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RESUMEN

En ratas lactantes las células productoras dc la hormona prolactina (PRL), vgr.,
los lactotropos, estin distribuidos de manera no homogenea en la adenohipdfisis (AH) y
se encuentran ubicados tanto en una zona interna cercana al I6bulo neurointermedio como
en una zona externa de la misma que corresponde al resto de la glindula. Se considera
que la mayor densidad de lactotropos ¢n la zona interna estd constituida por lactotropos
clasicos y que existe una mayor abundancia de lactosomatotropos en la zona externa. Por
otra parte, se ha considerado que la heterogeneidad funcional de los lactotropos puede ser
un reflejo de la susceptibilidad de subpoblaciones celulares de cambiar su funcionalidad
de acuerdo a los requerimientos fisiol6gicos de secrecién de la PRL. Asf, como ha sido
mostrado recientemente en ratas lactantes, lactotropos de diferentes regiones de la AH
cambian rapidamente su funcionamiento y su responsividad a secretagogos después de
haberse aplicado un periodo de succién, observandose que celulas en cultivo primario
provenientes de la zona interna de la AH de ratas succionadas son mas sensibles a la
tiroliberina (TRH) y no responden a la dopamina (DA). El que estos cambios parecen
suceder de manera preferencial en los lactotropos de la regién central o zona interna de la
AH, ha sugerido que a partir de dichas celulas se produce la mayor liberacién de PRL
durante la succién. En apoyo a estas hipétesis, diversos experimentos sugieren que el
i6bulo neurointermedio de la hipdfisis puede participar en este fenémeno de
regionalizacién, mediante la secrecion de un factor liberador de la PRL durante la
succiéon. Es importante mencionar que estas hipdtesis surgieron a partir de estudios
previos donde se reporté, por una parte, que la extirpacion quirargica de los Iébulos
posterior y neurointermedio bloquea la liberacién de PRL inducida por la succién, y que
a partir de esto se sugirié la existencia de secretagogos de la PRL c¢n ese dicho 16bulo
neurointermedio.

De acuerdo a estos antecedentes, y considerando que la transformacion de la PRL

s la fase limitante para la liberacion de la hormona, en los experimentos que se han
disefiado se¢ plantearon tres objetivos fundamentales: 1) analizar si existen diferencias
regionales en la adenohipéfisis de ratas succionadas y no succionadas, tanto en la
transformacion y liberacién de la PRL inducida por la succién como 2) en la secrecion
basal in vivo e in vitro de la hormona; y 3), en la respounsividad de dichas regionecs a la
inhibicién por DA y a la estimulacién por TRH. Los resultados obtenidos apoyan en
parte las observaciones previas sobre la responsividad diferencial regional a los
secretagogos. Sin embargo se encontré que la regionalizacién de la secrecion basal de la
PRL. depende en mayor grado del periodo de no succién, y que ésto, a su vez, depende
de la integridad anatomica del l6bulo posterior o neurointermedio.

Asimismo con relacion al efecto de la succién, los resultados sugieren que la
remocién del l6bulo posterior y neurointermedio de la hipéfisis resulta en una depresién
transitoria de la transformacién y liberacion de ta PRL inducida por la succién, la cual es
seguida por la restauracion de la transformaciéon y recuperacioén parcial de la liberaciéon de
la hormona. Esto sugiere que el l6bulo posterior participa, aunque no de manera esencial
en la regulacion de la secrecion de la PRL por la AH de la rata laclante.



SUMMARY

Whithin the anterior pituitary of the lactating rat, the cells that synthesize
prolactin (PRL), are called mammotropes. Afthough these cells are distributed throughout
the gland, they are more densely grouped in the peripheral rim (outer zone) and in a
larger region located near the neurointermediate lobe (inner zone). It is considered that
the inner zone is mainly composed by classic mammotropes, while the
mammosomatotropes are the main population of the outer zone. Also, it has been
considered that the functional heterogeneity of the mammotropes could result from the
susceptibility of subcellular populations to change its functionality in response to the
physiological demand of PRL secretion. Recently, it has been shown that the
mammotropes of the different areas of the A.P. can rapidly change their functionality in
response to secretagogues after suckling. As an example, the use of primary cultures of
mammotropes of the inner zone from suckled rats using the reverse hemolytic plaque
assay for PRL determinations showed that these cells are more sensible to TRH and are
not responsive to DA, Apparently, these changes ocurred preferentialy in cells from the
central zone of the adenchypophisis. which is suggestive that a higger level of secretion
from the mammotropes of this zone ocurrs in response to the suckling stimulus.
Consistent with this hypothesis, previous studies showed that the neurointermediate lobe
produces a PRL releasing factor, which suggest its involvement in the phenomenon of
regionalization. These hypothesis were on the influence of PRL releasing factors from the
neurohypophysis, originated in previous studies in wich removal of the posterior and
neurointermediate lobes abolished the suckling-induced release of PRL.

On the other hand, when considering that PRL transformation is essential for PRL.
release in the lactating rat, in the present study we sought to determine whether a
relationship may exist beetween PRL transformation and the above mentioned
phenomenon of PRL regionalization. To analyze this, the present study was made with
three objetives: 1) to analyze if regional differences exist in APs of suckled and non-
suckled rats both with respect to PRL transformation and in the suckling-induced release
of PRL; 2) To determine whether in vitro regional differences in basal secretion of PRL
were apparent beetween the central and peripheral region of the AP; 3) To determine the
responsiveness of these areas to DA inhibition and to TRH stimulation. The results
obtained support the hypothesis of a different regional responsiveness to both
secretagogues. However, the basal secretion of PRL was found to depend upon the
fenght of non-suckling period, and this in turn was dependent of the anatomical integrity

of the posterior and neurointermediate lobes.
Also, with respect to the effect of suckling, the results suggest that the removal of
the posterior lobe of the pituitary gland results in a transient depression of suckling

regulated PRL transformation and release, wich is followed by the complete restoration
of PRL transformation and partial recovery of hormone release. This suggest that the
participates in the

posterior fobe of the pituitary, albeit not in essential manner,
regulation of PRL secretion by the lactating rat AP.



I INTRODUCCION
ANTECEDENTES GENERALES
I ESTRUCTURA DE LA PROLACTINA (PRL)

La prolactina (PRL) es una hormona protéica que estd formada por una
cadena polipéptidica de aproximadamente 200 aminodcidos segtin la especie y un
peso molecular de 23000 daltones. La primera PRL aislada fué la ovina (Li
1974). L.a forma nativa de la PRL contiene 6 residuos de cisteina, los que se unen
entre si formando 3 enlaces disulfuro (-s-s-) Yy tres asas de aminodcidos: dos asas
menores en los extremos amino y carboxilo y un asa mayor intermedia. En la
PRL de rata los enlaces se encuentran en los residuos 4 y 9 formando el asa
amino terminal,en los aminodcidos 56 y 172 en el enlace central y en los
aminodcidos 189 y 197 en el asa carboxilo terminal. De esta manera las dos asas
pequenas amino y carboxilo terminal estan formadas de 4 y 7 residuos de
aminodcidos respectivamente y el asa mayor de 115 aminodcidos (Parlow y

Shome 1976). e o,
»qu

ey,

T St
Fig 1 Estructura de la prolactina de rata
(Fig. Tomada de Neill ez al. 1994)
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PRINCIPALES EFECTOS DE LA PRL EN LOS DIFERENTES GRUPOS

DE VERTEBRADOS

El descubrimiento de la PRL se realizé en 1928, cuando se demostré que la
inyeccién de un extracto acuoso de adenohipofisis era capaz de estimular la
sintesis de leche por la glindula mamaria de conejas pseudoembarazadas.
Posteriormente, esta respuesta se observé en perros, cerdos y vacas. El
compuesto responsable de éstos efectos fue aislado en 1933 por Riddle, Bates y
Dyskhorn, quienes le asignaron el nombre de prolactina (Nicoll 1974, Nicoll er a/
1980, Power y Hatala 1990).

En elasmobranquios, teleSsteos, reptiles y aves las células secretoras de la
prolactina estdn localizadas en la regién antetior de la pars distalis. En los
mamiferos, la horrmona es producida por células de la adenohipéfisis que son
reconocidas por sus caracteristicas tintoreales e inmunocitoquimicas y son
denominadas lactotropos (Nicoll 1974, Power y Hatala 1990).

Desde el punto de vista filogenético, la PRL se localiza inicialmente en los
ciclostomos, en los cuales desempeiia un papel importante en la regulacion
metabdélica de los electrolitos. En los peces teledsteos, la hormona posee acciones
principalmente de tipo osmorregulador, ejerciendo su efecto principalmente sobre

la prolactina es

el rifion y las branquias. En los peces de agua dulce,
de estas especies a su medio ambiente

fundamental para la adaptacién
promoviendo especificamente la retencién de sodio, asi como reduciendo la
expuestas a ella, tales como las

permeabilidad al agua de las membranas
branquias, la piel, la vejiga, el intestino y los rifiones. En estos peces la hormona

regula también la secrecion del moco bucal, branquial y cutaneo. Asimismo el
nimero y el tamaifo de las glindulas mucosas del tegumento en varias especies
de éste grupo son aumentadas por la PRL El revestimiento que esta secrecion
mucosa proporciona puede funcionar reduciendo la permcabilidad de la piel del
pez, contribuyendo a la regulacion del flujo de sodio junto con el agua en las
branquias y al mismo tiempo proveer alimento para las crias (Nicoll 1974).

En el grupo de los anfibios la PRL influye sobre el crecimiento somatico y
el desarrollo funcional, ademas de gjercer acciones osmorreguladoras en algunas
especies de salamandras. Estudios realizados en varias especies de anfibios han
mostrado que la prolactina ejerce acciones antimetamorficas en larvas de anuros y

ellas se sabe

urodelos (Nicoll 1974).
crecimiento

En los reptiles se conocen pocas acciones de la PRL. Entre
que tiene acciones antigonadotrépicas, ademds de estimular el
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somdtico, de favorecer la regeneracién de la cola de las lagartijas y los
lagartos.asi como de promover la muda de piel en algunas especies de culebras
(Nicoll 1974 ,Nicoll 1980).

