réco11ozca .a todos los epítopes que 
fue capaz de bloquear el: efecio . reco11oce el a11tisuero dirigido co11tra la 
a11tia11giogé11ico tanto del MCNH~b:,¡,~ PRLI6K. Esta posibÍlidad ésprobable 
de la PRL 16K. ProbableseipJi~~E?J;;~~· ya-quelaestructurQierci'aria.'déla PRL 
al respecto se re/acio11alí'cliliéih'eih1Jd~ ·. }6i<fi;J;r~ ie-:, dlfe;e;!tl~ /~~dela PRL 

que el receptor e11 las cé;itds;;J}/ri1i'J1~s .. ·. 23K/cl~bi~o~ac"qile /(!'jaita la parte 
responsable d; ~);;>;cif{cioi; ia'rb~xu~·:t;~:n¡j/~1.c'°con.Uo cual sean 
antia11giog¡11lcos pdrecé 'sel-7elped{fú:d . c;iaiiÜS ':{¡,~¡@ ~~ft~pes qúe pueda11 ser 

para" la PRL 16K;Jpor lot'a;,t/Jifer~nt~ • ,:;~o~¡o~fd¿s sÓl~;;¡klit~ por el a11tisuero 
al receptor d~· PIU.,·eif>;e~}¡do.'e11:i1~s . di.rigi~o · ~0J1ir~>1~· PRL 16K. En 
células Nbi. Po;· ~/lo, pue~~ ei~~rarse co~1có~dal1cia·con este hecho e11 ensayos 

que el do;ninió e;;~;ur9{µ;%ii~rrri~i1a-' o~f·;;<J~/!~<·el~?~~tUra terciaria de la 
reco11ocido por ~~.J·'J orf~ f~cepi~r Na .····· molécula se co11serva, la especificidad de 
diferente. E11to11d~s. (J11tic1ie'71<Js tli~igfdos .• ·· driJ6J~'.'ahtiSlieros se conserva, por 
co11tra esta. rei/,fo.• · di·ú'pf{L i6k; ? eJ~mplb; dist~ll11a muy baja reactividad 
i11vol11cráda e11 .r;, uni6;,· alr~~éj}ior-de'~- ~·~~·~iJ~tdá' (ii2%) entr~ los Rl Es· de PRL 
células -~~d--;;~ell;l~s bloquearla~ %i e ; ÚK y í 6K correspo11die11tesl07. Más 

accio11es Ó11tia11giogé11icasqé la horin~~1-0. ·aúfi, éi1 la inm1111ocitoqufmica donde se 
Dado que dicha regió11110 está preseizte e/1 · •... . . uttÚza /111 a11tisuero dirigido cd11~fa la PI'.L 

ri , 0\ 

la PRL 23K a11tic11erpos dirigidos J~,,j~(j 
esta 1•aria11te 110 reco11ocerlm~':'~s{sÚi~ y 
serfan incapaces de bloq11e:¡;~~/}ie~th . . ··. 

Alternati\'amente ~/ .:':Uliti~llero 
dirigido co/lfra la PRL23K pod;(a 11;1lrse 

a epftopes difere11tes qüe /~s ini~~;/;1crdd~s 

Í6K, dicho amisuero . c/arame11te 
~eco11oció a11tfgeno.S ;ipoPRL e11 el SHN, 

mie11tras qu~ el ~ntiSi,e;o dirigido contra 
la PRL 23K fUe i11capaz de detectar 

. dichos a11tlgíwos107. 



Bioactil'idad de pro/acti11as 11t•urvhipofisiarias. 

Estos resultados en su co11ju11to, 

indican la prese11cia de PRls 

biológicame11te activas en el eje 

hipotálamoneurohipofisiario de la rata, y 

particularmente s11giere11 que la proteína 

de 14kDa podría involucrarse en la 

regulación de la angiogénesis. 

Pero cuál es el origen de esta 

protefna de bajo peso molecular? Es 

resultado de un procesamiento 

proteolftico de la forma precursora de . 

23kDa?. 

En respuesta a estas pregu111as se 

determinó que el ARNmpr/s~~j~ ~11 ·el 

sistema hipotáfo,no~eu~ohlp~fiÍi~;io 
correspo11de e11 · iaf71atlo .· dlt¡tl~. codi/i~(J 
para la PRL 23~~E,J,.11{tig1ít;:¿~j()'.S~ 
detectaron tra11seritofde mei1ór tamcuio 

que pudiese11 codificarpa;á id pf(}!ei~"ti 
i11m1morreactiva de 14klJd(_F/g~(~·?5; 
Trabajo A). Este hecho contrasta co11 u11 

reporte del grupo de EmanueJeIOZ en 

donde detectan un tra11scrito que carece 

del exó11 4 del gen y que codifica 

aparenteme11temente para wza proteína de 

16kDa. E11 1111estro estudio se descartó 

esa posibilidad utilizando como cebador 

(primer) para la amplificación justamente 

ese exón. 

