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RESUMEN

Generalmente es aceptado que la neurohipofisis se deriva de la cresta neural, mientras
que la adenohipofisis es de origen ectodermal. Sin embargo, algunos autores han sugerido que al
menos una subpoblacion de células adenohipofisiarias pudieran tener un origen
neuroectodérmico. Es de esperar que estas células expresen marcadores neuronales especificos.
En afios pasados, diferentes autores han analizado esta posibilidad y han obtenido resultados
contradictorios. Este estudio intenta clarificar si las células adenohipofisiarias expresan o no
marcadores neuronales. Utilizando inmunofluorescencia cuantitativa, se identifico6 una
subpoblacion  de células adenohipofisiarias positivas a marcadores neuronales como los
neurofilamentos de 68 kDa (NFé68), de 200 kDa (NF200) y MAP-2, observandose células que
no expresan, células con bajo nivel de expresion y células con alto nivel de expresion. La
expresion de NF68 que observamos es sexualmente dimérfica, las células positivas a
neurofilamentos son mas abundantes en las ratas hembras sexualmente maduras. La expresion de
NF68 en ratas hembras aumenta durante el desarrollo y alcanza un nivel de meseta al pasar la
pubertad. La expresion de neurofilamentos cambia a lo largo del ciclo estral, el embarazo y el
posparto, presentandose un mdximo en el estro y el posparto y el minimo en el proestro y
embarazo. La inmunoreactividad de NF68 se examiné también en células adenohipofisiarias de
ratas hembras ovariectomizadas, tratadas con estradiol, y con un antagonista del receptor de
estrogenos. La ovariectomia y el tratamiento con tamoxifen indujeron una reduccion del niimero
de células positivas, efecto que fue revertido por el tratamiento con estradiol. Los experimentos
de doble inmunomarcaje proporcionaron evidencia de que las células adenohipofisiarias que
expresan rasgos neuronales corresponden a subpoblaciones de lactotropos, somatotropos,
tirotropos y gonadotropos y que el porcentaje de células positivas para cada grupo varia

dependiendo del estado fisiologico de la rata.



ABSTARCT

It is generally accepted that the neurohypophysis derives from neural crest while the
adenohypophysis is of ectodermal origin. However, it has been recently suggested that at list a
subpopulation of cells in the anterior pituitary could have in part neuro-ectodermal origin, and
thus, should express specific neuronal markers. This issue was examined in the past with
conflicting results. The present study attempts to clarify whether or not neuronal markers are
expressed in the adenohypophysis. Using quantitative immunofluorescence, we have positively
identified a subset of anterior pituitary cells, which express immunoreactivity for neuronal
markers, including neurofilament 68 kDa (NF68), 200 kDa (NF200) y MAP-2. We noticed that
the expression of NF68 is sexually dimorphic, neurofilament-positive cells are more abundant in
sexually mature female rats. In addition, NF68 expression in female rats increases during
development and reaches a plateau level after puberty. It displays plastic changes along the
estrous cycle, with the maximum of expression at estrus and pospatum and the minimum at
proestrus and pregnancy. NF68 immunoreactivity was examined after ovariectomy, estradiol
replacement, and treatment with a specific estrogen receptor antagonist. Ovariectomy and anti-
estrogen tamoxifen induced a significant reduction in the number of NF68-positive cells. This
effect was completely reverted by treatment estradiol. Double immunolabeling experiments
provided evidence that pituitary cells expressing neuronal traits correspond to subsets of
lactotrophs, somatotrophs, thyrotrophs and gonadotrophs. According to the phisiologycal status

of the rat the porcentaje of the positive-cells changes.
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GLOSARIO ANEXO “NEUROFILAMENTOS”
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INTRODUCCION

La hipofisis es una glandula que juega un papel crucial en numerosas funciones
endocrinas y no endocrinas del organismo. Se encuentra ubicada en la zona ventral de la cavidad
craneal (fig. 1). En la mayoria de los vertebrados esta dividida en tres lobulos: posterior,

intermedio y anterior (fig. 2). El 16bulo posterior o neurohipofisis (INH), que se desarrolla a partir

de una evaginacion del ectodermo del piso del tercer ventriculo en el cerebro, esta dividido en 1)
proceso infundibular o pars nervosa y 2) tallo infundibular (fig. 2). El tallo infundibular es la
zona de paso de las fibras neurosecretoras peptidérgicas que terminan en los capilares de la pars
nervosa. Esta 0ltima estd compuesta en un 42% de los axones provenientes de las neuronas de
los nucleos paraventricular y supradptico del hipotalamo que sintetizan, entre otras, dos
hormonas peptidicas, la oxitocina (OX) y la hormona antidiurética o vasopresina (ADH o VP).
Estas hormonas son transportadas en forma granular por los axones hasta el 16bulo posterior de
la hipofisis, donde se almacenan y liberan en las terminales axonicas (fig. 2). La porcién superior
de esta formacion se expande para cubrir la porcion inferior del hipotalamo, dando lugar a la

eminencia media (fig. 2).
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herisferio cerebral

. Fig. 1. Esqucma que mucstra la

" bulbo olfatorip  Ubicacion  de  la glandula
hipofisiaria con relacién al

cerebro de la rata.

Entre el 16bulo posterior y el anterior, se encuentra una delgada lamina de tejido conocida

como lobulo intermedio, pars intermedia cuando es tomado como parte de la adenohipéfisis o




l6bulo neuro-intermedio cuando se encuentra fusionado al 16bulo posterior (fig. 2). Esta parte de
la hipofisis se origina a partir de la pared posterior de la bolsa de Rathke. La mayor proporcion
de células que se encuentran en este l6bulo son melanotropos, células que producen el precursor
de proopiomelanocorticotropina (POMC) que en el caso de los melanotropos se divide
posteriormente en -endorfina y a-hormona estimulante de melanocitos. Este 16bulo se encuentra

directamente inervado por las neuronas hipotalamicas, a través del Idbulo neural (1).

Finalmente, el lobulo anterior o adenohipoéfisis (AH), esta dividido en pars tuberalis que
comprende una pequefia porcion del l6bulo que se extiende hacia arriba para adosarse en forma
de collar al piso del diencéfalo y pars distalis, en la cual se encuentra la mayor parte del tejido
secretor hipofisiario (fig. 2). Las células de la pars distalis se pueden dividir en general en dos
grandes categorias: aquellas que secretan hormonas proteicas y aquellas cuya secrecion
hormonal es glucoproteica. El primer grupo corresponde a células acidoéfilas: somatotropos
(secretan hormona de crecimiento, GH), lactotropos (secretan prolactina, PRL),
lactosomatotropos (GH y PRL) y corticotropos (secretan adenocorticotropina ACTH). El
segundo grupo esta compuesto de células basofilas: tirotropos (secretan tirotropina, TSH) y
gonadotropos (secretan hormona luteinizante y/o foliculo estimulante, LH y/o FSH
respectivamente). La proporcion de cada uno de estos tipos celulares puede variar en el adulto y
sobre todo en las hembras en hasta en un 10% dependiendo de la edad y la etapa del ciclo
reproductivo, siendo en promedio: somatotropos 38.8%, lactotropos 26.8%, corticotropos 9.9%,
gonadotropos 7%, tirotropos 3.6% y células foliculo-estrelladas 4.3% (tabla 1; 2 y 3). En algunos
casos patologicos como el hipotiroidismo o la insuficiencia adrenal secundaria, el porcentaje de

algunos tipos celulares como los tirotropos o los corticotropos puede variar en hasta un 20%.

Debido a su fucion, el suministro de sangre de esta glandula es particularmente
importante. Descrita como el sistema porta-hipofisiario la complicada red de vasos porta largos y
cortos forman una complicada red que irriga la glandula. La neurohipofisis posee una irrigacion
comun (vasos-arteria-capilares-vasos), mientras que la adenohipofisis posee por el contrario una
irrigacion que es excepcional por el hecho de que toda la sangre que irriga a las células de este

16bulo pasa primero por el sistema nervioso a nivel de la eminencia media.



Hicko HIPOTALAMD (ol ™
P @ evertricule ‘“P“"'P'-"UJ
ﬁ‘—_’ z

- g
N A Eminencia me dia %

N N Tallo infundibular :
f§‘ Pars !uhemhs. N\ Proceso infundibular é\‘
. Pars intermedia \__\,\ w
ﬁ Parsdistalis

o

<

DIVISIONES SUBDIVISIONES
PRINCIPALES
b)) Pars distalis
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neural) b) Eminenciamedia
TIPO CELULAR PROMEDIO DE HORMONA | FUNCION
POBLACION
EN RATA
Melanotropos Melanotropina Regula la sintesis de melanina en melanocitos y
(MSH) clanéforos.
Corticotropos 10% Corticotropina cgula ¢l crecimiento y Ia secrecién en la corteza
(ACTH) drenal.
Somatotropos 2% Somatotropina Estimula el crecimiento y el desarrollo somético
(GH) Iposnatal. Regula el metabolismo de proteinas,
carbohidratos y grasas.
Lactotropos 28 % Prolactina clacionada con la actividad lactogénica,
(PRL) metabolismo lipidico y efectos sobre ¢l sistema
linmunolégico.
Tirotropos 5% ’l'-irrotmpinn egula el crecimicnto y metabolismo de la glandula
(TRID iroidea.
Gonadotropos 15% Foliculo Estimulante clacionadas con los procesos reproductivos y de
Lutcinizante Fccrccién de honnonas sexuales esteroideas.
(LHy FSH)

Tabla 1. Tipos cclularcs adcnohipofisiarios, porcentaje promedio del total de la poblacion celular (2,
3 y 36) cn rata y principales funciones.
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En general desde 1938, se acepta que la porcion anterior de la hipofisis tiene su origen
~ embrionario a partir de una invaginacién de las células del ectodermo que forman el techo de la
cavidad oral del embrion, dando lugar a la Hamada bolsa de Rathke. Esta bolsa posteriormente se

cierra y se separa de la cavidad oral por interposicion del hueso esfenoideo del craneo (fig. 3).

S
le Fig. 3. Dibujo esqucmatico de la vision
mas aceptada dc organogénesis de la

- hipofisis: A, lébulo anterior; I,
infundibulo; NL, Iobulo ncural; y RP,
bolsa de Rathke.

Xl s ’

Durante la morfogénesis de la glandula hipofisiaria, el grado de diferenciacion celular no

es uniforme y varia de un sitio a otro del primordio de la bolsa de Rathke. Inicialmente, la
formacion definitiva de la bolsa, requiere de la expresion de los genes Lhx3 y Lhx4 y el
compromiso de estas células precursoras para formar la glandula, esta establecido por el mismo
gen Lhx3, que a su vez regula la expresion de algunos factores que determinaran posteriormente
la diferenciacion de algunas de las lineas celulares adenohipofisiarias, como Pit-1 y la subunidad
a de glucoproteina (GSU; 4 y 5). Las primeras células en diferenciarse son los corticotropos,
posteriormente los tirotropos y los gonadotropos, quienes tienen en comun la expresion de GSU.
Finalmente, la expresion del factor Pit-1, marca la diferenciacion de un tercer linaje celular
compuesto de somatotropos y lactotropos y un aumento en tirotropos. Algunos estudios del linaje
somatotropo-lactotropo han mostrado que los lactotropos provienen de los somatotropos e
inclusive en el adulto permanece una poblacion celular (lactosomatotropos) que sintetiza y

secreta tanto hormona de crecimiento como prolactina (fig. 4; 4 y 5).
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Fig. 4. Esquema quc muestra los caminos dc la citodiferenciacion celular de la adenohipéfisis y los
factores dc transcripcion implicados cn cada paso (5).