En las aves se conocen numerosas acciones de la prolactina que se hallan
relacionadas principalmente con la reproducciéon. Una de la acciones fisiolégicas
caracteristica y especifica de esta hormona es la de estimular el crecimiento
epitelial del buche de paloma. Este efecto de la PRL es gjercido desde pocos dias
antes de que el periodo de incubaciéon de los huevos termine y durante una o dos
semanas después de que la cria sale del cascar6n . Durante este periodo las
células mucosas epiteliales se hipertrofian y acumulan granulos de grasa.
Eventualmente se descaman, dando lugar a la llamada leche del buche, la cual es
una sustancia blanca que el ave regurgita depositandola en la garganta de las crias
para alimentarlas. Este fenémeno ha sido observado tanto en hembras como en
machos de diversas variedades de palomas (Nicoll 1974).

Asociada a las acciones anteriores la PRL interviene de manera decisiva en
el desarrollo de los patrones de conducta maternal en las aves. En éstos animales,
antes y durante la postura de los huevos, se observa una gran vascularizacion
con perdida de las plumas de la piel de la regién posterior del abdomen, la cual
va a ser colocada sobre los huevos para empollarlos. A esta zona de la piel se le
Hlama placa de incubacién y su desarrollo es promovido por la accién conjumta de
la prolactina y los esteroides gonadales (Nicoll 1974).

En este mismo grupo de vertebrados la PRL estimula el crecimiento de las
plumas y se sabe que interviene en el funcionamiento de las glindulas nasales
orbitales, gracias a las cuales ciertas variedades de aves son capaces de tomar
agua marina y eliminar el exceso de sal mediante la secreciéon de un moco
hiperosmoético (Fliickiger er al. 1982, Nicoill 1974).

En los mamiferos, la PRL tiene a su cargo de manera fundamental una
funcién caracteristica y exclusiva de estas especies, que es la de la lactancia.
Durante esta etapa del ciclo reproductor de los mamiferos, la PRL participa en el
desarrollo del sistema ductal mamario que se presenta cuando la glandula
mamaria pasa del estado postpuberal al estado lactacional. En la rata, el
crecimiento 16bulo alveolar mamario es promovido por la PRL y la progesterona,
que actian de manera sinérgica con los estrégenos, corticosteroides, insulina,
hormona del crecimiento y hormonas tiroideas. Asimismo, la PRL participa en la
lactogénesis, la cual consiste en el inicio de la formacién de la leche y su
secrecion. Ademas, se sabe que para algunas especies de mamiferos la PRL es
indispensable para el mantenimiento de la secrecién lictea, el cual es denominado
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galactopoiesis. Por otra parte, durante el ciclo estral de algunas especies como la
rata, el ratén, la oveja, etc., la hormona estimula la formacién y mantenimiento
del cuerpo hiteo, mientras que al mismo tiempo ejerce una accién
antigonadotrépica (Nicoll 1974).

En los mamiferos, al igual que en las aves, esta hormona esta involucrada
en la conducta maternal aunque en algunas especies, su accioén es indirecta. En
algunas especies las concentraciones de la hormona en el plasma aumentan justo
antes del parto (Neill 1974). Asimismo, se ha observado que la induccién
experimental de la conducta maternal en ratas por exposicién a crias recien
nacidas, va asociado a elevaciones en la secrecién de la hormona. Esto sugiere
que la hormona pudiera tener un papel causal en la determinacién de la conducta
maternal. Sin embargo, el desarrollo de la conducta maternal no estad dado
primariamente por la accién de esta hormona, ya que se ha demostrado que su
accién se encuentra coordinada con la accién de los esteroides ovaricos, los
cuales poseen una accién primaria en la determinacién de dicha conducta
(Hutchinson 1978).

Ademas de las acciones mencionadas., se ha sugerido que la PRL tiene
acciones osmorreguladoras sobre el epitelio mamario, ya que se ha observado en
el ratén lactante un aumento en la absorciéon de sodio en células de dicho epitelio
como respuesta a la aplicacién de la hormona . Por otro lado se ha observado
tambi€én que en tejido alveolar mamario de la coneja, las concentraciones intra y
extracelulares del i6n sodio se ven afectadas al incubar el tejido en presencia de
prolactina y que dicho efecto es inhibido por la ouabaina un bloqueador del
transporte activo de sodio (Falconer et al. 1977).




SECRECION DE PRL DURANTE EL CICLO REPRODUCTOR DE
LA RATA
Ciclo Estral: Las concentraciones de PRL circulante varian durante los
distintos estados reproductivos de la rata. Durante el ciclo estral de esta
especie, los niveles de PRL se mantienen elevados en la tarde y la noche
del proestro (Kwa et al. 1967, Neill er a/. 1971). Este aumento ocurre de
manera espontanea, con descarga ritmica de la hornmona, y wva seguido por
altos niveles circulantes de otras hormonas como el de la hormona
luteinizante (LH), la hormona foliculo estimulante (FSH) y la progesterona
(Smith et al. 1975). La secreciéon incrementada de estas hormonas es
precedida y estimulada por niveles altos de estrégenos, por lo cual se supone
que el esteroide estimula la liberacion de PRL (Neill er a/. 1974).

En otros estudios se ha propuesto que la administracion de estrogenos trae
consigo niveles altos de PRL y de hornmona luteinizante (LH) (Reece er al.
1937). Por otro lado se ha visto que al administrar un antisuero de estradiol
se bloquea el pico de secrecion de PRL durante el proestro (Neill 1974).
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Fig 2 Niveles hormonales en sangre provenientes de ratas durante los distintos dias del ciclo

estral (Fig. Tomada de Eckert R et al .1995)
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Embarazo: La liberacion de la PRL durante la gestaciéon en la rata es
mayor durante los primeros tres dias de gestacion que durante el resto de
la misma (Amenomori et al. 1970).

Durante los primeros nueve dias del embarazo en la rata, el patrén de
secrecion de PRL es escencialmente idéntico al que ocurre durante el
pseudoembarazo hasta el dia once de la gestacién (Butcher er al. 1972).
Los niveles séricos de la hormona son bajos, y no se elevan de manera
significativa sino hasta dos dias antes del parto. (Neill 1974 y Neill
1980). Por otra parte, como causa de dicho incremento de la hormona en
el preparto, se considera que el incremento de los esteroides ovaricos cn
los dltimos dias del embarazo estimulan la secrecién de la hormona

hipofisiaria.

Pseudoembarazeo: Es un estadio funcional que se observa en algunas
especies y durante el cual, sin haber ocurrido fertilizacién y embarazo,
ocurre una interrupcion temporal de la ovulacién. En la rata, dicho estado
puede ser inducido en los dias del proestro y del estro por el apareamiento
de la hembra con un macho estéril o por estimulacién mecinica o
eléctrica del cérvix uterino.

Después de aplicar la estimulacién cervical en la rata, la secrecion
aumentada de PRL se manifiesta en dos elevaciones diarias de la misma en
la circulacién,una diurna y otra nocturna, que contingan durante todo cl
pseudoembarazo. Este tipo de secrecion de la hormona es similar al que
ocurre durante los primeros cuatro dias de gestacion (Butcher ez al. 1972)
El pico de secrecién diurno se inicia en la tarde y alcanza sus valores
mdximos justo antes del comienzo del periodo de obscuridad, mientras que
el pico nocturno se inicia después de la media noche y alcanza sus valores
maximos al final del periodo de obscuridad (Freeman et al. 1974, Neill
1974, Neill 1980). Este patron ciclico de secreciéon de la hormona sugiere
que la informacién que se deriva de la estimulacién cervical esta, o queda
almacenada, en el cerebro, resultando en la liberacion de PRL durante

cada noche (Rotchild 1965).
Se sabe que el pico diurno de secrecién de PRL desaparece pero

que el pico nocturno contintia hasta el ultimo dia del pseudoembarazo
para posteriormente desaparecer antes de reanudarse el patrén normal de
secrecion de la hormona, propio de un nuevo ciclo estral (Freeman er al.

1972, Freeman er al. 1974, Neill 1980).
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Lactancia: Es un fenémeno neuroendécrino complejo que constituye Ja
fase final del ciclo reproductor de los mamiferos. En la rata, la secrecién
de PRL durante la lactancia depende del estimulo de la succién por parte
de las crias recien nacidas, y por la estimulacién exteroceptiva que se
desarrolla a mediados de la lactancia y cuya importancia se incrementa
hacia el final de la misma (Grosvenor ef al. 1970). Como resultado de tal
regulacién, la hormona no es secretada de manera ténica sino fiasica en
respuesta a la estimulacién (Grosvenor,C.E y F.Mena 1982). Asi, en
ausencia de dicha estimulacién, los niveles circulantes de la hormona son
bajos. Se ha visto que cuando las crias son separadas de sus madres
durante varias horas el reinicio de dicha succién es seguido de una
liberacion rapida de PRL a la circulacion (Neill 1980).

El efecto de la succién sobre la secrecion de PRL en la rata consiste
en una depleciéon ' vgr., disminucién, inicial rapida (1-2 minutos) y
extensa (15-60 ug.) de la hormona contenida en la adenohipéfisis (AH)
después de ser depletada, la PRL AH se reacumula lentamente, es decir,
se repleta, hasta alcanzar los niveles que tenia antes de la succién. El
grado de deplecién esta relacionado directamente tanto con el niimero de
animales en la camada, como con la duracién del intervalo anterior de no
succion (Mena 1978). Las concentraciones maximas de PRL (500-600
ng/ml) en la circulacién se alcanzan entre los 10-20 minutos de haberse
iniciado la succion.

Se considera que 1a lactancia llega a su fin debido en parte a que las
crias succionan a la madre con menor frecuencia a medida que van
creciendo. De¢ esta manera la intensidad de la succidn disminuye
considerablemente y por ende la secrecion de la hormona (Mena 1978,

Neill 1974).

' Los terminos "deplecion® y “replecion® se utlhzan para referirse a los (cmunu; depletion y repletion,
ion rdpida jento, etc. (depletion); y

que en el idioma ingles denotan  agc >
1 lacion. __' ion, etc. (repletion). Dado que ¢l termino “"depletion™ no existe en cl
idioma espaifiol, aunque si ¢l de replecion ., se utilizan ambos en la presente tesis con el propésito  de

conservar su conotacién y evitar posibles confusiones.