Esto nos sugirió que la protefna 

de 14kDa pod(a ser resultado del 

procesamiento postraduccional de la PRL 

23K, tal como ocurre para la mayoría de 

las variantes moleculares de la misma. 

Para probar esta h1°P<5f~s{s analizamos si el 

sistema hipotdla,",,J,,~úrohipofisiario 
co11tenía e11ziml:Ú capac;s de procesar 
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proteolfticamente a la PRL y generar a la 

l'ariante cortada, precursor i11mediato de 

la PRL 16K y posible precursor de la 

proteína de 14kDa. 

El análisis de i11m1111otransfere11cia 

de los sobrenadan/es de cada incubación, 

en condiciones no reductoras, mostró que 

ambos tejidos eran capaces de generar 

una forma cortada, y el procesamiento de 

la misma mostró, bajo condiciones 

reductoras a/fragmento de 16kDa (Figura 

6, Trabajo A). Estos resultados sugieren 

que la PRL 14K probablemente es 

resultado de la proteólisis y reducción de 

la forma predominante de 23kDa. 

Hasta ahora no es claro las 

. ·.implicaciones funciona/es que pudiesen 

q~,¡~¡. l~~ PRLs neurohipofisiarias, y 

.··.· ~sp;c;~?me;í!f '.(as q11e.·pudiese;tener. la 

prod11Cció1l,; ~de ··•·u·11¡,···.• .molécula 

antia11giogénica . e_11 ... el SHN. 

Probableme11te.la PRil4K se pueda 

involucrar en la reg1Ílación de eve111os de 

vascularización locales. Esta posibilidad 

es consistente con el hecho de que las 

neuronas mag11ocel11lares de los núcleos 

hipotalámicos PV y SO son capaces de 

producir grandes ca11tidades del ARNm 

para el factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF) el cual es un potellle 

factor angiogénicol 16, 

Sin embargo la naturaleza de la 

variante de 14kDa requiere de mayor 

est11dio. Es requisito indispensable el 

obtener su secue11cia primaria para su 

caracterización bioqufmica y fu11cional. 
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Conclusiones: 

Los resultados obtenidos sugieren como 

posibles conclusiones las siguientes: 

l. El eje hipotálamoneurohipofisiario 

e.17Jresa el gen de la PRL 
:.' .. -_'-:>/ .. :_.-,_-:· . . 

2. El transcrito cod(ftc~pd1~ ww pl;otefna 
de 23kDa, 1á é;laí)ii>modlfi~a · 

3. La PRL Í6K,~s ;ca¡Yc1z ;~e ~ie<Ji~r 
efectos mitogé;1ic~s. /~ cu~/ sligieÍ:é ~1~e 
es capaz de J<Jrinii· ei ~~/np'¡~jó df~16rico 
activo c~n~ldsre'c~j}t~~:efl~~Íogé;1/cos,y 
que prob~blemente co11se11;a los dos 

sitios de reconocimiento: 
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4. Las proteínas de 23 y 14kDa son 

bioacti1•as y corresponden a la propia 

~ PRL 23K y a unfragmei1to ·nuevo con un 
··. p~]o mo1eclilarapareÍÍtede'ÚkDa; .. 

. Iiª ~,.(Jriante/d~·23kL)a es capaz· de 

mediá/efeCtos ii1i1Ógéiiicos eíi'lás células 

<Nb2. aiúi{¡íi~ a/J~1'ellre~i~lit~ ·10 ha~e 'con 
' - ; . - - ·~·- ,_ . "·'" -;-"~" -· ·- (- -· - ~ ' . 

ú/1(1 jJ°'oiif1'iéia m'e1ioi:)qlie la . de. la 

· . p/~pm:~~ió1(dd'refe1'e~u:i~. 
.~-; 

~ -~.·:; - ·: .• 

6. ia 1•al;ial1té d(!'i~kDdproÍnueve fectos 

. antf~ngi~g~nfc~~: proplos sobf·e las células 

•. é1idotelial~s. y su pote11ciae(sen1ejante a 

· la de la :m;srrada ¡J~r ld prejJ~i·áci611 de 

referencia. 
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