No obstante que existe un consenso sobre las distintas etapas de la diferenciacion de la
glandula una vez formada la bolsa de Rathke, algunos autores (6-10) han sugerido que al menos
una subpoblacion de las células de la adenohipdfisis pudiera tener un origen neuroectodérmico.
Esto implicaria que la adenohipofisis tendria un origen mixto: parcialmente neuroectodérmico y
mayoritariamente ectodérmico. Con el fin de seguir la formacion del quiasma optico y de la
bolsa de Rathke en el desarrollo embrionario del pollo, Takor y Pearse en 1975 (6), realizaron
cortes transversales y longitudinales de embriones de pollo en estados presomiticos y de
embriones de hasta 21 dias de desarrollo en el huevo. Las observaciones de los cortes de 6 pm
tefiidos con hematoxilina-eosina, los llevaron a concluir que los dos 16bulos de la hipofisis se
originan a partir de la porcion caudal de la placa neural ventral, que se extiende desde el quiasma
optico hasta el estomodeo. En 1986, Eagleson y colaboradores (7), empleando microcirugia,
extirparon a diferentes embriones de rana en estadios del 16 al 19 la placa neural ventral o el
ectodermo. Los fragmentos de tejido extraidos se marcaron radioactivamente utilizando el agente
Bolton-Hunter (N-succinimidil 3-(4-hidroxi, 5-(1'*® )-iodofenil) proprionato) para teiiir proteinas
intracelulares y de la superficie celular, para posteriormente reimplantarse en el embrion y dejar
que éstos se desarrollaran hasta diferentes estadios. Después de ser fijado y cortado, el tejido se
procesO para inmunocitoquimica de corticotropina (ACTH). Con este método, los autores

mostraron que en algunas zonas de la retina y del hipotalamo, se observaban células marcadas,
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asi como en la porcion anterior de la hipofisis, especificamente en los corticotropos. Estas
~observaciones los llevaron a concluir que al menos en la rana los corticotropos se originan de la
placa neural ventral. Recientemente, ElIAmraoui y Dubois en 1993 y 1995 (9, 10) retomando las
ideas de Takor y Pearse, extendieron los estudios del desarrollo de la hipofisis de pollo. Estos
autores removieron microquirirgicamente 140 um de largo por 40 um de profundidad de la placa
neural ventral en fases tempranas del desarrollo embrionario (estadio 7-8) y siguieron el
desarrollo de la bolsa de Rathke y de la adenohipoéfisis. Ellos encontraron que al ser removida
esta porcidn de la placa neural, ninguna de las dos estructuras se formaba completamente (fig. 5).
Estos resultados aportaron evidencias experimentales de que la parte anterior de la placa neural

esta predeterminada a formar parte de la adenohipdfisis antes del cierre el tubo neural (fig. 5).

Si bien hay autores que plantean un origen embrionario diferente para algunos tipos
celulares adenochipofisiarios, todos ellos parecen coincidir en el camino que siguen las células
para la formacion de la adenohipofisis y la secuencia de aparicion de los diferentes linajes

celulares, a partir de la formacién de la bolsa de Rathke.
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Fig. 5. Esquema que muestra: a) el tiempo y los pasos sugeridos para la formacion de la glandula hipofisiaria en el embrién de
rata. En cste esquema se propone que el compromiso de las células a formar la glindula se produce muy temprano en el
desarrollo, antes de la formacion de la bolsa de Rathke; y b) Mapa del primordio neural de un embrién de potlo, ( Wl )
adenohipofisis, (] ) hipotalamo; (&) neurchipsfisis; (L) vesiculas épticas; (@R ) Telencéfalo; (ET) diencéfalo; ({IR)
ectodermo de la cavidad nasal, ( @l}) placa olfatoria, (24 ) crestas neurales mesencefilicas. Tomado de cita 10.

Varios autores (8, 11-14) han empleado la expresion de filamentos intermedios para
apoyar el posible origen embriologico neural de algunas células incluyendo a las de la
adenohipofisis. Los filamentos intermedios (FI) componen un sistema de filamentos
intracelulares en las células de la mayoria de los vertebrados. Tienen un diametro de 10 nm,
intermedios entre los microfilamentos (7 nm) y los microtibulos (25 nm), y actian como parte
del citoesqueleto para mantener la forma celular. Intervienen en el movimiento, posicion del
nicleo y los organelos, el contacto célula-célula y los procesos mitoticos. Ademas, se ha
especulado que pueden estar involucrados en el transporte y exocitosis de los granulos en las
células secretoras. Segun sus propiedades inmunologicas y bioquimicas es posible distinguir 5
subclases de filamentos intermedios, que provienen de la expresion de 5 familias de genes:
keratinas que estan presentes en las células epiteliales y forman un complejo grupo de
polipéptidos relacionados y cuyo peso molecular varia de 40 a 70 kDa; vimentinas, de 57 kDa
que se encuentran en el mesénquima (fibroblastos, endotelio, etc.); desmina, la cual existe en la
mayoria de las células miogénicas y es una proteina acida de 52 kDa. Las proteinas fibrilares
‘gliares (GFAP) de 51 kDa, son caracteristicas de las células gliales y, finalmente los

neurofilamentos que consisten en un triplete de polipéptidos de peso molecular de 60-70 (NF-L),
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130-170 (NF-M) y 180-200 kDa (NF-H) y que se expresan mayoritariamente en las células

‘neuronales.

Ogawa y colaboradores en 1990 (8), realizaron un estudio de la expresion de FI en las
células hipofisiarias del humano. Para ello, los autores emplearon inmunocitoquimica con
anticuerpos para queratina (marcador epitelial), vimentina, proteina acida fibrilar glial (GFAP),
desmina y las tres proteinas de neurofilamentos (marcador neuronal) y fijaron las glandulas con
diferentes técnicas. Uno de los primeros resultados que obtuvieron fue que no con todas las
técnicas de fijacion es posible obtener un marcaje positivo para neurofilamentos, solamente en
las glandulas fijadas con alcohol encontraron que las células endocrinas del lo6bulo anterior de la
hipofisis expresan tanto keratina como neurofilamentos de 68 kDa, 160 kDa y 200 kDa (NF68,
NF160 y NF200). De igual forma, utilizando inmunocitoquimica, Tooze y colaboradores (11)
mostraron que la linea celular AtT-20 sccretora de ACTH, derivada de un tumor de murino,

expresan los tres polipéptidos que conforman los neurofilamentos.

En cuanto al posible origen embrionario de la adenohipofisis las conclusiones basadas en
la expresion de marcadores neuronales han sido contradictorias. Trojanowski y colaboradores
(12) utilizando glandulas hipofisiarias de humano fijadas con una mezcla de cloruro de mercurio
con formaldehido o una solucion de Bouin (70% acido picrico, 25% formaldehido y 5% acido
acético glacial) y realizando la inmunocitoquimica de neurofilamentos o proteina éacida fibrilar
glial, encontraron que Unicamente los axones del l6bulo posterior presentaban inmunoreaccion
de neurofilamentos, y que la GFAP solamente estaba presente en los cuerpos celulares de la
neurohipofisis. Mas recientemente, Halliday y colaboradores (13) también en adenohipofisis de
humano fijadas con solucion de Bouin emplearon la inmunotincién de vimentina, desmina,
GFAP y NF200. Sus resultados indicaron que GFAP y NF200 solamente se encuentran presentes
en los axones y procesos del l6bulo posterior, en tanto que la desmina se observo en las paredes
de musculo liso de los vasos capilares, pero no en las células hipofisiarias y por Gltimo ninguna
de las células fue positiva a vimentina. Finalmente, Bick y colaboradores (14) describieron que
en hipofisis de rata los neurofilamentos solamente estan presentes en la neurohipofisis y en las
fibras nerviosas que llegan hasta el lobulo intermedio, pero no estan presentes en las células de la

adenohipofisis.

15




Estos resultados contradictorios pueden deberse a diferencias en las condiciones

' expenmentales (fijacion, bloqueo, etc.), en la sensibilidad de los ensayos empleados o en

"ﬂfdlversos factores no controlados en los estudios, como la especie (rata, humano, pollo, etc.) y la

v edad y el sexo de los animales. Dada la diversidad en los resultados obtenidos por diversos
“*autores 'y la complejidad que envuelve la regulacion de la glandula hipofisiaria, este trabajo tuvo

: como (_')bjetivo inicial el de reexaminar la expresion de diferentes marcadores neuronales (INF68
... kDa; NF200 kDa y MAP2) en células adenohipofisiarias de rata.

Dado que, como mencione anteriormente algunos autores han planteado la posibilidad de
‘que almenos algunas células de la adenohipodfisis tengan un origen neuroectodérmico, la
hipétesis de este trabajo es que al menos una subpoblacion de células adenohipofisiarias deberian
expresar marcadores neuronales in vivo o bien en respuesta a factores troficos presentes en la

glandula.

Por lo anterior, los objetivos de este trabajo son:

1) Examinar la expresion de marcadores neuronales especificos (NF68 kDa, NF200 kDa y
MAP?2) en células adenohipofisiarias provenientes de ratas neonatas, jovenes (10, 20 y 45
dias de edad) y adultas (2 meses de edad), observando si existen diferencias en la
expresion.

2) Determinar si la expresion de marcadores neuronales esta regulada por las condiciones
fisiologicas del animal.
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MATERIALES Y METODOS
Cultivo primario de células adenohipafisiarias de rata

7 Tp'dc‘)_sr los estudios con animales se realizaron bajo un protocolo institucionalmente

; aCeptadd similar a la Guia de USPHS para el cuidado y uso de animales de laboratorio. Las ratas
- Wistar se mantuvieron en el bioterio del Instituto bajo un régimen de 12 horas luz-oscuridad y se
- alimentaron ad libitum. El dia del experimento los animales fueron decapitados bajo anestesia
con éter y las glandulas hipofisiarias de ratas hembras y macho de diferentes edades y
condiciones experimentales, se disecaron bajo condiciones asépticas. Las células obtenidas de
cada animal se sembraron separadamente. Las ratas hembras adultas se utilizaron indistintamente

de la fase del ciclo estral.

Después de la diseccion, las glandulas se transfirieron a DMEM frio (Dulbecco’s

Modified Eagle Media, GIBCO BRL; Rockville MD) complementado con 0.75 mg/ml de
albumina sérica bovina (DMEM-BSA; BSA fraccion V, GIBCO BRL). El 1ébulo anterior se
separd del posterior y del intermedio (neuro-intermedio) bajo un microscopio estereoscopico y se
cortd en pedazos. Los pedazos de adenohipofisis (sin pars intermedia) se digirieron por
incubacion con 2.5 mg/ml de tripsina (Worthington Biochem Co.; Lakewood NJ) y 0.1 mg/ml de
colagenasa tipo I (Worthington) durante 25 min a 37 °C. Los fragmentos del tejido fueron
"i'suavemente triturados con una pipeta Pasteur siliconizada y pulida al fuego. Las células se
";‘Iavaron dos veces con DMEM-BSA y se centrifugaron por 10 min a 1200 rpm. El botén

‘ o resultante de la centrifugacion se resuspendié en medio DMEM-cultivo (DMEM complementado
- con 10% de. suero de caballo GIBCO BRL, 2% suero fetal bovino GIBCO BRL, 10,000U
,f"'pemcmrié' GIBCO BRL, 10,000 mg/ml estreptomicina GIBCO BRL y 5 mg/ml de insulina
concentracnon de estradiol en el suero de caballo y fetal bovino es de
6.8 x 101M (Perfil Bioquimico, GIBCO BRL; México) la cual da una

concentracmn ﬁnal en el medio de cultivo de 8.0 x 10 M. A este respecto cabe mencionar que

aproxnmada ent
i Amara y Danmels en 1983 (15) reportaron que la concentracion efectiva para producir cambios

en el crecnmlento, proliferacién y secrecion al menos de lactotropos y somatotropos es de

aproximadamente 5 x 10"'M. Ambos sueros fueron inactivados a 60 °C por 1 hora. Este

17




' proéédirhiéﬁto no disminuye la concentracién de estrogenos en el suero, pero produce una
o d'i_sm.i_m;xéién'én el efecto de los esteroides en el cultivo, debido a que inactiva factores sensibles
__al calor que son necesarios para su funcién (15). Por dltimo, para disminuir la cantidad de

fibroblastos y otras células contaminantes que se adhieren al plastico, antes de sembrarlas en los
pozos donde se mantendrian en cultivo las células se dejaron durante 45 min en cajas Petri de
plastico estéril. Al término de este tiempo se recolectaron las células que permanecieron sin

adherirse y que principalmente son células adenohipofisiarias.

Las células adenohipofisiarias disociadas se sembraron a una densidad de 5 x 10% en
cubreobjetos de vidrio redondo del nimero 1 (Thomas Scientific; Swedesboro NJ) previamente
tratados con 100 pug/ml poly-L-lisina (Sigma) y colocados en una caja de cultivo de 12 pozos
(Costar, Cambridge MA). Después de 30 min se agregd 1 ml de medio de cultivo y las células se
mantuvieron a 37 °C en una atmosfera humedecida y con 95% de aire y 5% COa..
Rutinariamente, el medio se cambio tres veces por semana. A pesar de que las células se pueden
mantener saludables por 3 semanas en cultivo, todos los resultados que presentamos aqui se

llevaron a cabo con cultivos de 24-36 h.

Cultivo de células adenohipofisiarias con suplemento de estrégenos

ido el cultivo de células adenohipofisiarias de ratas hembras de 60 dias de

o édrac'lr,",al medio de cult;yb se le adicion6 200 nM de 17B-estradiol durante 6 dias consecutivos.

onas simpaticas de rata

“El’cultivo de neuronas de ganglio cervical superior se utilizé6 como un control positivo

"‘pzi.réyfla expresion de neurofilamentos y MAP2 y se llevé a cabo mediante el procedimiento

"f"ljbépoi'ta;do en Hernandez-Cruz y colaboradores (1997). Brevemente, los ganglios de ratas de 10
dias de edad se obtuvieron en condiciones asépticas bajo anestesia de éter y luego de una
dislocacion cervical. Después de retirar el tejido circundante y cortar los ganglios, los pedazos se
incubaron durante 30 min a 37 °C en medio libre de Ca®>*/Mg?* con 1 mg/ml de tripsina

(Worthington) y 2 mg/ml de DNAsa tipo 1. La digestion de la tripsina se inactivo diluyéndola en
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‘Dmm‘con’id%’"ué?d fetal bovino (SFB) y 1 mg/ml de inhibidor de tripsina (Sigma).