MECANISMOS DE SECRECION DE LA PROLACTINA

El proceso de secrecion de la PRL en la rata lactante en respuesta
a la succién, a la estimulacién eléctrica del nervio mamario, a la
estimulacién exteroceptiva, o como resultado de la incubacion in vitro de
la adenohipoéfisis de ratas lactantes, es un evento multifasico, en el que la
liberacién de la hormona a la circulacién es solamente una de las fases.

La secrecion de esta hormona resulta de las interacciones que se
establecen entre las influencias de control hipotilamico y los mecanismos
reguladores intracelulares de la adenohipoéfisis. La PRL se encuentra
almacenada en la adenohipodfisis de 1la rata lactante en formas
preliberables; posteriormente, la activacion secretora inducida por el
estimulo de la succién determina que la hormona sea transformada en
formas liberables, y esto sucede antes de ser expulsada por exocitosis
(Grosvenor vy Mena 1982 y Mena et al- 1982). Este modelo de
transformacion y liberacién de la hormona es la base de una hipoétesis de
trabajo sobre los mecanismos basicos que regulan la secrecién de PRL.
Ademas, el modelo propone que tanto €l procesamiento como la
transformacion de la hormona ocurren de manera secuencial, después de
la biosintesis de la misma, y que diversos factores hipotilamicos pueden
afectar diferencialmente la transformacién y la liberacién, dependiendo de
la edad postsintesis de la hormona (Mena 1978).

Asi, mientras que la inhibicion dopaminérgica de la secreciéon de
PRL resulta de inhibir tanto la transformacion como la liberacién de la
misma (Grosvenor ef al. 1980), los secretagogos como la TRH estimulan
s6lo la liberacién de PRL (Grosvenor y Mena 1980). Por otra parte,
aunque la lista de compuestos que presentan actividad liberadora de la
PRL es muy extensa (Leong er al. 1983), se ha observado que la
liberacion de PRL por estimulos como la succion y la estimulaciéon del
cuello uterino, se asocian con la disminucion de DA en la sangre portal,
asi como con un incremento en la liberacién de TRH (DEGreef ¢er al.
1981,Grosvenor et al. 1984 Martinez de la Escalera er al. 1988),
potenciando con ello una mayor liberacion de la PRL. Cuando
experimentalmente se producen estos cambios de concentracion de DA y
TRH, la liberacion de PRL es similar a la observada en condiciones
naturales (Grosvenor y Mena 1980). En estudios recientes hechos con
periperfusién de células aisladas, se ha observado que la suspensiéon
transitoria (10 min) del tono dopaminérgico resulta en un incremento del
efecto del TRH para inducir la liberaciéon de la PRL (Martinez de 1a

Escalera et al. 1988). Por otra parte, se sabe que la TRH estimula la
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liberacion de PRL al activar la movilizacién de calcio intracelular e
incrementar el metabolismo de los fosfolipidos de la membrana, lo cual
trae consigo un incremento en la concentracion de trifosfato de inositol
(IP3) y del diacilglicerol, responsables de la activacién de las cinasas
dependientes del calcio y de la protein cinasa C (Giannattasio,er al.1984,
Gourdji ez al. 1979).

Por otro lado, en estudios anteriores se demostré que Ia
disponibilidad de la PRL para ser transformada a formas liberables y para
ser liberada dependia del grado de maduracién intracelular de la misma a
partir de su sintesis (Mena e a/. 1989). La PRL madura vgr., aquélla que
habia sido sintetizada 4-8 horas antes, era secretada de¢ manera
preferencial durante la incubacion in vitro de adenohipdétfisis de ratas
lactantes, comparada con la hormona més joven sintetizada 1 hora antes
y sobre la mas vieja sintetizada 16-24 horas antes. Supuestamente, la
hormona mas vieja era digerida por enzimas lisosomales intracelulares
Estos resultados, y otros de estudios previos, sugieren que el
procesamiento, la transformacion, la liberacion y la degradacién de la
PRL ocurren de manera secuencial mas que preferencial, después de Ila
biosintesis de la hormona en forma granular (Farquhart es al. 1977).

En estudios anteriores, se ha propuesto que la PRL recien
sintetizada es secretada preferencialmente y que esto se debe a la
heterogeneidad funcional de los lactotropos de la hipo6fisis (Walker er al.
1980). Sin embargo, los metodos empleados en estos estudios son
diferentes a los utilizados en los estudios previos, para definir con
precision a la PRL recien sintetizada y a la PRL madura, ademas del
hecho de que el papel secretorio de las PRLs de diferente edad cambia en
funcion del tiempo de incubacion (Mena er al. 1992). Es posible pues que
las diferencias metodolégicas hayan contribuido a las diferentes
interpretaciones sobre la secrecion de PRLs de diferente cdad
postsintesis. Por otra parte la heterogeneidad funcional de los lactotropos
puede ser un reflejo de la susceptibilidad de subpoblaciones cclulares de
cambiar su funcionalidad de acuerdo a los requerimientos fisiolégicos de

secrecion de la hormona.



MECANISMOS QUE REGULAN LA SECRECION DE LA PRL

A)Influencias de control hipotaldamico:
Inhibidores: DA

Estimuladores: TRH
VIP GABA
Serototina Somatostatina
Oxitocina Neurotensina

B)Mecanismos reguladores intracelulares de la adenohipéfisis

Cascada de segundos mensajeros

Grado de madurez intragranular relacionado con la secretabilidad

Modificaciones postraduccionales
la hormona almacenada en granulos de formas

Transformacioéon de
preliberables a formas liberables

C)Factores liberadores localizados en el Iébulo posterior y/o
neurointermedio que influyen sobre la liberacion de la PRL

oaMSH
Péptido de peso molecular menor a 5000 daltones, capaz de estimular la
liberacién de PRL. por celulas de la AH.
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Cambios de detectabilidad de la PRL durante Ila secrecién

Como ya se mencioné, la liberacién de la PRL en la rata lactante
inducida por la succién, constituye solamente una de las fases del
proceso de secrecion de la misma. Este concepto surge de los resultados
obtenidos por el anilisis a través de técnicas de bioensayo, de
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) y densitometria y de
radioinmunoanalisis (RIA), del contenido y la detectabilidad de la
hormona, y de su relacion con la hormona secretada. Asi la estimulacién
de la secrecién durante un periodo breve de succién (1 a 2 min), provoca
una disminucién brusca, ripida y extensa (15-60 ug/mg) del contenido de
la hormona en la glandula. Este resultado no coincide cuantitativamente
con la proporcion de la hormona liberada (2-3ug/mg de AH) a la
circulacién durante el mismo periodo. Este cambio en la hipo6fisis, es
seguido de la reacumulacién gradual de la hormona dentro de la glandula,
la que ocurre independientemente de que la activacién que fue aplicada
inicialmente sea o no sostenida (Grosvenor ez al. 1979, Mena er al. 1982).
Esto hace pensar que la disminucion rdpida, o "deplecién” del contenido
glandular de PRL no corresponde a la expulsion de la hormona de la
gliandula, sino a una perdida reversible en la detectabilidad de la misma,
la cual se recupera durante las fases de reacumulacién o ‘"replecién”, y
de liberacién. Se considera que dicha fase de transformacion corresponde
a la fase de indetectabilidad de la hormona y que la fase de liberacion
ocurre a partir de la hormona transformada. Dado que dicha
transformacioén es reversible, permite explicar la recuperacion de la
detectabilidad tanto en la hormona repletada como en la liberada.

Asimismo, la transformacién de la PRL por la hipdéfisis de la rata
lactante es un fenomeno postraduccional de la hormona madura en forma
granular, y desde el punto de vista fisiol6gico, tiene por objeto regular la
disponibilidad de !a hormona en forma liberable, y permitir las
modificaciones estructurales de la misma que dan lugar a formas con
diversa actividad biolégica (Vease mas adelante).

Por otra parte, !a PRL transformada es resistente a la extraccién en
amortiguador Tris-HCL a pH neutro, pero puede ser extraida en
amortiguador de bicarbonato a pH 10 (Mena er al. 1982) lo cual sugiere
que la transformacién de la PRL estd asociada con un aumento en la

estabilidad de la hormona.
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‘Estudios anteriores muestran que tanto la deplecibn como la
replecién y la liberacién de la PRL, son procesos interdependientes. La
hormona repletada y la hormona liberada, provienen de la previamnete
depletada y consecuentemente indetectable. Si se aplica el estimulo de la
succién durante un tiempo prolongado y se determina la cantidad de
hormona liberada, se observa que la cantidad total liberada después de la
succioén corresponde a la cantidad de PRL depletada durante los primeros
minutos de succién ( Grosvenor er al. 1979).
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HETEROGENEIDAD MOLECULAR
La PRL es una de las hormonas mas versitiles de la hipéfisis en término

de acciones biolégicas.Habiendo sido originalmente identificada en extractos
de hipdfisis, en aiios recientes se ha identificado en muchos otros organos
tales como la placenta, el cerebro y en el intestino. Sus funciones son muy
diversas, aunque las acciones y efectos mejor conocidos son los que ejerce en
la glandula mamaria y en el sistema reproductor. En general. se han descrito
mas de 100 efectos diferentes en toda la escala de los vertebrados, entre los
cuales se incluyen efectos generales sobre crecimiento, desarrollo,
osmorregulacién y conducta (De Viaming 1979). Por otra parte, como ya se
mencioné de manera similar a lo que acontece con la gran mayoria de las
hormonas peptidicas la PRL es empaquetada y almacenada en granulos de
secrecion. Posteriormente, como ha sido reportado, mecanismos de
intercambio tiol-disulfuro, intervienen en el proceso de transformacién y
liberacioén de la hormona (Mena ef al. 1986).