Postenonnente el te_udo se incubd con 2 mg/ml de colagenasa y 2 mg/ml de DN Asa durante 30

37 C en una atmosfera humedecida y con 95% aire y 5% CO.. El medio de cultivo se
veces por semana. La mayoria de los experimentos se llevaron a cabo con cultivos

o‘s‘cj:le:_S dias in vitro.
C It(yo,ydex:‘(,_‘iéblulas de Ovario de Hdamster Chino (CHO)

S. celulas CHO no expresan neurofilamentos estas células se emplearon como
ultlvaron en ««c-MEM (pH 7.4) complementado con 10% de SFB en
_;treptomncma a 37 °C en una atmodsfera humedecida y con 95% aire
e cultivo de 160 mm. Cuando las células estuvieron confluentes, la
on. tnpsma-EDTA (GIBCO) por 1 min y las células re-suspendidas en o~

-de SFB se sembraron a una dilucion de 1/10 en nuevos cubreobjetos de vidrio. El

edlo fu cambxado 'cada 2 dias.

Determinacion de la fase del ciclo estral

ral en. la rata se dwlde en 4 fases: proestro, estro, metaestro (diestrol) y
'l c1clo penmten reconocer cada una de las etapas de una manera

u‘nv_’f_'rotxs vaginal (tabla 2; fig. 21).
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Fase del ciclo Cambios en los ovarios Tipos de células en los frotis Concentracién plasmitica

estral vaginales de estradiol (ng/ml)
Inicio-final
Proestro Rapido crecimiento folicular | Células epitcliales nucleadas 4.47 - 0.64
Estro Ovulacion y Copulacion Cornificadas 0.93 —menora 0.4
Metaestro Formacion de Cucrpos lutecos | Cornificadas y leucocitos 0.5-08

(diestro 1)

Diestro Cuerpos luteos formados Leucocitos y células epiteliales nucleadas 1.49 - 3.68

Tabla 2. Cambios en los ovarios ¢ histologia vaginal durantc cl ciclo cstral en ratas. Los datos de
concentracion plasmatica de estradiol sc tomaron de Yoshinaga y col. 1969.

Justo antes de la decapitacién bajo anestesia con éter, en la mafiana del experimento, la
* fase del ciclo estral fue determinada en ratas ciclantes mediante la examinacién microscépica de

un frotis vaginal (tabla 2).
Gonadectomia

Con el fin de eliminar la principal fuente de estrogenos en la circulacion, en el caso de las
hembras y el posible efecto inhibitorio de la testosterona en los machos, un grupo de 90 ratas
hembras y machos de 60 dias de edad fueron gonadectomizadas bilateralmente. El procedimiento
- quirtrgico se realizd bajo condiciones asépticas y anestesia general con pentobarbital (20 mg/kg

‘i‘ntArapéritoneal). La operacion control se realizd exponiendo las gonadas sin su extirpacion.
k]”)espuvés de la recuperacion de la anestesia en jaulas que se mantuvieron calientes con un foco de
'60W, los animales se trataron durante cinco dias con 0.0l mg/kg de una solucion 10% de

Fluorfenicol (Nuflor, Shering Plough; Kenilworth, NJ) y se examinaron periodicamente para
' - ‘detectar una posible infeccion. Las ratas fueron mantenidas bajo un régimen de 12 horas luz-
: Er_c')scuridad y alimentadas ad libitum. Después de 15 dias de pasada la operacion, las ratas se
. sacrificaron y los cultivos de células adenohipofisiarias se prepararon como se explico

. previamente.
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Terapia de substitucion de estrégenos

l tratamlento de estrogenos se realizd de acuerdo con el procedimiento descrito por

1997 El compuesto 17 B-estradiol; 1, 3, 5 (10)-estratriene 3,17 b-diol (Sigma), se

te‘de’ ajon_loll (0.2 mg/ml) y fue administrado subcutaneamente, diariamente por la

manana durantehvcuatro dias consecutivos a un grupo de 8 ratas con 15 dias posteriores a la

gonadectomla (20 mg/100 g de peso; aproximadamente 0.2 ml de aceite de ajonjoli inyectado

por rata) Para el experimento control, se inyectaron 6 ratas gonadectomizadas con la misma
cantidad de aceite,
Al término del tratamiento, las ratas se sacrificaron y los cultivos de células

adenohipofisiarias se prepararon como se explicoé previamente.
Tratamienio anti-estrogérico

La administracion de tamoxien bloquea competitivamente la unioén del estradiol a sus
receptores por lo que se empleo este antiestrogénico como lo reportan Donath y Nishino (1998);
1 mg de tamoxifen se disolvié en 25 mi de agua y se administré diariamente durante 15 dias a 4
ratas hembras de 60 dias de edad. Para el experimento control, a 3 ratas hembras se les dio a
beber la misma cantidad de agua. No se permitid que las ratas bebieran mas agua durante el
periodo de tratamiento con tamoxifén. Después de los 15 dias, las ratas fueron sacrificadas y los

cultivos de las células adenohipofisiarias se prepararon como se explico previamente.
Inmunofluorescencia

a) Inmunocitoquimica de marcadores neuronales especificos y cuantificacion de

inmunoreactividad

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anti-neurofilamento de 68 kDa de rata (IgG
monoclonal anti-NF68; clon NR4, DAKO; Carpinteria CA), anti-neurofilamento de 200 kDa de
rata (IgG monoclonal anti-NF200; RMO-24, Zymed Laboratories Inc.; San Francisco CA) anti-

proteina asociada a microtubulos de rata (anti-MAP-2; clon HM-4, Sigma Immuno Chemicals).
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- El anticuerpo secundario utilizado para observar la expresion de los marcadores neuronales fue
anticuerpo anti IgG de raton conjugado con isotiocianato de tetrametil-rodamina (TRITC,
. Zymed).

Los cubreobjetos de vidrio conteniendo el cultivo de células adenchipofisiarias a procesar

se lavaron dos veces con buffer de fosfatos 0.01M (PBS) y se fijaron con paraformaldehido al
4% en PBS por 30 min a temperatura ambiente. Después de ser lavados con PBS se incubaron
con una solucion de bloqueo y permeabilizacion (0.2% BSA (w/v) y 0.1% (v/v) Triton X 100 en
PBS) por 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, los cultivos se lavaron y se incubaron
con uno de los anticuerpos monoclonales primarios (anti-NF68, anti-NF200 o anti-MAP-2;
dilucién 1:100) durante toda la noche a 4 °C en una camara hiumeda, después de lo cual, los
cultivos se lavaron y se incubaron con el anticuerpo secundario anti IgG de raton conjugado con
TRITC (1:80) durante 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente, después de lavados con PBS,

: »{;l,os cubreobjetos fueron montados en portaobjetos de vidrio con medio de montar para
:  ' fluorescencia DAKO que contiene 15 mM de NaN3. Los controles negativos fueron preparados
reaccionando los cultivos con: 1) Unicamente el anticuerpo primario, 2) exclusivamente el
anticuerpo secundario. Como se esperaba, estos cultivos no mostraron fluorescencia por arriba de

la fluorescencia basal (auto fluorescencia) determinada al observar un cubreobjetos con células

adenohipofisiarias sin haber sido expuestas al tratamiento para inmunofluorescencia.

Los cultivos se revisaron con microscopia de epifluorescencia (filtro de excitacion: 510-

560 nm, espejo dicroico 580 nm y filtro barrera: 590 nm). La iluminacion se consiguié mediante

una lampara de mercurio de 100W montada en un microscopio invertido Nikon Diaphot, TMD

(Nikon:Corp.; Tokyo Japan), utilizando un objetivo 60X de inmersion en aceite (Plan Apo, NA

1.4; “Niko‘ryl). Las imagenes se adquirieron con un camara digital CCD enfriada de alta

: sensiBilidad y linearidad (resolucion de 16 bits; MCD1000; SpectraSource Instruments; Westlake
y'iﬁ:‘V1llage CA). La iluminacion se limitd al tiempo de exposicion por medio de un obturador

o electronico uniblite controlado por la computadora (Lambda 10, Sutter Instruments, Axon Ins.;

> Union City CA). Para establecer el rango apropiado de exposicion, y determinar las intensidades
“"de fluorescencia minima y maxima, se midieron las intensidades de fluorescencia de células

CHO, que no expresan los marcadores neuronales y de neuronas simpaticas que presentan una
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para afahzarlas postenormente con el programa lmag,e -Pro Plus (Media

asi_ como en 3 areas libres de células del cubreobjetos (fluorescencia de fondo). La florescencia

dé;’fgmdo de cada campo se substrajo de las intensidades de fluorescencia de todas las células

- niédidas"del mismo campo, dando una fluorescencia corregida para cada célula (fluorescencia
éspécﬁiﬁca). De todas las células de hasta 100 campos en al menos tres cultivos independientes de
: da':grupo experimental, se tomaron y procesaron las imagenes con un programa estadistico (ver
: masz adelante), y los resultados se graficaron con el programa Origin 3.8 (Microcal; Northampton

MA) La composicion de imagenes se realizd con Microsoft PowerPoint (Microsoft Co.;

‘ ‘ +los datos se utilizd el programa Stat view 4.57 (Abacus Concepts
erke]ey.,CA) - con. elfcual‘se efectuo el analisis de varianza factorial (ANOVA-factorial) con un
ntervalo de éonﬁanza de 95% segun la prueba de PLSD de Fisher. Esta estadistica no se reporta
sns,k dado que la distribucion de fluorescencia especifica en los cultivos de células

adenohipofisiarias resulté tener una distribucién de Poisson mas que una distribucion normal.

- Por ‘esta razon, se realizd un analisis estadistico no paramétrico (Kolmogorov-Smirnov), mas
-apropiado para las poblaciones con distribucion de Poisson. El resultado de este analisis con un

intervalo de 99% de confianza es el que se reporta en este trabajo.
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b) Inmunotincion de rebanadas de hipofisis.

Las h1poﬁsns de ratas hembras sexualmente maduras fueron fijadas por 72 h en 10% de

solucxon de formol (10% formol neutro), después de lavarse toda la noche, el tejido se deshidrato
o ~ en etanol graduado, y se embebi6 en parafina como lo descrito por Salinas y Quintanar (2000).
Se cortaron secciones de 5 um y se montaron en porta objetos de vidrio; la parafina se retiré y las
rodajas se rehidrataron. Para la inmunotincion, se utilizé el mismo protocolo que el empleado
para las células en cultivo, con pequeiias modificaciones: la concentracién de Triton X 100 en la
solucién de bloqueo y permealizacion se aumenté de 0.1 a 1% (v/v), y se hicieron todas las

incubaciones de los anticuerpos en esta solucion de BSA-Triton.

¢) Identificacion de células adenohipofisiarias que expresan marcadores neuronales mediante

doble inmunotincion.

Para determinar la identidad de las células hipofisiarias que expresan marcadores

_neuronalesfse emp]ec') la doble inmunotincion, utilizando anticuerpos contra las hormonas que

: secreta cada tlpo celular. Los anticuerpos primarios utilizados para reconocer las hormonas

Aadenohlpoﬁsmnas fueron: anti-BFSH, anti-PRL y anti-BTSH todos de conejo (amablemente

{proporcxonados por el Dr. A.F. Parlow del Programa Nacional de Hormonas Pituitarias del NIH-
~NHIDDK), asi como anticuerpos policlonales de conejo anti-BLH y anti-GH (Biogenesis Lab;
Poole, UK). Como anticuerpo secundario para detectar las hormonas se emple6 anti IgG de
conejo conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC). La deteccion de los neurofilamentos
se llevo a cabo con un anticuerpo anti IgG de ratdon conjugado con cianina 5 (Cy5; Zymed) en
lugar del conjugado con TRITC. Esto se hizo con el fin de obtener una separacion suficiente de
. los dos espectros de excitacion y de emision y con ello minimizar el cruce de fluorescencia entre

: "“"los dos fotomultiplicadores del microscopio confocal (ver mas adelante).

Una vez fijadas y permeabilizadas, las células se incubaron toda la noche a 4 °C con uno
de los anticuerpos primarios anti-hormona y, después de varios lavados con PBS, se incubaron
por 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario conjugado con FITC (1:100).