{Como es que la PRL puede participar en la regulacion de una gran
cantidad de mecanismos fisiolégicos? Su heterogenecidad en la hipofisis de la
rata fué reportada por primera vez en 1978 y a partir de entonces se han
reportado multiples formas de la hormona (Sinha 1986). Dichas formas
variantes son producidas, en general, por modificaciones post-traduccionales,
entre las que se citan: la glucosilacion en las prolactinas de ovino y humano
asociada a la disminucién en la actividad biolégica de las mismas (Lewis y
Sinha er al. 1984); la desaminacién de las prolactinas de ovino y de ratén
(Haro,Talamantes e al.1983); la agregacion y la oligomerizacion de las
prolactinas de rata,ratén y humano (Kiefer er @/.1978); la protedlisis de las
prolactinas de rata y ratén, relacionada con la ruptura del asa mayor, formada
por uno de los puentes disulfuro de la molécula; la reduccion de un puente
disulfuro, dando Ilugar a formas submonoméricas con actividad bioldgica e
inmunolégica diferente a la de la forma nativa (Mittra 1980); la generacion de
formas reducidas de PRL ovina carente de actividad biolégica e inmunolégica
y, finalmente, la fosforilacion de las PRLs de rata, pollo, pavo, ovino y bovino
(Aramburo et ql.1992, Brooks et al. 1990, Sinha 1992 y 1986, Gul e al.1989
y Oetting et al. 1986) Este grado de polimorfismo de la PRL sugiere que las
diferentes formas de la molécula tienen diferente potencia bioldgica, hipdtesis
que propone que la heterogeneidad molecular de la PRL es uno de los
mecanismos por los cuales se genera esa gran diversidad de acciones de la

misma (Sinha 1992 y 1986 ).
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ANTECEDENTES ESPECIFICOS
REGIONALIZACION DE SECRECION DE LA PRL POR LA

ADENOHIPOFISIS (AH) DE LA RATA LACTANTE

Estudios ya referidos han propuesto que la liberacién de la PRL
inducida por la succién es un proceso multifisico que culmina con la
exportacion de la hormona a la circulacién ( Grosvenor y Mena 1980 )
En estudios anteriores se ha observado que dosis altas de TRH inyectado
a ratas que han sido separadas de sus crias por algunas horas causa una
pequefia elevacién en la concentracién de PRL en el plasma, pero que
esta respuesta se amplifica significativamente cuando las ratas son
sometidas a un periodo previo de succiéon (Grosvenor y Mena 1980).
Resultados similares se han obtenido cuando se usa el peptido
vasointestinal (VIP) o morfina en lugar del TRH. Esto sugiere que la
succién prepara a las celulas de la adenohipé6fisis (AH) a responder a
agentes que estimulan la liberacion de la PRL.

En la hipofisis se distinguen dos partes, la neurohipéfisis y la
adenohip6fisis (AH). Esta ultima esti compuesta por la pars distalis, la
pars tuberalis y la pars intermedia, el conjunto de la pars distalis y la pars
tuberalis constituye el I6bulo anterior, la neurohipé6fisis estd compuesta
por la pars nervosa, la pars infundibularis y la eminencia media. El
conjunto de la pars nervosa y la pars infundibularis forma el Iébulo
posterior. (Tresguerres ef al. 1991) La pars distalis de la rata contiene
mas de dos millones de células de las cuales el 30-50% son lactotropos
(Frawley et al. 1985a, Lioyd er al. 1987, Porter y Frawley 1992).
Asimismo, en ratas lactantes, los lactotropos estan distribuidos de manera
no homogenea en la pars distalis, encontrandose ubicados en una zona
interna cercana al I6bulo neurointermedio y en una zona externa que
corresponde al resto de la glandula (Papka er al. 1986). Se considera que
la mayor densidad de lactotropos en la zona interna esta constituida por
lactotropos clasicos y que existe una mayor abundancia de
lactosomatotropos en la zona externa (Boockfor y Frawley 1987).

Por otro lado, por estudios in vitro mediante el inmunoensayo de
placa se han clasificado los lactotropos de ratas adultas en lactotropos que
liberan pequeiias cantidades de PRL por unidad de tiempo (SP) y
lactotropos de placas grandes (LP) con mayor actividad secretora (Luque

er al. 1986, Cota er al. 1990).
Por otra parte, se ha considerado también que la heterogeneidad

funcional de los lactotropos puede ser un reflejo de la susceptibilidad de

subpoblaciones celulares de cambiar su funcionalidad de acuerdo los
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requerimientos fisiolégicos de secrecién de PRL. Asi, como ha sido
mostrado recientemente, lactotropos de diferentes regiones de la
adenohipéfisis cambian rapidamente su funcionamiento y su responsividad
a secretagogos después de haberse aplicado un periodo de succion (Nagy
et al. 1991, Nagy y Frawley 1990) Estos resultados sugieren que en
paralelo con los cambios moleculares que le suceden a la hormona
durante su transformaciéon, pueden suceder cambios funcionales en los
lactotropos acordes a las situaciones fisiol6gicas. En apoyo de esto, esta
el hecho de que celulas de PRL en cultivo primario responden a la
supresiéon de la inhibicion por DA aumentando su secreciéon pulsatil y
sincronizada y aumentando su responsividad al TRH (Martinez de la
Escalera et al. 1978). Estas posibilidades han sido apoyadas
recientemente habiendose encontrado que después de la succiéon ocurren
cambios draisticos en la proporcién de células secretoras de PRL y en la
responsividad de las mismas a la DA y a diferentes secrctagogos; Yy
observandose que células en cultivo primario provenientes de ratas
succionadas son mas sensibles al TRH y menos responsivas a la DA.
(Boockford y Frawley 1987, Nagy y Frawley 1990). Por otra parte, el
que estos cambios parecen suceder de manera preferencial en lactotropos
de la region central de 1a AH ha llevado a los autores a sugerir que dichas
celulas tienen mayor responsividad en los cambios agudos de secreciéon de
la PRL inducida por la succién (Nagy ez al. 1991).

En apoyo a éstas hipdtesis, experimentos mas recientes del grupo
de Frawley sugieren que el 16bulo neurointermedio de la hipétisis puede
participar en el fenomeno de la regionalizacién, ya que la region central
de la AH es la mas cercana al I6bulo NI. Estos autores sugieren que los
vasos portales cortos que unen vascularmente al I6bulo neurointermedio
con el anterior de la hipéfisis pueden servir como conductos para la
transmision de una o mas seiales para la liberacion de la PRL inducida
por la succiéon (Frawley 1994), y se ha sugerido que la AH de la rata
lactante se comporta como dos glandulas funcionalmente distintas, la
region central de la AH influenciada por el lobulo NI, y las regiones
laterales que dependen de semiales liberadas por el sistema porta
hipotalamo-hipofisiario (Gyorgy er al. 1991). Finalmente, es importante
mencionar que todas estas hipétesis surgieron a partir de estudios previos
donde se reportd, por una parte, que la remocién quirtrgica del lobulo
neurointermedio resulta en la no liberacion de la PRL inducida por la
succiéon (Murai y Ben Jonathan 1987) y, por la otra, en la existencia de
secretagogos de la PRL en el I6bulo neurointermedio (Laudon er al.

1990).
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INFLUENCIA DEL LOBULO POSTERIOR DE LA HIPOFISIS EN LA
TRANSFORMACION Y LIBERACION DE LA PRL ESTIMULADA
POR LA SUCCION.

La neurchipofisis estd compuesta por la pars nervosa, la pars
infundibular y la eminencia media. El conjunto de la pars nervosa y la pars
infundibular forman el I6bulo posterior (Tresguerres ef al. 1991). Con técnicas
inmunocitoquimicas se ha visto que el l6bulo posterior de la hipodfisis esta
formado por células de la glia (Tweedle y Hatton 1980). Desde ¢l punto de
vista embriologico, la AH se origina de la invaginacion de la bolsa de Rathke
del ectodermo bucal y la neurohipéfisis se origina de la evaginacion del piso

del tercer ventriculo del ectodermo neural (Tresguerres er al. 1991).
Por lo que respecta a la secrecion de prolactina por la AH, cabe

mencionar que ésta comprende dos fases, la transformacion de la hormona de
formas preliberables a formas liberables, y la liberacion propiamente dicha de
la misma. Este modelo propone que ambas fases estan reguladas por el
estimulo de Ia succion, que inhibe el tono dopaminérgico inhibitorio y por otro
lado estimula la liberacion de secretagogos de PRL tipo TRH. (Ben Jonathann

1985, Grosvenor y Mena 1980).

Estudios previos sugieren que secretagogos de PRL localizados en el
lébulo posterior o neurointermedio de la hipofisis pueden estimular la
liberacion de la hormona, a través de conexiones vasculares (vasos portales
cortos). Se ha descrito mayor responsividad a esos secretagogos en los
lactrotopos localizados en la region central de la AH, proponiéndose que la
a MSH es la responsable de dicho efecto. (Moshe Laudon ¢r a/. 1990, Nagy y

Frawley 1990)

Asimismo se ha sugerido que el labulo posterior de la hipéfisis, asi como
el l6bulo neurointermedio, pueden participar en la liberacion de la PRL
inducida por la succion. Segun esto, con dicho estimulo se estimula la
liberacion de oxitocina del Jébulo posterior, que trae como resultado la
evacuacion de la leche y se ha sugerido que dicha hormona también provoca la
liberacion de PRL (Samson er al. 1986, Moshe Laudon et al/. 1990, Frawley
1994). Asimismo, se ha sugerido la presencia de un factor liberador de la PRL
originado en el 16bulo neutointermedio (PRF) que controla la liberacion de la
PRL inducida por la succion. (Moshe Laudon er al. 1990). Estudios in vitro
muestran que extractos obtenidos del lobulo posterior de la hipofisis de ratas
lactantes estimulan la liberacion de PRL por células de la adenohipéfisis, en

contraste con extractos hipotalamicos que contienen significativamente
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menor actividad secretora (Murai y Ben-Jonathan 1987 y Hyde et al. 1987) y
que dicho factor liberador de PRL, es un péptido de peso molecular menor a
5000 daltones, distinto a cualquiera de los otros secretagogos, como ¢l TRH, la
oxitocina y el péptido vasointestinal (VIP). De acuerdo a estos autores, éste
factor se requiere para la liberacion de PRL estimulada por la succién (Murai y
Ben Jonathan 1987) y para la generacion del pico de liberacion de PRL durante
el proestro (Murai ez al. 1989). Ademas se ha sugerido que dicho factor puede
estimular la liberacion de PRL in vivo en presencia de DA (Hyde y Ben-
Jonathan 1989). Asi, estudios previos sugieren que la lobectomia posterior
inhibe la liberacion de PRL estimulada por la succién. Estos resultados
sugieren que durante la succion, el lobulo posterior de la hipofisis secreta dicha
sefial quimica que estimula la liberacion de PRL (Murai y Ben-Jonathan 1987).
Existen ademds otros factores capaces de estimular la liberacién de la
PRL como es el caso del péptido vasointestinal (VIP) que se ha encontrado en
el 16bulo posterior de la hipéfisis, pero en concentraciones muy bajas. El 90%
de la oxitocina se encuentra en el lébulo posterior, al igual que la vasopresina
(Brownstein ez al. 1980) y el 95% de la oMSH y 88 endorfinas en el lébulo
neurointermedio (Eipper y Mains 1980). La dopamina y la serotonina se han
detectado en ambos lobulos (Friedman er al/. 1983). Estos mecanismos amplian
el modelo de regulacion hipotalamica de secrecion de PRL., Sin embargo, se
desconoce si estos factores influyen sobre la transformacion y liberaciéon
fisiolégica de la hormona, asi como sobre el fenémeno de regionalizacion.
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II OBJETIVOS

Los estudios previos sobre la transformacion y liberacion de PRL
por la adenochipéfisis (AH) de la rata lactante, se han realizado analizando
toda la AH. Este criterio fué adoptado porque no se habian detectado
diferencias regionales importantes ni en el contenido de PRL, ni en la
transformacién o liberacién de la misma (Mena ez al/. 1988 ). También,
esta el hecho de que células de PRL en cultivo primario respondiesen a la
supresion de la inhibicion por DA aumentando su responsividad a la TRH
(Martinez de la Escalera et al.1978).

En estudios anteriores del laboratorio cada AH fue dividida en
cuatro partes (Mena er al. 1988), pero no hubo distincién entre las
regiones centrales y laterales de la glandula. Por consiguiente en el
presente proyecto se investigé si habian diferencias regionales, en
relacion a la transformacién y secrecion basal de la hormona, en
adenohipoéfisis de ratas lactantes succionadas y no succionadas. Asimismo
se determiné la influencia del intervalo previo de no succién en la
regionalizacién de la secrecién basal in vitro de la PRL, asi como la
responsividad de dichas regiones a la inhibicién por la DA y a la
estimulacién por la TRH. Por ultimo dado que existen secretagogos de la
PRL originados en el I6bulo posterior que pueden estimular la liberacién
de la PRL después de un periodo de succion.(Murai Ben-Jonathan 1987 y
Landon M.Grossman 1990), y que éste I6bulo esta relacionado con el
fenémeno de la regionalizacion de secrecion de la PRL., se determinéd la
influencia de dicho 16bulo posterior en la regionalizacion de la
transformacion y liberacién de la PRL inducida por la succién y en la

liberacion in vitro de l1a hormona.



111 MATERIAL Y METODOS

Material biolégico

1) Animales
Se utilizaron ratas Wistar primiparas lactantes

neurchipofisectomizadas y testigo) de 7 a 14 dias post-parto y de 8-10 crias por
camada.Todos los animales se mantuvieron en cajas individuales en un cuarto
con luz y temperatura controladas (0700-2100h) (23°C a 25°C). Las ratas
fueron alimentadas con alimento para roedor (Ralston Purina Co., Chicago III)

(intactas,

y agua ad libitum.

2) Obtencién de muestras
A) Las madres fueron separadas de sus crias durante distintos periodos

(0,2,4,8,12,16 y 24 hrs.), dependiendo del tipo de experimento. Al cabo de
dicho periodo las ratas fueron anestesiadas con éter y se les sacrificé por
decapitacion (grupo no succionado). Por otro lado, a un grupo de animales se
les reunio con sus crias para un periodo de succion de 15 minutos y después fué
sacrificado (grupo succionado).

Diseccion de la adenohipdfisis: Posteriormente se extrajo la AH y se dividié en
2 porciones centrales y 2 laterales; las porciones centrales corresponden a la
region interna de la glandula que rodea al 16bulo neurointermedio de la hipodfisis
y las porciones laterales al resto de la glandula (Fig. 3). (Papka ¢r al. 1986).
Las regiones centrales y laterales de cada animal fueron incubadas por
separado en 300 ul de medio de Earle, a pH 7.3 en un agitador metabdlico
durante 120 minutos, bajo una atmoésfera de 95% de O y 5% de CO,. Durante
la incubacion cada media hora durante 2 hrs se tomé el medio de incubacién de
cada porcion de tejido. Cada medio, a su vez, se reemplazo con la misma
cantidad de medio fresco de Earle. Al final de la incubacion las porciones de la
AH fueron pesadas y mantenidas a -18°C para su posterior analisis mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE). La concentraciéon de PRL
liberada al medio de incubacion fué cuantificada por PAGE.

B) Para determinar las concentraciones de la PRL liberadas a la

circulaciéon sanguinea por efecto de la succion, las ratas fueron anestesiadas
con éter y posteriormente sacrificadas por decapitacion. Se obtuvo sangre del
tronco de cada animal y las muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 10
minutos. Las muestras de suero obtenidas fueron mantenidas a -70°C hasta su

posterior analisis mediante radioinmunoanalisis (RIA). Ver anexo.
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Region central
Region lateral

Fig 3 Localizacion de la region central v lateral de la adenchipéfisis de la rata lactante. LA, I6bulo
anterior; LNI, 16bulo neurointermedio. (Fig. Basada cn los cstudios hechos por Papka er al. 1986)

3) Anaiilisis
La concentracion de PRL en los tejidos (previamente homogenizados en

buffer 0.05M tris HCL a ph 8.2) y medios de incubacién se analizé mediante
PAGE y densitometria y se cuantifico en curvas estandar de PRL 23K en geles
de poliacrilamida al 7.5% en condiciones nativas de acuerdo al método de
Nicoll et al (1969). Se utilizé un sistema de geles de tubo (75-80nmum x 5imun).
La electroforesis se llevo a cabo a 200V durante aproximadamente 45 minutos.
Los geles fueron teilidos con Amido-Black al 7.5% y se destiiieron

electroforeticamente con acido acético al 7.5%.
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4) Analisis estadistico:
Todos los datos estan expresados como el promedio +EEM. La

concentracion de PRL en el plasma estia expresada en ng/ml y las
concentraciones de PRL en el tejido y en el medio de incubacion estan
expresadas en ug/mg de AH. Las diferencias entre las medias de los grupos
fueron comparadas por analisis de varianza (ANOVA) de una via y seguidos
por la prueba de Tukey. Los valores de p< 0.05 fueron considerados como

estadisticamente significativos.



EXPERIMENTO 1

A) Para determinar el efecto del estimulo de la succion sobre la
transformacion de la PRL, se emplearon los animales en las condiciones antes
descritas”. Se utilizé un grupo de ratas succionadas (S) las cuales se les extrajo
la AH y posteriormente se disecaron las distintas regiones de la glandula;
posteriormente el tejido fué pesado y se mantuvo en congelacion hasta que fué
analizado por PAGE. Para determinar el efecto de la incubacion sobre la
transformacion de la hormona en este grupo, las dos regiones de la AH
provenientes de animales no succionados, se incubaron en 300ul de medio de
Earle durante 30 minutos. Al término de la incubacién del tejido se pesd y se
guardo en congelacion para su analisis posterior.

B) Para analizar la secrecion basal de PRL de fragmentos de tejido
provenientes de la region central y lateral de la AH, se utilizaron ratas
succionadas y no succionadas y se procedio a obtener y analizar los medios de
incubacién en las condiciones antes descritas”

©C) Para determinar si la regionalizacion de la secrecion de la PRL por la
AH de la rata lactante tenia relacién con el intervalo de no succion, se
utilizaron varios grupos de animales y cada grupo correspondié a distintos
periodos de separacion de las crias de sus madres (0,2,4,.8,12,16 y 24 hrs).
Estos animales fueron sacrificados después de 8 horas de no succion e
inmediatamente las ratas fueron sacrificadas (grupo no succionado).
Posteriormente se disecaron las regiones centrales y laterales de la AH y se
incubaron mediante el procedimiento antes mencionado. La concentracién de la
hormona secretada fue determinada mediante los métodos descritos

previamente.** (ver cuadro 1)

Ver material y Métodos inciso 1
” Ver ob ion de inciso A y seccion de andlisis 22




CUADRO I

EXPERIMENTO 1

| RATAS INTACTAS ]

e

1
~

Succionadas

] l no succionadas

r sacrificio J

medio de
medio de {__incubacion

incubaciéon
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EXPERIMENTO 2

Con el objeto de determinar la sensibilidad de las diferentes regiones de
la AH a la estimulacion por la TRH y a la inhibiciéon por DA, se integraron los
animales en diferentes grupos con periodos de separacion de sus crias de
0,4.8,12 y 16 hrs. Cada grupo a su vez se distribuyd en succionadas y no
succionadas. Al extraer la AH, las regiones de la glandula (centrales y laterales)
fueron divididas en dos partes, una parte fue incubada con TRH (.35um) y otra
en ausencia de la TRH, y para el caso de la DA en presencia (50um) o en
ausencia de la misma. La obtencion y analisis de los medios de incubacion fué

el descrito anteriormente”ver cuadro 11

Ver ob ion de rasi A seccién de andlisis 24




CUADRO 11

EXPERIMENTO 2

{ RATAS INTACTAS }

|

] distintos periodos de separacién (O-24 h) ]

|
yd AN

{ Succionadas ] [ no succionadas }

1 |

I sacrificio } [ sacrificio I

o~

incubacién I [ incubacién
f con TRH ] [ sin TRH ] [ con TRH f ] sin TRH7

Se utilizd el mismo procedimiento para analizar la sensibilidad inhibitoria por la DA

25



EXPERIMENTO 3

A) Para determinar la influencia del 16bulo posterior de la hipofisis sobre
la liberacién /n vivo de la PRL en respuesta al estimulo de la succion, se
utilizaron varios grupos de ratas; un grupo de intactas, un grupo de ratas testigo
(sham) y un grupo de ratas lobectomizadas utilizadas 16 hrs, 1 y 4 dias después
de la cirugia. Estos animales fueron anestesiados con éter y lobectomizados por
la via parafaringea. Previo al periodo de separacion y con el fin de que las crias
pudieran obtener leche de sus madres, se les aplicé 200mu de oxitocina via
subcutanea a intervalos de 8 horas, con el propdsito de que las crias obtuvieran
la leche de las madres y con ello se evitara la involucion de las glandulas. Sin
embargo estas dosis de oxitocina no se administraron 8 horas antes del
experimento debido a que como se sabe la oxitocina per se puede estimular la

liberacion de PRL.
En todos los grupos las ratas fueron empleadas de acuerdo a las
* y de cada grupo se utilizé6 un grupo de ratas

condiciones antes descritas”
succionadas y un grupo de ratas no_succionadas. La obtencion y analisis de

muestras se describié anteriormente”

B) Para determinar la influencia del lébulo posterior de la hipotisis en la
transformacion de la hormona en la glandula, se integraron los animales de
igual forma que en el inciso anterior. Se extrajo la AH y se disecaron las
regiones. Estas fueron guardadas en congelacion para posteriormente
determinar la concentracion de PRL en la AH por PAGE. En cada experimento
se reviso el complejo hipotalamo-hipofisiario y sélo se incluyd a las ratas con
una lobectomia completa y sin daiio en estructuras cercanas.