Después de tres lavados, las células se incubaron por 1 h a temperatura ambiente con el
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fi—agmento F(ab')z de anti IgG de conejo (1:20; F(ab’): anti-conejo IgG (H+L) purificado de

- éobayo,’Cedarlan‘e‘Lab; Ontario, Canada). Este procedimiento bloquea sitios de union libres en

el complejo del anticuerpo primario-hormona adenohipofisiaria. Asi, se previno la unién no

especifica tanto del anticuerpo primario anti-NF68 como del anticuerpo secundario (fig. 6; ver

cita 21). Después de tres lavados, las células se incubaron a temperatura ambiente durante dos

horas con el anticuerpo monoclonal anti-NF68, y entonces, por dos horas adicionales con el

segundo anticuerpo secundario (1:100, anti-raton conjugado con Cy5). Finalmente, los

cubreobjetos se montaron en portaobjetos de vidrio con medio de montar DAKO.

F > | |Tag, >
4T A NRIVALT o\

Antigeno X (neurofil )
.® Antigeno Y (hormona adenchipofisiaria)

A Anticuerpo primario anti-hormona (hecho en conejo)

)‘ Anticuerpo primario anti-neurofilamentos (hecho en ratén)

.~ fragmento de anti-concjo F(ab');

}P Anticuerpo dario anti 31 jugado con FITC -

Q—( Anticuerpo primario anti-ratén conjugado con Cy5 -

Fig. 6. Representacion esquemdtica
del protocolo de doble inmunotincion.
A) los dos sitios antigénicos dc
interés. B) El anticucrpo primario que
se unc al antigeno X. C) anticucrpo
sccundario conjugado a FITC, que se
unc al anticucrpo primario del
antigeno x. D) Paso dc bloquco: el
fragmento F(ab’), bloquea cualquicr
sitio del anticuerpo primario cn ¢l cual
sc pueda unir un secundario. E y F) el
proccso dec doble inmunotincion se
completa al incubar las muestras con
cl anticucrpo primario para el antigcno
Y y su correspondiente sccundario
marcado con Cy5 (Tomado de cita
21).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Fue. necesario realizar varios controles negativos para lograr dobles inmunotinciones
confiables. El control negativo de los anticuerpos primarios se realizd de 2 formas: la primera,
incubando por 2 h un anticuerpo primario anti-hormona en presencia de un exceso de su
hormona especifica (100 pg/ml;, proporcionadas por el Dr. A. F. Parlow del Programa Nacional
de Hormonas Pituitarias del NIH-NHIDDK), y posteriormente reaccionando el anticuerpo pre-
incubado y el secundario correspondiente con los cultivos. La segunda, adicionando Unicamente
el anticuerpo primario al cultivo. En ninguno de los casos descritos se detecto
inmunoreactividad. El control negativo para los anticuerpos secundarios se realizé de diferentes
formas: 1) adicionando Uinicamente cada uno de los anticuerpos secundarios a las muestras, 2)
incubando los cultivos con el anticuerpo primario para una hormona dada (anti-hormona hecho
en conejo) en la presencia del fragmento anti-conejo F(ab'), y entonces reaccionando con el
anticuerpo secundario no correspondiente es decir contra el anti- marcadores neuronales (anti-
raton conjugado con Cy5). Este procedimiento no dio ninguna sefial de Cy5. En este mismo
sentido se incubaron las muestras con el anticuerpo primario (IgG de conejo), especifico para
una hormona dada, el anticuerpo secundario correspondiente (anti-conejo conjugado a FITC) y el
fragmento de anti-conejo F(ab'). Finalmente, las muestras se incubaron con el anticuerpo
secundario especifico para el marcador neuronal solo (anti-ratdon conjugado con Cy5), este

control resulté negativo para la fluorescencia de CyS5.

Un dia después de la tincion, todas las imagenes correspondientes a las muestras de un
mismo experimento fueron adquiridas con un microscopio confocal de barrido laser (Bio-Rad
MRC 1024; Hercules CA), equipado con un laser de kripton/argon (Kr/Ar). El microscopio
confocal utilizado se encontraba montado en un microscopio invertido Nikon (Diaphot 300;
Nikon), para las observaciones se empled un objetivo de inmersion en aceite (60X, 1.4 NA, Plan
" Apo; "N‘ikon). Los parametros de excitacion y emision se emplearon de la siguiente manera:
i‘ei(i::i‘tyac‘:ié‘n, 488 nm, emision 522 nm / DF32, para las imagenes de la tincion con FITC y

Xcita 647 nm, emision 680 nm / DF32, para las imagenes de la tincion de Cy5. La apertura

del:iris, 'ganancia y potencia del laser permanecieron fijos para el mismo cultivo, siendo de 2.5 a
12.7,98'a 1500 y 1 a 3%, respectivamente. Las imagenes con luz de excitacion a 488 y 647 nm se

tomaron separadamente o concurrentemente con la ayuda del programa Lasersharp 1.02 (Bio-
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“Racvl).‘,El‘ "‘}nrélisis y procesamiento se llevd a cabo con el programa Confocal Assistant 4.02

‘escrito por Todd Clark Breile.

Para cada experimento se tomaron y analizaron aproximadamente 9000 células en 4-5
cubréobjetos, enumerando en cada uno de ellos las células no marcadas, las positivas a NF68, las
" positivas a la hormona adenohipofisiaria y las dobles positivas (hormona y NF68). Los

‘ ‘resultados que se reportan se expresaron como el porcentaje de células doble positivas para NF68

.y hormona del total de células identificadas como positivas para una hormona adenohipofisiaria
“dada. ‘Este porcentaje se determin6 dividiendo las células inmunopositivas para NF68 y una
:hormona adenohipofisiaria entre el numero total de células que expresaron la misma hormona

e - hipofisiaria.

o Western blot

Los experimentos de Western Blot se realizaron en el laboratorio del Dr. Alejandro

Zehte]la en el Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, para corroborar los resultados obtenidos
““con otras técnicas y observar si existia alguna diferencia entre los neurofilamentos de las células
B adenohipofisiarias y las células de ganglio simpatico, esta técnica se empleo dado que permite
medir la proteina total de neurofilamentos en la glandula y el ganglio. Las adenohipofisis (sin
pars intermedia) de ratas hembras de 60 dias de edad en diferentes fase del ciclo estral (proestro,
estro y diestro), de ratas macho de 60 dias y de ratas con 7 dias posparto, fueron disectadas y
”Iava‘da‘s‘”én PBS frio, los pedazos de tejido fueron homogeneizados en una solucion de Tris HCL
SOva,y»O.‘S% de triton X100 con inhibidores de enzimas (leuopeptina 10 ug/ml, apropina 1.5
pg/ml y fenil-metil-sulfonil-floride, PMSF 1 mM). La cantidad de proteina en las muestras se

‘cuantificé utilizando el método Bradford.

Una vez obtenida la cantidad de proteina por muestra y con el fin de separar las proteinas
de acuerdo a su peso molecular se utilizaron geles de 0.7 o 1.5 mm de grosor, con una
concentracion de acrilamida/bisacrilamida al 4% en el concentrador y al 8% en la parte
resolvedora (concentracidon Optima para la separacion de los pesos moleculares de

neurofilamentos, definida experimentalmente una vez que se probaron geles de 6, 7 y 7.5%).
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Después de realizar varias pruebas de expresion y deteccion para los western blots se determiné
utilizar la cantidad de 300 pug de proteina total para las muestras de adenohipofisis y 40 ug de

proteina total para las de ganglio simpatico (control positivo).

Para realizar la electroforesis, la cantidad de homogenado correspondiente a 300 y 40 pg
de proteina total y el marcador de peso molecular se mezclaron con una solucién de 3-mercapto
etanol y azul de bromofenol, posteriormente estas muestras se calentaron por 10 minutos y se
colocaron en cada uno de los pozos del gel. Los geles se corrieron durante 2 horasa 20 V y por 6
horas a 40 V, una vez terminado este proceso, los geles fueron electro transferidos a una
membrana de nitrocelulosa (Osmonics, Westborough MA) durante toda la noche a 25 V con

corriente constante, esta membrana posteriormente fue inmunoteiiida.

Para la inmunotinciéon de las membranas de nitrocelulosa, primero se bloqueo durante 1 h
con una solucién de bloqueo (leche al 5% en Buffer TBS-Tween; Tris 20 mM, NaCl 150 mM pH
7.5, 1% tween), posteriormente se enjuagaron y se incubaron durante 2 horas con el anticuerpo
primario anti-NF68 o anti-NF200 (1:100) diluido en TBS-tween-albumina 1%, después de la
incubacién se realizaron 5 lavados con la solucion de bloqueo y se incubd con el anticuerpo
secundario anti-ratén conjugado con fosfatasa alcalina (1:10000) diluido en TBS-tween-
albimina 1%. Después de lavar con la solucién de bloqueo y una vez enjuagada la membrana
con TBS, se incubd durante 10 minutos con una solucién de revelado quimioluminiscente (Bio-
Rad) y finalmente la membrana se expuso por diferentes tiempos a una placa fotografica (Kodax

X-omat) que se revelo.

Con el fin de observar el total de proteina de los geles SDS-page que no se electro
transfirieron y de corroborar la completa transferencia a las membranas de nitrocelulosa, los
geles fueron fijados por 5 min con una solucién de 40% metanol y 10% acido acético y después
tefidos con Coomassi azul durante toda la noche, para posteriormente ser lavados con una

solucion de 5% metanol 7% acido acético.
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RESULTADOS

Empezamos nuestro estudio examinando la inmunofluorescencia especifica de los
neurofilamentos de 68 kDa (INF68) en cultivos primarios de células adenohipofisiarias de rata
hembra adulta (60 dias de edad). La microscopia de fluorescencia mostré que la fluorescencia de
estas células tenia un continuo de intensidades, mismos que decidimos dividir en tres grupos de
la siguiente manera: el primer grupo esta compuesto de células con una fluorescencia muy baja
(menos de 25 unidades arbitrarias; u.a.). Dado que este nivel de fluorescencia es similar al
observado en los controles negativos (células CHO que fueron procesadas al mismo tiempo, ver
figura 7 y el histograma de distribucion en la figura 8), estas células fueron clasificadas como sin
expresié (SE). Un segundo grupo de células, que mostré baja inmunoreactividad para NF68
‘ (25 100 u. a) fue clasificado como células con bajo nivel de expresion (BE). Finalmente, el tercer

mdependlentes El 51.3% de las células pertenecio al grupo SE, el 36.8% al BE y el 10.1% al
'AE ,Cu‘ ndo :se: efectud la inmunotincion de cultivos adenohipofisiarios para otros marcadores

_v‘rAleuronales como NF200 y MAP-2, el patréon de inmunofluorescencia obtenido fue similar al de

.NF68 (ﬁg 9) y de igual manera se encontraron células con los tres niveles de expresion (SE, BE

y AE). Estos resultados sugieren que la subpoblacion de células adenohipofisiarias que expresa
NF68 podria estar expresando otros marcadores neuronales especificos (20, 22). Sin embargo,
para poder afirmar que la misma subpoblacion expresa los tres marcadores, se requeririan
estudios de inmunomarcaje multiple. Para evitar redundancia, los resultados que se muestran

aqui se refieren exclusivamente a lo obtenido para los neurofilamentos de 68 kDa.