C) Con la finalidad de determinar la influencia del lé6bulo posterior de la
hipofisis sobre la regionalizacion de la liberacién in virro de la PRL, se integro
a los animales de igual forma que como he descrito en los dos incisos
anteriores, excepto que todos los animales fueron empleados sin succién
previa, debido que en estudios previos se observé que la succion afecta la
regionalizacion de la secrecion de la PRL. (Mena ¢t af. 1993).La AH extraida
fué dividida en regiones centrales y laterales y cada una de estas regiones
divididas a la mitad; una mitad fué utilizada para determinar la concentracion

“*  Ver matcrial biolégico: Animalcs
""" Ver obtencion de muestras inciso B 26



inicial de PRL en el tejido v la otra mitad de cada region fue incubada durante
30 minutos en las condiciones previamente descritas . (ver cuadro 111)

CUADRO II1

EXPERIMENTO 3 (ratas utilizadas 16 hrs. después de la lobectomia)
f INTACTAS ] ‘ TESTIGO 7 [ LPX J
, SUCCIONADAS ] [ NO SUCCIONADAS J
I |

L sacrificio l

4 1 ~
r M.I J [ sangre J [ tejido J

sangre

medio de incubaciéon: M.I
Se utilizdé el mismo procedimiento con las ratas lobectomizadas de 1 a 4 dias.

° Ver obtencién de muestras inciso A 27



IV RESULTADOS

Transformacion in vivo e in vitro de la PRL
La transformacién de la PRL es un cambio postraduccional que se

manifiesta por un decremento en la detectabilidad de la hormona. el cual
es inducido por la succién de las crias o por la incubacién de la
adenohipéfisis. Se observé que la transformacién de la PRL inducida por
la succién, fue similar en la regién central que en las regiones laterales de
la glandula. Sin embargo, cuando se incubaron los tejidos de ambas
regiones provenientes de ratas no succionadas, se observé que la
transformacion de la PRL ocurrié solo en la regién central pero no en
las regiones laterales de la glandula. Por otro lado, cuando se aiadio la
dopamina (DA) al medio de incubacién, se observé que ésta inhibié la
transformacion en fragmentos de tejido de la region central de la AH.
Estos resultados sugieren que de acuerdo al método que se use para
producir la transformacién ya sea la incubacién o la succién, se va a
presentar el fenémeno de la regionalizacién de la transformacién de la

PRL en la AH de la rata lactante.
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2
hig &6 T g -
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P
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- 40 /
2 209 %
5 ZA
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mulo de la succién (S15) . incubacidn in vitro (130) e incubacién

Fig 1 Efecto del esti
con dopamina (130 DA)
a regién central y lateral de la 2
expresados en porcentaje de concentr
regiones ce la AH de raias separzdzs ce sus
el + SEM. Cada grupo estd formado gor 4-5 ratas

{P< 0.05)

cobre la conceriracion de !a FRL en fragmentos provenientes de
denchipdfisis ce la rata lactante. Los resultados estan
acién de PRL (ug/mg) en las respeclivas
crias por 8 hrs. Cada columna representa
= denota diferencias significativas
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Secrecién basal de la PRL por la AH de ratas no succionadas ¥y

succionadas:

En la fig 2 se observa que la secrecién de la PRL por la AH fué
mayor en los fragmentos de tejido provenientes de la parte central de la
gldandula que en los de la regién periférica. Esta diferencia no se hizo
evidente en tejido proveniente de ratas succionadas, donde no hubo
diferencia significativa en la secrecién de la PRL entre ambas regiones.
Estos resultados sugieren que ]la succién elimina las diferencias regionales
en la secrecién de la PRL, y que este estimulo de la succién determina
que los lactotropos de ambas regiones se sincronicen para tener una
capacidad secretora similar, es decir que los lactotropos con alia
capacidad secretora (localizados principalmente en la regién central de la
glandula), se sincronizen con los de baja capacidad secretora (localizados
de manera preferencial en la regién lateral) para liberar la hormona.
Estos resultados estan en parte de acuerdo con los descritos anteriormente
por Frawley e al 1990, aun y cuando estos autores no determinaron la

secrecién basal de la hormona.
A NO SUCCIONADAS

Secrecion de pp, {ng/mg Al

Bl

€S T

-] EX]
Secre.cién total (zh)

Tiempro de incukacién (min)
' Fig 2 Secrecién basal de PRL (ug/mg AH) durante (panel de Ja jzquiedz) y despuds da
2 hrs de-incubacién (panel ¢e la dereckz) de fragmentos de 1ejido provenientes de Ja
regién central y Jaterzl de Ja AH de rzizs no succionadas (A) ¥ succionzdas (B)
* denota diferencizs significativas (P < 0.05)
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Secrecion basal de la PRL provenientes de la regién central y lateral
de la AH de ratas lactantes no succionadas:
La regién ceniral de la AH liber6é mayor cantidad de PRL que la

regién lateral, pero ésto solo sucedié en aquellos fragmentos provenientes
de sus crias durante 4 y 8 hrs, mijentras que en

de ratas separadas
fragmentos de ratas separadas por periodos menores o mayores a los
senalados, no se presentaron difrencias de regionalizacién en la secrecién

de la hormona.
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Responsividad a la estimulacién por la TRH y a la inhibicién por Ila
DA de la liberacién in virro de la PRL, por cada regién de la AH
provenientes de ratas no succionadas y succionadas:

Con exepcién del grupo separado por 8hrs, no hubo difrencias
significativas de responsividad a los secretagogos. En los fragmentos de
tejido provenietes de ratas no succionadas la responsividad a la TRH se
incrementd en la regién cental pero no en la regién lateral de la AH. En
contraste, con los fragmentos de tejido provenientes de ratas succionadas,

ambas regiones fueron responsivas a la TRH.

TRH

NO SUCCIONADAS
[[JSUCCIONADAS

SECRECION DE PRL (% D& CONTROL}

EGION
CENTRAL

B - " . . . ido
Fig 4 Efecto de |a TRH (0.35uM) sobre 1a liberacién in viiro de PRL por 1tej
prgvenien!e de Ia regién ceniral y latere! ce la AH de ratas no succionadas y
succionadas. * denola diferencias significativas (P<0.05)
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En la figura 5 se observa que la inhibicién por DA de la secrecién de

PRL fue mayor en tejidos de la parte central que en los de las porciones
laterales de la AH de ratas no succionadas. Sin embargo, en ratas

succionadas hubo mayor inhibicién en las regiones laterales que en la

regién central de la AH.

IADR

[J SUCCICHNADAS

SECRECION DE PRy, (¥ DE CONTROL)

I

Fig 5 Efecio cde Ja DA (S0uM) sobre la liberzeidn i vitro de )Ja PRL por :ejico
provenienie de la regidén cenczl y lziterz] de Ja AH de raizs no succionzdes y
suecionzdzs, ™ denota diferencizs significatives (P <0.05)
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Efecto del estimulo de la succidn sobre la concentracién de PRL en el
plasma de ratas intactas,testigo v de ratas lobectomizadas :

La concentracién de la hormona aumentd después de 15 minutos de
succién en el plasma de ratas intactas y de ratas testigo utilizadas 16
horas, 1 y 4 dias después de la lebectomia y en menor proporcién en el
plasma de ratas lobectomizadas succionadas 1 y 4 dias después de la
cirugia. Sin embargo no hubo diferencias entre los niveles basales y los
niveles de PRL en el plasma del grupo de ratas utilizadas 16hrs después
de la cirugia y aquellas que fueron succionadas durante 15 minutos.

Fig 6 Concentracidn de FRL en plasmz (ng/ml) proveniente de ratas intactas, ratzs
lestigo (sham) y ratas lobeciomizadas, lzs cuales fueron utilizadas 16hrs, 4 y 4 dias
despusés de la cirugia. Estos animales fueron sepzradas ce sus crias por8 hrs y

posteriormente fueron succionadas por sus crias por 15 mins, (Grupo suctcionado) o bien

fueron sacrificados inmediatamente (gruzo no succionado)
El parentesis indica el numero de ratzs en cada grupo. - denota diferencias significativas

(P<0.05)
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Efecto del estimulo de la succiéon sobre Ila concentracion de PRL en la

AH:

La transformacion de la honmona se observo en la region central, pero
no en la region lateral de la AH, de ratas testigo utilizadas 4 dias después de
la cirugia, asi como del grupo de ratas intactas, y de ratas LPx empleadas 4
dias después de la cirugia. Sin embargo, no se observo transformacion de la
PRL por la succién en el tejido proveniente de ratas testigo utilizadas
16horas después de la cirugia ni en el de ratas LPx usadas 16 horas v | dia
después de la cirugia. La concentracion total de PRL ene 1 tejido de ratas
Lpx de 16 horas y de un dia, fué menor a la observada en la AH de los

£rupo restantes.
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Fig 7 Concentracién de PRL en fragmentos de la AH (ug/ i i

g/mg) provenientes de [a re.
cgniral y lateral de la .AH de ratas lactantes succionadas ¥ Nno succionadas deg;g’s‘
diferentes grupos experimentales °* denota diferencias significativas (P<D.05) **denocta
que los valores fueron menores a P<0.01 comparados con los valores de los grupos
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Secrecion in vitro de la PRL por fragmentos de la AH de 1a region

central y lateral de la gliandula:
Los fragmentos de AH de ratas lobectomizadas de un dia liberaron

aproximadamente 50% menos PRL que los grupos de ratas intactas, testigo
vy lobectomizadas utilizadas 4 dias después de la cirugiia. La region central

de la AH de ratas intactas y testigo liberaron 20-30% mas PRL/mg de tejido
se observo en el tejido

que la regién lateral; sin embargo, esto no
proveniente de ratas lobectomizadas utilizadas 1 y 4 dias después de la

cirugia.
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Fig 8 Secrecidn basal de PRL (ug/mg) después de
fragmentos de tejido derivados de la region central y lateral de la AH provenientes de
ratas intactas,de ratas testigo (sham) y lobectomizadas usadas 1 y 4 dias después de la
cirugia. El parentesis indica el nimero de ratas en cada grupo.