29



Fig. 7. Dcterminacion de la expresion de ncurofilamentos de 68 kDa (NF68) cmplcando microscopia de
fluorescencia digital. A: Inmunofluorescencia de NF68 cn células CHO, utilizadas como control negativo.
A1: micrografia dc contrastc dc fase A2: imagen dc cpifluorescencia del mismo campo, mostrando la nula
inmunorcactividad dc las c¢lulas CHO. B: imagen de epifluorescencia de un cultivo de neuronas de
ganglio simpatico dc rata, utilizadas como controlcs positivos. C: inmunotincion de NF68 cn células
adcnohipofisiarias cn cultivo. Las células sc obtuvieron de ratas hembras de 60 dias de edad. La figura
tlustra cjemplos de células sin cxpresion dec NF (SE), con baja expresion (BE) y de alta expresion (AE;
para las dcfiniciones, ver el texto). El circulo blanco (5.0 pm de diametro) ilustra el arca de interés de la
cual sc tom¢ la fluorescencia promedio. El ticmpo dc exposicion cs ¢l mismo para todas las imagencs
(250 ms). Las barras horizontales cn cada panel represcntan 20 um,
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Fig. 8. Histograma dec frccuencia que mucstra la distribucion de las intensidades de inmunofluorescencia
especifica de NF68. Los datos resultaron de la agrupacion de tres cultivos independientes para cada
condicion. A: Distribucién normalizada de la intensidad de fluorescencia de células adenohipofisiarias de
rata hembra de 60 dias dc cdad. B: Distribucién normalizada dc la fluorescencia de células CHO. C:
Distribuciéon normalizada de la fluorescencia de neuronas de ganglio simpatico en cultivo. En cada pancl
se indica: la fluorescencia especifica media, error estandar y cl niamero de células examinadas. Sec indican
también cn la figura 3A los rangos que comprende cada catcgoria de fluorescencia: células sin expresion
(SE), dec baja cxpresion (BE) y de alta expresion (AE).
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Fig. 9. Determinacion de la expresion de neurofilamentos de 200 kDa (NF200) y MAP-2 empleando
microscopia de fluorescencia digital. A: Distribucion normalizada de la intensidad de fluorescencia de
NF200 cn células adcnohipofisiarias dc rata hembra de 60 dias dc cdad, sc mucstra la fluorcscencia
cspecifica media, error estandar y ¢l nimero de células examinadas. B: inmunotincion de NF200 en
cclulas adenohipofisiarias c¢n cultivo. C: inmunotincion de MAP-2 c¢n células adenohipofisiarias cn
cultivo. Para A, B y C, las células se obtuvicron de ratas hembras de 60 dias de edad. Las figuras By C
ilustran cjemplos de células sin cxpresion (SE), con baja cxpresion (BE) y con alta cxpresion (AE; para
las definiciones, ver ¢l texto).
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Aunque estudlos previos han demostrado que las células adenohipofisiarias en cultivo
e manuenen sf‘ dlferencnamon funcional por semanas y aun hasta meses (23), se podria pensar que
”la smtesxs de marcadores neuronales en las células adenohipofisiarias es el reflejo de una
condlcnon anomala producida por la disociacion del tejido o las condiciones de cultivo. A este
respecto, cabe mencionar que se ha reportado que células como las cromafines, que no expresan
neurofilamentos in sifu lo hacen bajo condiciones de cultivo (23-25). Para eliminar esta
posibilidad se efectud la inmunotincion de NF68 en cortes hipofisiarios de 5 um de grosor (ver
los métodos). Como se muestra en la figura 10, la microscopia de fluorescencia mostro la
presencia de células positivas y negativas a NF68 en el 16bulo anterior de la glandula. En los
cortes de tejido la intensidad de la inmunofluorescencia de NF68 es mas dificil de cuantificar que
en células en cultivo, debido al seccionamiento parcial de las células y de la variacion en la
fluorescencia por las diferencias en el plano focal. Sin embargo, como se muestra en la figura 10
se pudo comprobar que en el lobulo anterior de la hipofisis se distingue claramente una
poblacion de células que expresa NF68 y otra que no lo hace. Ademas, se puede observar que la
distribucion de las células que expresan NF68 en la glandula es heterogénea (comparar la figura
10C, 10D y 10E). En tres de sicte glandulas procesadas y cortadas para inmunofluorescencia, las
células positivas a NF68 se encontraron concentradas en zonas bien definidas de la
adenohipofisis. El diagrama de la figura 10 muestra la posicion de una de estas zonas y la

micrografia de la figura 10 muestra detalles de esta area.
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Fig. 10. Inmunofluorcscencia dc NF68 cn rcbanadas de 5 um de grosor de adenohipofisis de rata hcmbra
dc 60 dias dc edad. A: Imagen compuesta dc las imagencs de contrastc de fase obtenidas a baja
amplificacion (10x). B: Imagenes de fluorcscencia dc los mismos campos que cn A. Notese la
distribucion hcterogénea de las células positivas y ncgativas a NF68 cn la glandula. C: Detalle de una
region de la glandula con pocas células positivas a NF68. D: Dctalle dc una region de la glandula con
modcrada abundancia de células positivas a NF68. E: Dectalle de una region de la glandula con numerosas
células positivas a NF68. El diagrama cn la partc supcrior izquicrda ilustra ¢l contorno dc la posiciéon cn
la glandula dcl area que se muestra en A y B. a: adenohipdfisis; n: neurohipofisis. La exposicion de la
camara fue de 250 ms para B, C, Dy E, y dc 100 ms para A. En A y B la barra representa 200 pm. En C,
D, y E la barra representa 50 um.
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. La ?,c:c_)ric':lru'sic')n de estas observaciones es que, tanto in situ como in vitro, existe una
“subpoblacion’ de “células adenohipofisiarias que expresan marcadores neuronales y que su

exp‘rcsiréniho es producto del tratamiento de disociacion celular o de las condiciones de cultivo.

; ‘Las células adenohipofisiarias que son positivas a NF68, podrian representar una
poblacion de células inmaduras que conservan rasgos de un posible origen neuroectodérmico. Si
este fuera el caso, esta caracteristica deberia expresarse con mayor frecuencia en estadios mas
- tempranos del desarrollo ontogénico. Para explorar esta posibilidad, se llevd a cabo la
inmunotincion de los marcadores neuronales en cultivos primarios de cé€lulas adenohipofisiarias
tanto de ratas hembras recién nacidas, como de ratas con 10, 20 y 45 dias de edad. Los resultados

de estos experimentos se resumen en la tabla 3 y en la figura 11.

En ratas recién nacidas la expresion de NF68 fue nula o muy baja (fluorescencia
especifica media 8.9 £ 0.3 u.a., n = 355), siendo la fluorescencia ligeramente mayor que la de las
células CHO (fluorescencia especifica media 5.6 + 0.3 u.a, n = 332; p < 0.0001). Cabe
mencionar que en los cultivos obtenidos de las ratas de esta edad, no se encontraron células de

los gr_up'o_sﬂc AE o BE (tabla 3). En los cultivos de ratas con 10, 20 y 45 dias la fluorescencia fue

iy : fv}bévljar’»(ﬂiloi'és'éencia especifica media 12.6 £ 0.4 u.a., n=346; 172+ 1 ua.,n=139;y 15.1 £ 2.2

,—137 respectivamente, ver figura 11). En los cultivos de células de ratas hembras de 10y
20 dias, se puede observar (tabla 3) que el porcentaje de células con baja expresion aumenta
llgere}mente, en tanto que en las células adenohipofisiarias de ratas de 45 dias de edad se nota un

‘ inérémento' todavia mayor en el porcentaje de células positivas (3.1%). Sin embargo, las células

e alto nivel de expresion fueron todavia infrecuentes (1.5%, ver figura 11). En contraste, en las

: ,celulas de ratas hembras de 60 dias, la fluorescencia especifica media (figura 8) fue mas elevada

f:(‘{ 4;i 0.8 u.a, n = 2637), mostrando una distribucion en las tres subpoblaciones ya antes
—mengiiqnadas (tabla 3). El porcentaje total de células positivas a NF68 (BE y AE sumados) fue de
; Lé.‘7f/§;':Finélmente, la expresion de NF68 en células de ratas hembras de 90 dias fue similar a la

’ fépért'ada para las células de las ratas de 60 dias (fluorescencia especifica media 33.7 + 2.2 u.a,, n

“=.751). Estos resultados claramente indican que la expresion de marcadores neuronales en las
células adenohipofisiarias se incrementa gradualmente durante el desarrollo ontogénico y llega a

un nivel estable una vez que la rata adquiere la madurez sexual.
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Dias de edad
Nivel de recién nacidas 10 20
expresion de (n=355) (n=346) (n=139)
NF68

AE 0% 0% 0.7%

BE 0% 5.2% 5% ‘

SE . 100% 94.8% 94.3%" . :

* p <0.0001 p < 0.0001 p <0.0001 p<0.0001 . -

Tabla 3. Porcentaje de células adenohipofisiarias obtenidas de ratas hembras de diferentes cdades (datos de
tres cultivos independientes para cada condicion) divididos scgin el nivel de expresion de NF68. Células
con AE: alta expresion, BE: baja cxpresion y SE: sin expresion (ver figura 6 para los rangos). Las células
adenohipofisiarias fucron procesadas para inmunofluorescencia después de un dia en cultivo en condicioncs
control; los valores de p sc obtuvicron con la prucba cstadistica Kolmogorov-Smirnov y estan reportados
con 99% de intervalo de confianza. Noétese que la expresion de NF68 se incrementa significativamente entre
los 45 y 60 dias dc cdad. * p sc reficre a la comparacion cntre los grupos y las células de rata hembra de 60
dias de cdad.
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Fig. 11. Histograma de frecuencia que muestra la distribucion de la fluorescencia cspecifica de NF68 en
células adenohipofisiarias dc ratas hembras en diferentes cstadios postnatales. A: recién nacidas, B, Cy D
10, 20 y 45 dias dc edad, respectivamente. La inmunofluorescencia cspecifica media, el error estandar y el

nimero de células
agrupados de tres cultivos

cxaminadas se muestran cn cada grafica. Los histogramas estin hechos con datos
independicntes para cada condicion.

Nétese que la expresion de

neurofilamentos cn las cé¢lulas adenohipofisiarias comicnza a apareccr a partir del dia 20 de edad.
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Dlmor_'ﬁsmo sexual en la expresion de NIFG8 en células adenohipofisiarias.
La aparente relacion entre la expresion de marcadores neuronales y el inicio de la
madurez sexual en las ratas hembras nos plante6 la necesidad de examinar si el cambio de
;:expresnon dependiente de la edad también ocurria en células de ratas macho. Contrariamente a lo
observado en las células de rata hembra (p < 0.0001), en las células de ratas macho de 60 dias de
edad el patréon de expresion de NF68 es homogéneo y bajo (fluorescencia especifica media 22.6
i 1.2 u.a., n = 383) pero significativamente mayor del observado en las células de ratas hembras
de 45 dias de edad (p < 0.0001), siendo el porcentaje de células positivas a neurofilamentos (BE
y AE) de 23.8% (tabla 6). En la figura 12 se muestra la comparacion de los histogramas de
distribucién de la inmunotincion de NF68 en células adenohipofisiarias de ratas macho y ratas
hembras de la misma edad. Se pueden observar claramente las diferencias encontradas en el

patron de distribucion de la expresion de neurofilamentos.

Estos resultados sugieren que 1) la expresion de los marcadores neuronales en las células
adenohipofisiarias es sexwalmente dimorfica (véase dimorfismo sexual, anexo 1), y 2) que
probablemente las hormonas gonadales femeninas estan involucradas en la regulacion de esta
expresion, siendo los candidatos obvios los estrogenos y/o factores liberados por los ovarios, el

hipotalamo o la hipofisis en respuesta a éstos.
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Fig. 12. Comparacion dc los histogramas dc frecuencia de la fluorescencia especifica de NF68 en células
adcnohipofisiarias dc ratas hembras y macho de la misma edad (60 dias). Datos agrupados de tres cultivos
indcpendicntes. El histograma dec columnas negras corresponde a la distribucion de fluorescencia de NF68
cn células adenohipofisiarias dc ratas macho. La linca continua represcnta ¢l histograma dc distribucion
dc fluorescencia de NF68 cn células adenohipofisiarias de ratas hembras. Sc indica: la fluorescencia
especifica media, error estandar y ¢l nimero de células examinadas. Sc indican también los rangos que
comprende cada categoria de fluorcscencia: células sin expresion (SE), de baja expresion (BE) y de alta
expresion (AE).
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I)gﬂuénci}dﬁdeil ciclo estral en la expresion de NIFF68.

‘Es bien conocido que las concentraciones plasmaticas de estroOgenos presentan
variaciones durante el ciclo estral (57 y 58), por lo que nos preguntamos si los diferentes niveles
estrogénicos en estas condiciones fisioldgicas podrian afectar la expresion de neurofilamentos.
Para ello, analizamos tres estados del ciclo estral: proestro, estro y diestro, en donde el pico
méximo de estradiol se produce en la noche del proestro, antes del inicio del estro y disminuye
paulatinamente durante el estro, el diestro 1 y 2 hasta volver a subir lentamente durante el
proesro (para mas detalles ver en la discusion la grafica 21). Los resultados mostraron
diferencias significativas entre las tres fases (p < 0.0001 en todos los casos). La expresion
maxima de neurofilamentos se observo en el estro (fluorescencia especifica media 63.4 + 1.1
u.a.,, n = 3704) y el minimo en el proestro (fluorescencia especifica media 31.1 £ 0.7 u.a., n =
4772), siendo de un nivel intermedio en el caso del diestro (fluorescencia especifica media 45.6
+ 0.9 u.a, n = 3943). Como se muestra en la tabla 4, el porcentaje de células AE disminuye de
- 19, 6% en el estro a 12.3% en el diestro a 8% en el proestro. De igual forma, la proporcion de

con BE disminuye gradualmente de 52.6% en estro a 45.8% en diestro y a 18.5% en el

Fase del ciclo estral
Nivel de expresion de Diestro Proestro Estro
NFé68 (n=3493) (n=4772) (n=3704)
AE 12.3% 8% 19.6%
BE 45.8% 18.5% 52.6%
SE 41.9% 73.5% ’ 27.8%

Tabla 4. Porcentaje dec células adenohipofisiarias obtenidas dc ratas hembrass de 60 dias de edad, en
diferentes fases del ciclo estral (datos de tres cultivos independientes para cada condicion) divididos
scgun ¢l nivel de cxpresion de NF68. Células con AE: alta cxpresion, BE: baja cxpresion y SE: sin
expresion (ver figura 6 para los rangos). Las células adenohipofisiarias fueron procesadas para
inmunofluorescencia después de un dia en cultivo en condiciones control. S¢ observaron diferencias
significativas cntre las tres fascs (p < 0.0001 cn todos los casos).
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: adenohnpoﬁsns se encuentra elb efecto positivo y negativo sobre la secrecion de gonadotropinas y

: 1fen la sensxbllldad le los tlrotropos a TRH (27 y 28). Los estrogenos estimulan la sintesis,
. :almacenamxento y llberamon de prolactina asi como la division celular de los lactotropos (29).
Con el prop051to de explorar la participacion de los estrogenos en la expresion de los

. neurofilamentos, se ovariectomizaron ratas hembras de 60 dias de edad y 14 dias después de la
operécién se analizé la expresion de NF68 en las células adenohipofisiarias, El grupo que se
tomoé como control fueron células adenohipofisiarias de ratas hembras de 60 dias a las cuales se

les realizé el mismo procedimiento quirurgico, pero sin remover los ovarios.

: La ovariectomia (OVX) produjo una disminucién significativa del nivel de expresion de
:los.neurofilamentos (fluorescencia especifica media 20.9 *+ 0.5 u.a., n = 1977) en comparacion
4 ‘con las células de ratas intactas o que fueron operadas pero sin'la remocién de los ovarios

'~(ﬂuore‘s‘cencia especifica media 40.4 + 0.8 u.a., n = 2637 'y 45 £ 18 au, n = 554,

respectivamente; p < 0.0001 en ambos casds) ;Si‘nfémbargo las células de alta expresion que son
muy raras en el macho (1.6%) y en las hembras de 45 dias (1.5%) aiun permanecieron en el caso
de las ratas hembras con 14 dias de ovanectomxa (2.2%). Los resultados de estos experimentos

se resumen en la tabla 5.

“Un procedmnento mas radlcal que la ovariectomia y que generalmente se utiliza para

'ehmmar la ﬁmcxon estrogemca sin afectar las secreciones ovaricas, es la administracion de

drogas ntl estrogemcas como el tamoxifén. Esta es una droga que se une competitivamente al

re' epto' /de estrogeno (19 y 30) y tiene una potente funcion anti-estrogénica en el tejido mamario

una debll accion estrogénica en el endometrio uterino (30 y 31). El tamoxifén fue administrado
por vna oral (ver métodos) a un grupo de ratas hembras de 60 dias de edad durante 15 dias

: consecutlvos Para los controles se utilizaron ratas hembras de 60 dias a las cuales se les

. "admmlstro la misma cantidad de agua que a las ratas tratadas.
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La inmunotincion de neurofilamentos de las células adenohipofisiarias de ratas tratadas
con tamoxifén fue significativamente menor que la observada en las células de ratas
ovariectomizadas, de los controles del tratamiento y de las ratas hembras de 60 dias
(fluorescencia especifica media para el grupo tratado con tamoxifén 6.1 £ 0.4 u.a, n=710; p <
0.0001 para todo los casos). Como se abordara con mas amplitud en la discusion, una posible
explicacion de la menor inmunofluorescencia detectada en las células de ratas ovariectomizadas
en comparacion con las células de ratas tratadas con tamoxifén, es que en el primer caso los
estrogenos circulantes no desaparecen completamente de la circulacion (32), probablemente

debido a la liberacion de estrogenos de fuentes extra ovaricas (33 y 34).

La expresion de NF68 después del tratamiento con tamoxifén fue menor que el observado
en las células de ratas macho adultas (p < 0.0001), e incluso por debajo de la observada en las
ratas recién nacidas (p < 0.0001). Los resultados obtenidos para el tratamiento de tamoxifén
apoyan la hipétesis de que la disminucion de la expresion de NF68 en las ratas ovariectomizadas
es resultado de la produccion insuficiente de estrogenos mas que de otros factores ovaricos

(proteinas y péptidos; 35). Los resultados de estos experimentos se resumen en la tabla 5.

Nivel de Hembra Macho 60 Operacién OovX Tamoxifén OVX-+vehiculo OVX+178

expresion de 60 dias dias control (n=1977) (n=710) (n=917) estradiol
NF68 (n=2637) (n=383) (n=554) (®=511)

AE 10.1% 1.6% 11.9% 2.2% 0% 2.3% 1.8%

BE 38.6% 22.2% 42.8% 18.2% 4.7% 24.1% 62.4%
SE 51.3% 76.2% 45.3% 79.6% 95.3% 73.6% 29.8%

* - p < 0.0001 p =0.0031 p < 0.0001 p <0.0001 p <0.0001 p <0.0001

*w p <0.0001 - p <0.0001 | p<0.0001 | p<0.0001 p = 0.0003 p <0.0001

Tabla 5. Porcentaje de células adenohipofisiarias en las tres catcgorias de cxpresion de NF, obtenidas de ratas

hembras de 60 dias de edad, ratas macho y hembra de 60 dias de cdad: opcradas control, 14 dias después de
ovaricctomizadas (OVX), tratadas con tamoxifén por 4 dias, OVX inycctadas con vchiculo por 4 dias y OVX con

inycccion de 20 ug/100 gr de 17 B-estradiol. Los datos son de tres cultivos independientes para cada condicidn.
Las células adcnohipofisiarias fucron procesadas para inmunofluorescencia después de un dia cn cuitivo cn
condiciones control. Los valores de p sec obtuvicron con la prucba cstadistica Kolmogorov-Smimov y estin
reportados con 99% de intervalo de confianza. * p sc reficre a la comparacion entre los grupos y las células de rata
hembra de 60 dias de edad y ** p se refiere a la comparacion entre los grupos vy las células de rata macho de 60 dias

de edad.
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Influencia de la restitucion de estradiol en ratas ovariectomizadas sobre la expresion de NF68.

Para corroborar la hipétesis anteriormente mencionada, durante 4 dias se inyecto
“"subcutaneamente 20 ug por cada 100 gr de peso de 17 B-estradiol a un grupo de ratas hembras de
60 dias de edad luego de 15 dias de OVX. Al cuantificar la expresion de NF68 en las células
adenohipofisiarias de estas ratas, se observé un aumento considerable (fluorescencia especifica
media 47.8 + 1.6 u.a.,, n = 511), en comparacion con la expresion encontrada en células de ratas
OVX inyectadas solo con el vehiculo o OVX sin inyecciones (fluorescencia especifica media
23.7 £ 0.7 u.a.,, n =917 y 20.9 + 0.5 u.a.,, n = 1977, respectivamente; p < 0.0001 para todos los
casos) y, a pesar de que el porcentaje de células con AE sigue siendo mas bajo que el observado
en las células de ratas hembras de 60 dias (probablemente debido a la concentracion final de
estradiol alcanzada), las células con expresion (AE + BE) se encuentran en mayor proporcion
que la registrada en las células de ratas hembras de 60 dias (70.2% y 48.7% respectivamente). El
efecto de este tratamiento sobre la proporcion de células SE, BE y AE se encuentra resumido en

la tabla §.

En conjunto, estos resultados sugieren fuertemente que el nivel de expresion de NF68 en
las células hipofisiarias esta afectado por la concentracion plasmatica de estradiol y que estos

efectos estan mediados por los receptores estrogénicos.

Lfectos de la castracion y el tratamiento estrogénico en la expresion de NF68.

Como se mostré anteriormente, la expresion de neurofilamentos es baja en los machos

_ (fluorescencia especifica media 22.6 + 1.2 u.a.). Después de la orquidectomia o de la operacion
-control, la expresion de NF68 aumento significativamente. La inmunoreactividad de NF68 fue

elevada en ambos grupos (fluorescencia especifica media para castradas 42.6 £ 0.8 u.a, n = 636

y para las operadas control 40.2 + 0.8 u.a., n = 438). La razon del aumento en la expresion de

NF68 en las células de ratas macho operadas control se desconoce (ver discusiones). No

obstante, cuando un grupo de ratas macho castradas fue inyectado con 17 B-estradiol, utilizando

el mismo protocolo que para las OVX (ver métodos), se detectd un incremento ain mayor en la

expresion de neurofilamentos (fluorescencia especifica media 45.9 + 0.9 u.a., n = 680). Esta
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diferencia es significativa cuando se compara con las células de ratas operadas control y las
castradas inyectadas con el vehiculo (p = 0.0004 y p < 0.0001, respectivamente). En este caso, la
expresion de NF68 incluso excedié a la observada en ratas hembras de 60 dias de edad (p <

0.0001).

Estos resultados (resumidos en la tabla 6) permiten concluir que: 1) la deficiencia de
androgenos por si misma no influye significativamente la expresiéon de NF68 en las células
adenohipofisiarias y 2) las células adenohipofisiarias de macho tienen la capacidad para
aumentar la expresion de neurofilamentos en respuesta a los niveles elevados de estrogenos

circulantes.

Nivel de Macho 60 Operacién Orquidectomia Orquidectomia + Orquidectomia +
expresién de dias control (n=636) vehiculo 17 estradiol
NF68 (n=382) (n=438) (n=834) (n=680)
AE 1.6% 0.9% 1.3% 1.6% 2.4%
BE 22.2% 74.9% 85.3% 77.5% 84.6%
SE 76.2% 24.2% 13.4% 20.9% 13%
R -p <0.0001 p <0.0001 p < 0.0001 p <0.0001 : p <0.0001
*x p <0.0001 - p = 0.0025 p <0.0001 p = 0.0004

Tabla 6. Porcentaje de células adenohipofisiarias en las tres categorias de expresion de NF, obtenidas de ratas
macho de 60 dias d¢ edad y machos de 60 dias dec edad: operadas control, 14 dias después de
orquidectomizadas, orquidectomizadas inyectadas con vchiculo por 4 dias y orquidectomizadas con inyeccion
dc 20 pg/100 gr de 17 B-cstradiol. Los datos son de tres cultivos independientes para cada condicion. Las
células adenohipofisiarias fucron procesadas para inmunofluorescencia después de un dia en cultivo cn
condiciones control. Los valores de p sc obtuvicron con la prueba estadistica Kolmogorov-Smimov y estan
reportados con 99% de intervalo de confianza. * p sc refiere a la comparacion entre los grupos y las células
de rata hembra de 60 dias dc cdad y ** p sc reficre a la comparacion cntre los grupos y las células de rata
macho de 60 dias dc edad.
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Efecto del 17 B-estradiol en la expresion de NF68 en células adenohipofisiarias en

cultivo.

Con el fin de comprobar si el efecto del estradiol demostrado in vivo se produce de
-manera directa en las células de la adenohipofisis in vitro, se evalué la expresion de
neurofilamentos de células adenohipofisiarias tratadas en cultivo con 17 B-estradiol durante 6
dias consecutivos. En la figura 13 se observa la distribucion de fluorescencia de la expresion de
neurofilamentos de 68 kDa en un cultivo representativo de células adenohipofisiarias de rata
hembra de 60 dias de edad, la expresion de neurofilamentos decae paulatinamente a partir de los
primeros dias de cultivo (fluorescencia especifica media 58.6 + 4 uv.a.,, n = 162, 13A), siendo
significativamente menor (p < 0.0001) a los 6 dias en cultivo (fluorescencia especifica media
17.8 £ 0.6 u.a.,, n = 205, 13B). La expresion continiia decayendo hasta ser muy baja o nula a los
12 dias de cultivo (fluorescencia especifica media 14.8 + 0.8 u.a., n = 86, 13C). La adicion en el
cultivo de 200 nM de 17 B-estradiol no modificé ni previno esta perdida en la expresion
“(fluorescencia especifica media 10.2 + 0.8 u.a., n = 132, 13D). Estos resultados sugieren (aunque
no de manera determinante) que la forma en que el estradiol regula la expresion de
neurofilamentos (demostrada in vivo) es indirecta, de forma que esta podria actuar ya sea a través

del hipotalamo o regulando otros factores adenchipofisiarios.
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Fig. 13. Histograma dc frecucncia que muestra la distribucion de la fluorescencia especifica de NF68 en
células adenohipofisiarias de ratas hembras con diferentes dias en cultivo. A: 1 dia en cultivo, B: 6 dias en
cultivo, C: 12 dias e¢n cultivo y D: 6 dias en cultivo con 200 nM de 17 B-estradiol. La
inmunofluorescencia cspecifica media, el error cstandar y ¢l niimero de células cxaminadas se muestran
cn cada pancl. Los histogramas estan hechos con datos agrupados de dos cultivos independientes para
cada condicion. Nétese que la expresion de ncurofilamentos en las células adenohipofisiarias comicnza a
decaer a partir de sexto dia cn cultivo.
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Influencia del embarazo y la lactancia sobre la expresion de neurofilamentos.