** denota que los valores fueron
los demas grupos

"Denota diferencias significativas (P<0.05).
significativamente menores ( P<0.07) comparados con
experimentales.
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V DISCUSION

De los resultados obtenidos, se concluye que el fenémeno de la
regionalizacion de la secrecién de la PRL por 1a AH de la rata lactante se
desarrolla en funcién del tiempo que la madre ha estado privada de la
succién. Dado que dicha regionalizacién fue observada unicamente en
adenohipéfisis provenientes de ratas separadas por 4 y 8 hrs, esto sugiere
que la sintesis y almacenamiento de la PRL puede ser mayor en la regién
central que en la regién lateral de la glandula. Por otro lado el hecho de
que la succion elimine las diferencias en la secrecién de la PRL sugiere
que este estimulo produce una disminucion en la secrecién incrementada
de la hormona por la regién central y, por ende una sincronizacién de
toda la poblacién de lactotropos en la glindula para la secrecién de la
hormona. De acuerdo a los resultados obtenidos con DA y TRH, en
general nuestros resultados concuerdan con resultados previos (Frawley et
al. 1987, 1990 y 1991) Las principales diferencias entre los estudios
hechos por Frawley y Mena se encuentran en el cuadro anexo.

En estudios previos se observé que la region central de la AH es
mas sensible a la transformacion que la region lateral (Mena e? aql.1993).
Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que el estimulo de la
succion indujo una transformacién de la PRL en la regién central,
proveniente de tejido de ratas intactas, testigo y lobectomizadas utilizadas
4 dias después de la cirugia, mientras que no se produjo la transformacion
en el tejido proveniente de ratas testigo empleadas 16hrs después de la
cirugia y en ratas lobectomizadas utilizadas 16hrs y 1 dia después. Por
otro lado, el contenido de PRL en la AH fué significativamente menor en
el tejido proveniente de ratas lobectomizadas que fueron utilizadas 16hrs
y 1 dia después de la cirugia. Este fenémeno de transformacion se
present6 en ratas lobectomizadas empleadas 4 dias después de la cirugia,
lo cual sugiere que la ausencia de la transformacién en los grupos
restantes fue parte de un efecto transitorio y que el 16bulo posterior no
ejerce un papel determinante en la transformacién de la PRL.

Con relacién a la influencia del 16bulo posterior de la hip6fisis en la
liberacién de la PRL inducida por la succién, se observé que las
concentraciones de PRL aumentaron después de 15 minutos de succion en
el plasma de ratas intactas y de ratas testigo y en menor proporcion en el
plasma de ratas lobectomizadas succionadas 1 y 4 dias después de Ia

cirugia, aun y cuando no se observaron diferencias entre los niveles
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basales y los niveles de PRL en el plasma del grupo de ratas utilizadas 16
hrs después de la cirugia y que fueron succionadas durante 15 minutos.
Estos resultados sugieren que existe un periodo transitorio quiza asociado
al estres postraumatico, posterior a la extirpaciéon del 16bulo posterior de
la hipdéfisis, en el cual el estimulo de la succién no es eficaz para producir
la secrecion de la PRL y que la funcién de la glindula es recuperada a las
24 horas después de la remocién del I6bulo posterior. Asimismo, los
resultados sugieren que la eficiencia de la succién para provocar la
liberacién de la hormona disminuye después de la lobectomia posterior,
una vez que el animal se ha recuperado de la operacion. Esta suposicién
se basa en que las concentraciones de la PRL en el plasma de ratas
succionadas estan disminuidas aidn 4 dias después de la
operacion.Estudios previos utilizando ratas ciclantes y ratas lactantes
(Murai y Nira 1987, Fagin ez q/.1982. Ben Jonathan er al. 1982 y Murai
1989) mostraron que al extirpar el I6bulo posterior, las concentraciones
basales de PRL se incrementan de 3 a 4 veces sobre las concentraciones
prequirurgicas. Este aumento se presenta inmediatamente después de la
lobectomia, retornando a los niveles normales unas horas después de la
cirugia (Ben-Jonathan es al. 1982, Froehlich er al. 1984) o de 3 a 4 dias
después. (Fagin er al. 1982, Murai ez al. 1986) y esto va asociado a la
incapacidad del estimulo de la succién para inducir la liberacién de la
hormona. (Murai er al. 1987). Se ha sugerido que el aumento en las
concentraciones basales de la PRL después de la lobectomia son el
resultado de la remocién de la inhibicion dopaminérgica, y dado que las
concentraciones de DA en el I6bulo posterior igualan a las
concentraciones de la DA encontradas en el hipotatalamo basal medio
(Ben-Jonathan y Froehlich 1985, Perkins er al.1979 y Saavedra er al.
1975), se supuso que la supresion de la inhibiciéon por DA provocaba una
mayor secrecion basal de la PRL. La ausencia de la liberacion de la PRL
inducida por la succién en ratas que fueron utilizadas de 12 a 14 hrs
después de la lobectomia, apoyan los resultados de Murai y Ben-Jonathan
(Murai er al. 1987). En dicho estudio las ratas fueron utilizadas de 12 a
14 hrs. después de la cirugia y los resultados demostraron ausencia de
secreciéon de la PRL después del estimulo de la succiéon. Sin embargo, en
relacién a la elevacién de los niveles basales de la hormona que no se
observaron en el presente estudio, es posible que ello sea debido al
menor estres de nuestras ratas las cuales, por ejemplo, no fueron
canuladas cronicamente.

Con respecto a la secrecion in vitro de la PRL por fragmentos de

la AH, los fragmentos de la AH de ratas lobectomizadas de un dia
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liberaron aproximadamente 50% menos PRL que los grupos de ratas
intactas, testigo y lobectomizadas utilizadas 4 dias después de la cirugia.
Como se indicé anteriormente, este efecto es transitorio ya que se
restaura la funcionalidad de la glandula y puede ser debido al estres
postquirurgico.

En resumen, los resultados del presente estudio sugieren que con
relacién a la importancia del l6bulo posterior para la liberacién de PRL
por la succidn, la importancia de esta estructura es solo relativa y, por
ende, que en su ausencia, la liberacién de la hormona es regulada por
factores de un origen distinto. Por otra parte, dado que en los
experimentos en que se incubaron las diferentes porciones de la AH de
ratas LPx no se observé la regionalizacion en la secreciéon de la hormona,
esto sugiere que dicho fenomeno si esta regulado por influencias
provenientes de dicha estructura.

Se ha reportado anteriormente que el 16bulo neurointermedio de la
hipoéfisis contribuye por diferentes mecanismos a la compleja regulacion
de la liberacion de la PRL y que después de la succion cambios drasticos
se presentan en la sensibilidad de los lactoptropos a los secretagogos,
principalmente en las celulas localizadas en la regiéon central de la AH.
(Hill et al. 1991, Porter et al. 1992). Ademas estudios hechos
anteriormente sugieren 1la liberacién del oaMSH durante la succion (Hill
et al. 1991, Taleisnik ef al. 1966, Nagy er al. 1991) y de la existencia de
factores liberadores que influyen sobre la liberaciéon de la PRL (Mena ez
al. 1995, Hill er al. 1991, Hill er al. 1993, Hyde et al. 1988, Landon ez al.
1990)



CUADRO IV: PRINCIPALES DIFERENCIAS ENTRE LOS ESTUDIOS HECHOS POR FRAWLEY et aly MENA ef ol

PROPORCION DE  LACTOTROPOS Y
LIBERACION DE PRL EN LAS DIFERENTES
REGIONES DE LA ADENOHIPOFISIS (AH)

Ratas no succionadas

EFECTO DEL TRH SOBRE LA LIBERACION
DE PRL

Ratas no succionadas

Ratas sucrionadas

EFECTO DEL TRH SOBRE LA PROPORCION
DE LACTOTROPOS

Ratas no succionadas

Ratas succionadas

FRAWLEY et al.

Hay dos poblaciones de lactotropos: 1. baja
proporcion de lactotropos con alta capacidad
Sectetora y 2. alta proporcidn de lactotropos con
baja capacidad secrelora, supuestamente los

lactotropos de alta capacidad se encuentran en la
Tegién central

Aumenta la proporcién de lactotropos con baja
capacidad secretora

Los Lactotropos de la region lateral fueron mas
sensibles 2 la estimulacion por fa TRH que los de
la regi6n cemral

Ambas regiones fueron sensibles a la estimulacién
por la TRH

Disminuye un poco la proporcion de lactotropos
con baja capacidad secretora y aumenta la
proporcién de lactotropos con alta capacidad
secretora

Aumenta la proporcién de lactotropos con alta
capacidad secretora
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MENA et dl.

La regi6n cemtral de la AH, libers mayor
cantidad de PRL que 1a region lateral

La regi6n central de la AH, fiber6 la misma
camidad de PRL que a region aieral

la regibn central fue mas sensible a I
estimulacién por la TRH

Ambas regiones fueron sensibles a la estimulacion
porla TRH




EFECTO INHIBITORIO DE LA DA SOBRE LA
LIBERACION DE LA PRL

Ratas no succionadas

Ratas succionadas

EFECTO DE LA DA SOBRE LA PROPORCION
DE LACTOTROPOS

Ratas no succlonadas

Ratas succionadas

EFECTO DE LA oMSH SOBRE LA
PROPORCION DE LACTOTROPOS Y LA
LIBERACION DE PRL POR  AMBAS
REGIONES DE LA AH

Ratas no succionadas

FRAWLEY et al,

Mayor inkibicidn en Ia regién central

No hubo inhibicion a la DA en ambas regiones

Aumenta la proporcién de lactotropos con baja
capacidad sccretora y disminuye la proporcién de
lactotropos con alta capacidad secretora

Aumenta la proporcidn de lactotropos con baja
capacidad secretora y hay muy baja proporcién de
lactotropos con alta capacidad secretora

La proporcidn de lactotropos de a regién central
aumentd en presencia de la «MSH, no teniendo

efecto en Ia proporcion de lactotropes de la regién
lateral
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MENA et al.