El periodo de embarazo en la rata es de 21 a 22 dias. Durante este tiempo, tres hormonas
cambian drasticamente sus niveles, las hormonas oviricas esteroideas (progesterona y
estrogenos) y la prolactina. La mayor parte del tiempo, la progesterona se mantiene alta, pero los
niveles bajan bruscamente en el dia 19. Los estrogenos y la PRL presentan, por el contrario
niveles bajos durante la mayor parte del embarazo y aumentan justo antes del final del mismo, a
partir del dia 16 con un maximo en el dia del parto (fig. 14; 36 y 37). Después del parto, el
periodo de lactancia dura de 22 a 23 dias. Durante este tiempo las ratas mantienen hasta 2 dias
después del parto las concentraciones de estradiol alcanzadas en la tltima fase del embarazo. A
los 7 dias posparto, la concentracion media de estradiol es un poco alta, pero no es

significativamente diferente de la que se encuentra en ratas hembras virgenes (fig. 14; 36 y 37).
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Fig. 14. Concentracioén plasmatica media, de 17 B-cstradiol en A: ratas virgencs (V)y a los 8,12, 16 y 22
dias de cmbarazo; B: ratas virgenes (V) y a los 2, 7 y 10 dias posparto. Tomado de cita 37
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Como se observa en la figura 14, al final del embarazo y principio del posparto las
concentraciones séricas de estradiol son altas como en el proestro. Sin embargo, el periodo de
tiempo durante el cual estas concentraciones se mantienen es mayor en comparacion al proestro.
Con el fin de analizar el efecto que un periodo largo (de 2 a 4 dias) de estradiol elevado podria
tener en la expresion de neurofilamentos, decidimos examinar la expresion de NF en células
adenohipofisiarias de ratas hembras con 15 y 21 dias de embarazo y con diferente nimero de
dias posparto. En las células de ratas con 15 y 21 dias de embarazo la expresion de
neurofilamentos fue baja (fluorescencia especifica media 32.8 + 1u.a.,, n=722y22.7 +0.7u.a,,
n = 2223 respectivamente), en ambos casos significativamente (p < 0.0001) menor a la de las
células de ratas hembras de 60 dias en estro o diestro. En contraste, en las células de ratas con 7
dias posparto la expresion (fluorescencia especifica media 61.5 £ 0.8 u.a.,, n = 3052) fue
significativamente (p < 0.0001) mayor en comparacion con las ratas embarazadas. Este aumento
en la expresion de neurofilamentos disminuye gradualmente conforme pasan los dias posparto (a
los 10 dias posparto la fluorescencia especifica media es de 54.7 + 1 u.a., n = 1598 y a los 14
dias la fluorescencia especifica media 55.7 + 1.3 u.a., n = 1452), hasta los 21 dias posparto
(fluorescencia especifica media 45.7 + 0.8 u.a.; n = 1247), en donde la expresion de NF68 es
ligeramente mayor que la observada en las células adenohipofisiarias de rata hembra de 60 dias
en diestro pero menor a la observada en células de rata hembra en estro. Los resultados de la
expresion de NF68 en células adenohipofisiarias de ratas embarazadas y en posparto se muestran

en la tabla 7.
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* Dias
posparto

Y 10 14 =21

Nivel de Embarazo 15 e :
- n=3052) | (n=1598) (n=1452)- (n—1247)

expresion de (n=722):
NF68 L :
AE 3.3% 217.8% 12.4% 13% 3 6%
BE - 41:4%; 5 673% 72.2% 67% . |- 72.2%
SE -1i55:3%: :414,9% - 15.4% 20% -22.2%

* oo p20.0001 - 'p < 0.0001 5] pi< 0.0001 p < 0.0001 p < 0.0001 p <0.0001

Tabla 7. Porcentajc de expresion de NF68 cn células adenohipofisiarias obtenidas dc ratas hembras: con
15,-y 21 dias dc cmbarazo y con 7, 10, 14 y 21 dias posparto. Los datos son dc tres cuitivos
“independientes para cada condicion. Las cclulas adenohipofisiarias fucron procesadas para
inmunofluorescencia despuds de un dia cn cultivo en condiciones control; los valores de p sc obtuvicron
con la prucba estadistica Kolmogorov-Smirmov y cstin rcportados con 99% de intervalo de confianza. *
p sc refiere a la comparacion cntre los grupos y las células de rata hembra de 60 dias de edad.

Estos resultados, junto con los de la expresion de neurofilamentos determinada durante
el ciclo estral sugieren que el aumento en la expresion de neurofilamentos se produce con un
cierto retraso después.de que ocurre el pico maximo de estradiol plasmatico (proestro-y final del
embarazo), ademas de qije no se ve modificada con la duracion de la elevada concentracion de

estradiol y comienza a disminuir paulatinamente.

Identificacion ‘de las poblaciones de células adenohipofisiarias que expresan

neurofilamentos.

Un*® asp'e'cto crucial de este trabajo fue identificar que tipo o tipos celulares
4adenoh1poﬁsxanos -expresan neurofilamentos. Para identificar la poblacion de células con

) fexpresnon de NF68 se realizaron inmunotinciones dobles para neurofilamentos y para cuatro de
,flas cmco dlferentes hormonas secretadas por los diferentes tipos celulares adenohipofisiarios.
Estos vguatro tipos celulares representan cerca el 90% del total de la poblacién endocrina
' il_ip?)fl"fs‘iaﬁa (36). La proporcion de cada tipo celular encontrado en este estudio en adenohipofisis

.de ratas hembras sexualmente maduras, fue de la siguiente manera: somatotropos 30.6%,

: Iéctbtropos 45.7%, gonadotropos 7.6% y tirotropos 8.1%. En general estos porcentajes

corresponden a los reportados por otros autores tomando en cuenta las diferencias entre los
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:éstudiosv;‘(2;j"35_ y36)y las variaciones relacionadas con las fases del ciclo estral (2). Como se
'iiuétra e‘n'la"ﬁ'gura 15, las células doblemente positivas se identificaron en cada uno de los cuatro
fenotipc;s celulares. Cada poblacion celular tiene patrones especificos de inmunotincién. En la
figura 15B y 15C, que corresponden a imagenes confocales de un tirotropo y un gonadotropo
respectivamente, se observa que la distribucion de NF68 y LH o TSH esta distribuida
diferencialmente en el citoplasma de las células y en algunos casos parece no co-localizarse en la
misma region. Como se resume en la tabla 8, en los cultivos adenohipofisiarios de ratas
sexualmente maduras, las células NF68 positivas correspondieron al 11.7% =+ 2 de los
somatotropos (n = 279), 20.2% + 3 de los lactotropos (n = 537), 12.6% =+ 8 de los gonadotropos
(n = 47) y 33.1% = 8 de los tirotropos (n = 229). En cambio, en las ratas hembras con 7 dias
posparto la proporcién de cada tipo celular fue del 30.9% de somatotropos, 41.6% de los
lactotropos , 6.6% de los gonadotropos y 9.8% de los tirotropos. Las células NF68 positivas
correspondieron a 8.6% =+ 4 de los somatotropos (n = 267), 18.7% = 3 de los lactotropos (n =

760), 4.9% * 1 de los gonadotropos (n = 32) y 56.9% = 8 de los tirotropos (n = 459) (tabla 8).
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Fig. 15. Identificacion dc los subtipos de células adenohipofisiarias que expresan NF68. La doble inmunotincion de
NF68 y GH, LH, TSH o PRL sc rcaliz6 cn células adcnohipofisiarias de ratas hembras de 60 dias dc cdad,
mantenidas un dia en cultivo en condicioncs control. Las imdigencs de confocal para las mucstras inmunotefiidas
para hormona sc adquiricron con una longitud de excitacion dc 488 nm y dc 647 nm para NF68. La cmision s¢
colecto con un fotomultiplicador cn dos canales separados. En cada cuadro sc muestra cn rojo la inmunoticién
corrcspondicnte a NF68 y en verde la correspondicntce a la hormona adcenohipofisiaria. A: Inmnunotincion dc NF68
y GH; B: NF68 y LH; C: NF68 y TSH; D: NF68 y PRL. Cada poblacién de células adenohipofisiarias muestra una
tincion caracteristica de la hormona y en gencral dificren del patron de tincién de NF68. En las figuras 15A y 15D sc
identifican cuatro tipos cclularcs: Los doblementc negativos (*), Los positivos solo a la hormona (®), los positivos
s6lo a NF68 () y los doblemente positivos (). La barra cn cada pancl representa 20 pm.,
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o Somatotropos | Lactotropos | Gonadotropos Tirotropos

hembra de 60|% poblacion’ . 30.6 45.7 7.6 8.1
dias de edad .

% positivo- a 11,72 202£3 126+8 33.1+8

NF68
hembra con 7% poblacién 30.9 41.6 6.6 ‘ 9.8
dias posparto .

% positivo a 8.6+4 18.7+3 491 56.9+8

NF68

Tabla 8. Proporcion (% poblacién) dec cada tipo celular con respecto al total de la poblacion celular
adenohipofisiaria, encontrado cn este cstudio cn adenohipofisis de ratas hembras sexualmente maduras y
ratas hembras con 7 dias posparto. Proporcion (% positivo a NF) de células positivas a ncurofilamentos
para cada tipo celular cn células de adenohipofisis de ratas hembras sexualmente maduras y ratas hembras
con 7 dias posparto.

Estos resultados indican que la expresion de marcadores neuronales especificos no es
exclusiva de un tipo celular adenohipofisiario, sino que mas bien se manifiesta en un subgrupo
.de cada pc}Blacién celular y que puede variar el porcentaje para cada tipo dependiendo de la
cdr‘l"'l:di'ciéri' ﬁsiolégica del organismo. El posible significado funcional (si hay alguno) de este
subgrﬁpo de células que expresan NFG8 y cuya abundancia esta regulada por el nivel hormonal,

" queda por ser investigado.

Lxpresion de neurofilamentos por Western blot.

Con el fin de corroborar la diferencia en la expresion de neurofilamentos observada en las
células adenohipofisiarias de ratas hembras y machos se decidio utilizar la técnica de Western
blot, como un método que permite observar diferencias en la cantidad de proteina en un

homogenado de tejido completo.
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Como se muestra en la figura 16 en el control positivo (homogenado de ganglio
simpatico) se pudo observar una banda de aproximadamente 69 kDa, mientras que en el

homogenado de adenchipofisis de rata se pueden observar 2 bandas de entre 43 y 69 kDa.

TESIS CON
FALLA DE QRIGEN
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ganglio Adenohipéfisis Adenohipéfisis
Peso Molecular 20pg Rata hembra Rata hembra
(kDa) 60 dias de cdad 60 dias de edad
200pg 300pg

Fig. 16. Western blot de homogenados de ganglio simpatico de rata y adenohipéfisis de ratas hembras de

60 dias de edad.
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Dado que en el homogenado de adenohipéfisis las bandas no tienen el peso molecular
generalmente esperado para los neurofilamentos de bajo peso molecular (60-70 kDa), decidimos
descartar dos posibilidades que podrian producir artefactualmente un corrimiento en las bandas:
la primera de ellas es que una alta concentracion de albumina (aproximadamente 94 kDa),
presente en el medio en donde se colocan las glandulas extraidas antes de homogeneizar el
tejido, estuviese enmascarando o corriendo hacia abajo las bandas correspondientes a 68 kDa y
la segunda es que la alta cantidad de proteina total (300 ug) cargada en cada pozo estuviese
influyendo en la forma de correr de las muestras de adenohipofisis. Para descartar o confirmar la
primera posibilidad, se utilizaron diferentes concentraciones de homogenado de ganglio (5, 20,
30 y 40 pg) mezcladas cada una con 22 mg de albimina diluida y, para la segunda posibilidad se
aplicd en un pozo la misma cantidad de proteina total (300 pg) del control positivo y en otro
pozo una mezcla de 20 um de homogenado de ganglio mas 300 pg de homogenado de

adenohipofisis.

Como se muestra en la figura 17 B las muestras mezcladas con albumina no son
reconocidas por el anticuerpo de NF68. Inicialmente podria pensarse que la electro transferencia
no se llevd a cabo adecuadamente. Sin embrago, al ser revisado el gel de electro transferencia
con azul de Comassi no se encontré ninguna tincion, por lo que probablemente el exceso de
albimina enmascara los sitios de unién del anticuerpo saturando el gel en esos puntos. Este
resultado nos llevé a cambiar el procedimiento de extraccion de las glandulas, y en vez de
colocarlas en medio de cultivo se colocaron en PBS y posteriormente en la solucién de
homogenado, cuando se volvieron ha hacer los geles utilizando esta modificacion las bandas de

neurofilamentos fueron reconocidas en la membrana de nitrocelulosa.