Mayor inliibicidn en la regign cenral

Mayor inibicion en la region lateral

Las dos regiones de la AH liberaron Ia niisma
cantidad de PRL, vgr.,  desaparecié Ia
regionalizacion



HIPOTESIS

La sensibilidad a los secretagogos es distinta en
las dos regiones de 1a AH, y depende del estado
fisiologico de la glindula, Durante la succién hay
mayor sensibilidad a la TRH y no hay
sensibilidad ala DA en ambas regiones,

La regifn central de la AH de la rata lactante
responde de manera independiente

Reclutamiento

4

La sensibilidad a los secretagogos es distinta en
las dos regiones de la AH, y depende de! estado
fisiolégico de la glindula. Durante la succién hay
sensibilidad a la estimulaciém por la TRH en
ambas regiones y menor inhibicion a la DA en la
region central

La AH de la rata lactante se comporta como una
sola glindula

Sincronizacitn




VI CONCLUSIONES
a) Los resultados sugieren que el fenémeno de la regionalizacion de
la transformacién de la PRL por la AH de la rata lactante se manifiesta
dependiendo del método que se use para producir la transformacion, ya

sea la incubacion o la succién.
b) El estimulo de la succién elimina las diferencias regionales de la
secrecion de la PRL, lo cual sugiere que é&ste estimulo produce una
disminucién en la secrecién incrementada de la hormona por la region
central y por ende una sincronizacién de la secrecion de la hormona por

la poblacion de lactotropos en la glindula.
¢) La regionalizacion de la secrecion de la PRL por la AH de la
rata lactante es un fené6meno que depende del intervalo de no succién.

d) Se sugiere la existencia de heterogeneidad regional funcional de
la AH, es decir, que la glindula en su totalidad no se comporta de manera
homogenea a los reguladores hipétalamicos, y que la responsividad
diferencial a los secretagogos esta asociada al estimulo de Ia succién. Se
presenté mayor responsividad a la estimulacion por la TRH en ambas

regiones y menor responsividad a la DA en la regién central, lo cual
apoya la sugerencia que en dicha regién se genera la mayor secrecion de

la hormona durante la succion.
e) Se sugiere que el lébulo posterior de la AH participa en la
liberacién in vivo de la PRL inducida por la succién, pero no es esencial
para la liberacion de la hormona, ya que existe un efecto pasajero de no
liberacion de la PRL en ratas utilizadas 16 horas después de la lobectomia

y que se recupera a las 24 horas de la cirugia.

) La remocion del 16bulo posterior de la hipéfisis resulta en una
depresion transitoria de la transformacion y liberacién de la PRL inducida
por 1a succién, la cual es seguida por la restauracion de la transformacion
y recuperacioén parcial de la liberacién de la hormona. Asimismo, esto
sugiere que el I6bulo posterior participa, aunque no de manera esencial,
en la regulacion de la secrecion de la PRL por la AH de la rata lactante.

£) Se sugiere que la regionalizacién de la secrecion de PRL esta

regulada por el I6bulo posterior y/o neurcointermedio, ya que dicho

fenémeno no se observé en tejidos incubados provenientes de ratas
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VII ANEXO

RIA

a)Marcaje de la hormona:
El marcaje de la hormona se hizo de acuerdo al método de Iodo-Gen (Bolt ez a/

1986) con las siguientes modificaciones:

La hormona NIDDK-rat-PRL-1I-6 (5ug hormona en presencia de 1.5 ug lodo
Gen) con agitacion manual, durante 10 minutos. La detencion de la reaccion se
realizé con metabisulfito de sodio (6ug/200ul) y yoduro de potasio
(20ug/200ul). Al término de la reaccién, la mezcla se purificé en una columna
de exclusiéon molecular (Sephadex G50-150). Con una actividad especifica de

49.0 uc/ug de PRL y una eficiencia de marcacion de 49.89 %5,

B)Titulacion del anticuerpo
Una vez obtenida las fracciones ttiles para el RIA, se titulé el primer
1:320,000 fueron

anticuerpo (anti rat PRL), diluciones de 1:10,000 hasta
analizadas , siendo la dilucion de 1:80,000 que presentd un porcentaje de

union de 50% (26B/Bo). El segundo anticuerpo ( generado en borrego contra
IgG de conejo) se utilizo a una dilucién de 1:40

C)Curva Estandar
se utilizé un amortiguador de fosfatos salino (0.05M) ph 7.2 en presencia de

albumina serica bovina (BSA) al 1%. La curva estandar se desarrollé con la
proteina NIDDK-rat-1I-6 a las dosis de 0.1 hasta 12.8 ng/tubo. La incubacion
con el primer anticuerpo fué a temperatura ambiente por 20hrs y la segunda
incubacion se llevo a cabo por 20 hrs a temperatura ambiente.

El coeficiente de variacion intraensayo fué de 4.28% y el coeficiente de

variacion interensayo fué de 11.18%.
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Extirpacion quirargica del I6bulo posterior de Ia hipdfisis (descripcién de
Ia técnica)

Material:

-Mesa de operaciones
-Disectores de vidrio (varillas de 10cm. de largo por 4 mm de ancho)

-Separador curvo de vidrio (varilla de 12 cm de largo por 6cm de diametro)

-Aspiradores de sangre
-Aspirador de hipofisis

-Horquilla para incisivos superiores
-Separadores curvos de metal

-Abatelenguas
-Abrehocicos y mandriles para manipular los catéteres endotraqueales

-Canulas endotraqueales
-Legra para hueso

-Aguja para meninges
-Estereomicroscopio con lampara integrada

(Detalles en Quintanar ¢t a/. 1994)

Manejo preoperatorio:
Previamente a la anestesia se inyectdé a los animales con atropina para

evitar la secrecion de moco (3mg/100g de peso/via subcutanea) y

posteriormente se intubod la traquea con una canula endotraqueal de plastico.

Procedimiento quirargico: (via parafaringea)
La cara anterior del cuello se limpia con cloruro de benzalconio y se

hace una incision de 2 a 3 cm en la linea media de la piel, a un cm por detras
del borde inferior de la mandibula, hasta un poco por delante del esternén. Se
corta la fascia que recubre a los musculos digastricos y esternohioideos.
Usando como referencia el tendén central del misculo digastrico izquierdo, con
los disectores de vidrio rectos se hace una separacion roma de las siguientes
estructuras: vena yugular interna izquierda y cara intema del musculo masetero
del mismo lado, los cuales quedan hacia afuera, y el musculo digastrico y
conductos faringoesofagico y laringotraqueal, que quedan hacia la linea media.
De aqui en adelante la operacion se hace bajo control microscopico
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(estereomicroscopio con lampara integrada) con aumento de 7.5x o 10x. Con el
separador de vidrio se retraen las estructuras internas hacia la linea media. En
el fondo aparece el piso de la nasofaringe de la que sobresale el extremo distal
de la apoéfisis pterigoidea izquierda, tomando esto como referencia y a 1.5 cm
en direccion posterior, se desprenden del hueso occipital los masculos largos
de la cabeza que en él se insertan. Al hacer esto aparece en la linea media del
hueso una cresta longitudinal, la cual termina un poco antes de llegar a la
articulacion del occipital con el esfenoides, que se identifica facilmente como
una linea azul en direccién horizontal. Se colocan los separadores de metal de
tal forma que haya una buena visibilidad de la zona operatoria. Para evitar el
dafio por compresion, es importante que los separadores no queden
excesivamente apretados. El naimero de separadores y el lugar de su
localizacion dependera de la visibilidad de la zona operatoria. Generalmente se
coloca uno retrayendo hacia adelante el misculo nasofaringeo y otros dos que
tiran hacia abajo y a los lados, formando un triangulo de base inferior. Con la
broca se trepana el hueso occipital justo en el extremo anterior de la cresta y
por debajo de la linea azul hasta llegar a la duramadre teniendo cuidado de no
romperla. Con la legra para hueso, se levantan y desprenden los restos de la
lamina interna del hueso, y se redondean los bordes del orificio, hasta que
quede con un diametro final de 3mm aproximadamente. Para extraer la
neurchipofisis, se rompe la duramadre en el borde posterior de la hipo6fisis. Con
una espatula se levanta ligeramente el lébulo anterior; esto permite observar a
la neurohipofisis. Para extraer el l6bulo, se toma un pedazo de malla de nylon
fina, (la parte mas cerrada del tejido de una pantimedia) y se interpone a
manera de red entre el aspirador de hipofisis y el tubo de un sistema vacio, se
coloca un dedo en el orificio lateral del aspirador y con suavidad se aspira la
neurohipéfisis, la cual debera salir completa, de una sola aspiracion. Al extraer
la neurohipofisis se observa bajo el microscopio y se determina si realmente es
dicho lébulo. Hay que asegurarse de que no haya hemorragia. Se procede a
retirar los separadores de metal y a suturar la piel. (Técnica desarrollada por

Quintanar Stephano e a/. 1994)

Preparacion de ratas Testigo
El material, manejo preoperatorio y el procedimiento quirurgico fue el

mismo que el utilizado en las ratas a las que se les extirpo el lébulo posterior de
la hipofisis, a exepcion de que en el momento de romper la duramadre en el

borde posterior de la hipofisis, se aspira muy suavemente, simulando con esto
45



la extraccion de la neurohipofisis. Se procedio a retirar los separadores de

metal y a suturar la piel. Los cuidados posoperatorios consistieron en que
ratas tuvieran libre acceso al agua y alimento, se les aplicé soluciéon salina
(.2ml) por via subcutanea a intervalos de 8horas hasta que fueron utilizadas el

dia del experimento.

las

Cuidados postoperatorios
Antes de retirar la canula traqueal, se aspira el moco de la faringe a

través del hocico y de la nasofaringe a través de los orificios nasales. El moco
suele ser sanguinolento o con coagulos, se debe aspirar lo mas que se pueda y
se procede a retirar la canula. El primer efecto de la extirpacion del 16bulo
posterior es la poliuria, que aparece entre los 40-90 mins. después de la
operacion, y se autocontrola en las siguientes 12 horas. Es importante que la
rata tenga libre acceso al agua glucosada para evitar la muerte por
deshidratacion y que la temperatura ambiente sea de 28-30°C.
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