En la figura 18 se observa que en ninguna de las dos aproximaciones para ver la
posibilidad de que la cantidad de proteina cargada corriera hacia abajo las bandas de NF, la
banda correspondiente a los NF68 de ganglio simpatico se vio afectada o vario su posicion de

acuerdo a su peso molecular.

Estos controles indican que en la adenohipofisis de rata los neurofilamentos de bajo peso
molecular tienen un peso molecular mas bajo de 68 kDa, pero retienen su sitio de unién

especifico al anticuerpo en el carboxilo terminal.
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Fig. 17. Western blot de homogenados de ganglio de rata y adcnohipofisis de ratas hembras de 60 dias. Se
muestra en A: la tincion de azul de Coomassi de un gel de agarosa 8%, en el cual los cuatro primeros
carriles (de izquicrda a derccha) corrcsponden a diferentes concentraciones de homogenado de ganglio y
los ultimos cuatro a las mismas concentraciones mezcladas con 22 mg de albamina. B: inmunotincién de
NF68 dc una mcembrana a la cual fuc clectro transferido un gel como ¢l que se ilustra en la figura A.
Como se pucde observar las mucstras que fueron mezcladas con albimina no se observan inmunotefiidas
cn la membrana de nitrocelulosa. Geles de 8% con .7 mm de grosor.
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homogcr]ado ganglio + 300 pg homogeqado adenohipofisis
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Fig. 18. Western blot que mucstra el efecto de la cantidad de protecina cargada en cada pozo en geles de
8% con .7 mm dc grosor. Obsérvese que cl peso molecular dec la banda correspondicnte a 300 pg de
homogenado de ganglio no se ve modificado y que cn cl caso dc la mezcla de 20 ug de homogenado de
ganglio con 300 pg de adenohipdfisis se observan 2 bandas, siendo la de mas bajo peso molecular igual a
la de solo homogenado de adenohipofisis.
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En la figura 19 al comparar los homogenados de adenohipofisis de rata hembra de 60
dias, ratas macho de 60 dias y ratas con 7 dias posparto, se observa que en estas iltimas la

intensidad de la banda correspondiente a NF68 es mas intensa en las dos bandas.

200 — -

97 —

43 —
Peso Molecular Adenohipéfisis Adenohip6fisis Adenohipofisis Ganglio
(kDa) rata macho 60 dias rata hembra 7 dfas rata hembra 60 dias 20ug
300pg Posparto, 7 crias 300ug
300pg

Fig. 19. Western blot con geles de .7 mm de grosor, de homogenados de ratas hembras de 60 dias de
cdad, 7 dias posparto y ratas macho dc 60 dias de edad. Noétesc que ambas bandas son mas intensas en los
homogenados de ratas hembras de 60 dias de edad y con 7 dias posparto.
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PM Ganglio  Adenohipofisis Adenohipofisis Adenohipéfisis Adenohipofisis
simpatico de macho Proestro Diestro Estro

Fig. 20. Western blot en geles con 1.5 mm de grosor, de homogenados de ratas hembras de 60 dias de
cdad cn difercntes dias del ciclo cstral (proestro, estro y dicstro), ratas macho de 60 dias de edad y ganglio
simpatico. Notese que ambas bandas son mas intensas en los homogenados de ratas hembras en estro.
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- Finalmente, en la figura 20 se pueden observar las diferencias encontradas en las bandas
de homogenados de ratas hembras sexualmente madura en las diferentes fases del ciclo estral
(proestro, estro y diestro), en comparacion con ratas macho de 60 dias, en este caso para lograr
una rﬁejor distribucién del homogenado se utilizaron geles de 1.5 mm de grosor. Como se
observa, en los homogenados de adenohipofisis de ratas hembras de 60 dias en estro, las bandas
obtenidas son mucho mas intensas que las de diestro, proestro o del macho. También se puede
observar que al emplear geles mas gruesos las dos bandas correspondientes a NF68 en
adenohipdfisis se separan de mejor manera y se observa una mas cercana a 68 kDa y otra cerca
de los 48.6 kDa.

A pesar de las diferencias en el peso molecular de las bandas de neurofilamentos
adenohipofisiarias, estos resultados tienden a confirmar los hallazgos obtenidos con la
inmunofluorescencia medida a nivel celular. Es decir, que en las ratas sexualmente maduras en
estro la expresion de neurofilamentos es mayor que en las ratas en proestro, diestro y que esta

expresion es sexualmente dimorfica.
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DISCUSION

Expresion de marcadores neuronales en la adenohipdfisis

Como se explica detalladamente en el anexo 2, los neurofilamentos (NFs) son
heteropolimeros compuestos de la combinacion de 2 de los tres polipéptidos fibrilares de
diferente peso molecular 200, 160 y 68 kDa, en algunos casos se pueden encontrar
homopolimeros de 68 kDa. Estos neurofilamentos se consideran especificos de fenotipos
neuronales, aunque se han encontrado en otras células como parancuronas, células
parafoliculares de tiroides y células del sistema endocrino del intestino asi como células de
Sertoli y Leydig (2). Ademas aparecen en células cromafines en condiciones de cultivo (23-25).
La expresién de neurofilamentos en la adenohipofisis ha sido en extremo controversial (8, 11-14,
20 y",38). Sin embargo, como este estudio claramente demuestra, en las ratas existe una
. subpoblacion de células del 16bulo anterior de la glindula que expresa tanto NFs como otros

~ marcadores neuronales (MAP2).

~Los neurofilamentos tienen varios sitios de fosforilacion en el extremo carboxilo y se ha
desqtjito« que cuando se encuentran completamente fosforilados se da el proceso de
» pbli‘niéﬁz‘acirén que forma el filamento de 10 nm. Los anticuerpos empleados en este estudio
,(5h.ti‘Nﬁ§8;~ clon NR4 y anti-NF200, clon RMO-24) reconocen y se unen a las proteinas de NF
' vampl'efémcrﬁte» fosforiladas en el extremo carboxilo terminal, por lo que podemos inferir que la
"rrilﬂ:dbr”cséeﬁciaique detectamos en las células adenohipofisiarias corresponde a la union de los

?-’:7' zﬁriﬁggéfﬁos al estado polimerizado del F1 (39). Esto nos da una idea de que los neurofilamentos

'/ estén interactuando de alguna manera con otros elementos del citoesqueleto como lo hacen en los

. ‘axones neuronales en donde se ha descrito con mayor detalle su funcion (anexo 2).

En el caso de los resultados obtenidos por Western Blot para los homogenados de
adenohipofisis, llama la atencion la presencia de dos bandas de NF68 con un peso molecular

- entre los 43 y 69 kDa (figs. 19 y 20). Sin tener resultados concluyentes que den una explicacion a
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la presencia de dos bandas especificas (dado que el anticuerpo no se une a ningiin otro antigeno)
de los neurofilamentos de bajo peso molecular en la adenohipdfisis, podemos decir que, dado
que el resultado del control positivo (homogenado de ganglio simpatico) no se modificoé con la
presencia de albumina o por la cantidad de proteina utilizada (fig. 17 y 18) el corrimiento en las
bandas no se debe a un factor artefactual de la cantidad de proteina o de las condiciones en que
se corrieron los geles. Esta diferencia de peso molecular observada en las bandas en los geles de
homogenado de adenohipofisis de rata, debe ser producto de que los NF-L sufren algiin cambio
postraduccional que no ocurre en el ganglio (delecion de aminoacidos) o que alternativamente no
estan sujetos a ciertos cambios postraduccionales (glucosilacion en al menos dos y hasta cuatro

sitios; 40), lo que podria modificar el peso molecular de la proteina.

Los NFs de bajo peso molecular tienen 93 amino acidos (a.a.) en el segmento amino, 308
a.a. en la region helical y 142 a.a. en el segmento carboxilo. Se ha reportado (41) que cuando se
producen deleciones en hasta un 43% del carboxilo terminal (61 a.a.), la proteina filamentosa de
aproximadamente 49 kDa conserva los sitios de fosforilacion y mantiene la capacidad de
ensamblaje para formar el heteropolimero y posteriormente el protofilamento (ver anexo 2),
aparentemente sin alterar su funcién en el citoesqueleto. El anticuerpo utilizado en este trabajo
reconoce como ya se menciono, al filamento completamente fosforilado y esta fosforilacion se
produce en el extremo carboxilo (42) antes del posible punto de delecion (a.a. carboxilo 81). Con
los datos que contamos, no podemos dilucidar si los NF68 de las células adenohipofisiarias
sufrieron una delecion o un cambio en el estado de glicosilacion. Sin embargo, lo que si podemos
decir es que en el caso de la adenohipofisis, los neurofilamentos de bajo peso molecular
mantienen sus propiedades de fosforilacion y ensamblaje, no solo porque el anticuerpo empleado
reconoce la proteina de bajo peso molecular fosforilada, sino también porque el anticuerpo para
NF200 (clon RMO-24) reconoce de igual forma el filamento de 200 kDa completamente
fosforilado, lo que significa que estd polimerizado y dado que esta proteina fibrilar no forma
homopolimeros, necesariamente estaria formando un heteropolimero con NF68, aunque
pareciera sin embargo (fig. 9) que la expresion y el porcentaje de células positivas a NF200 es
mayor que para NF68. A pesar de que no en todos los cultivos se observo el mismo porcentaje
de células positivas a NF200, probablemente por las diferencias en las etapas del ciclo estral,

esta diferencia podria deberse a la accesibilidad del antigeno para ser reconocido por el
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‘anticuerpo; ya que la parte carboxilo terminal de la proteina 200 kDa se encuentra mas expuesta

- (veranexo 2). Sin embargo, esta hipétesis necesitaria ser descartada o confirmada.

Habiéndose corroborado por diversos métodos la expresion de neurofilamentos en la
adenohipoéfisis, podria pensarse que ésta es una evidencia que apoya la idea de que una parte de
la adenohipéfisis tiene un origen neuroectodérmico (9, 10). Sin embargo, nuestros datos de
hecho, son inconsistentes con esta interpretacion. En el caso de las células cromafines cuyo
origen neuroectodérmico estd mas claramente establecido y en las células de islotes pancreaticos
que provienen del endodermo, los NFs se expresan en pancreas y glandulas adrenales de
embriones pero no en los animales adultos (3). En contraste, como se muestra en este estudio, la
expresnon de NFs en la adenohipofisis estd ausente en ratas recién nacidas y ratas jovenes,

comenzando a aparecer cuando las ratas se aproximan a la madurez sexual. Pareciera entonces

, que la expresion de neurofilamentos en las células adenohipofisiarias, mas que una reminiscencia
"de origen embrionario, refleja una funcion activa y regulada, que esta sobre todo relacionada
con el desarrollo ligado al inicio de la madurez sexual en las ratas hembras, ya que en las ratas

macho, si bien estdn presentes, los neurofilamentos se expresan en menor cantidad.

Al llegar la madurez sexual algunos de los cambios fisiologicos mas notables son
aquellos relacionados con las hormonas sexuales, sus efectos en diversos 6rganos y el comienzo
de la etapa reproductiva. Estos cambios hormonales marcan algunas de las diferencias entre los
machos y las hembras (ver dimorfismo sexual, anexol), que de cierta forma podrian estar
produciendo el dimorfismo sexual observado en la expresion de los marcadores neuronales en la

adenohipofisis.

En el caso de las ratas hembras, el ciclo reproductor se divide como ya se menciond en:
diestro, fase del ciclo durante la cual la progesterona ejerce una influencia dominante en los
organos accesorios y, la secrecion de estrogenos es el resultado de la interaccion entre las
hormonas gonadotrépicas y el desarrollo del foliculo. El proestro, durante el cual la actividad

secretora del cuerpo luteo declina y los organos reproductores se encuentran bajo la influencia de
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los folicuylo's'fy~de las hormonas gonadales; debido al incremento de la secrecion de estrogenos

(que comlenza en el diestro; fig. 21), se presenta una acumulacion de fluidos en el Gtero y un

b aumento en la LH, que ocasiona la ovulacion y el inicio de la formacion del cuerpo luteo. El

: estro esta definido conductualmente como la fase del ciclo durante la cual la hembra es receptiva

’ al COltO en esta fase, se presenta un crecimiento rapido y cornificacion (queratinizacion celular)

N del eplteho vaginal estimulado por estrogenos. El metaestro o diestro 1, es un estado de

o transnclon corto posterior a la ovulacion en el cual, los niveles circulantes de estrégenos son

jbajos y por ende sus efectos declinan al tiempo que la secrecion de progesterona comienza a

. incrementarse (43-45).
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Fig. 21. Perfil hormonal de prolactina,
cstradiol, LH y FSH a través de los 4
dias del ciclo cstral. Las barras ncgras
representan ¢l periodo de oscuridad
(1800-0600 h) y las lincas puntcadas
marcan la medianoche (tomada dc cita
46).
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Las células adenohipofisiarias, especialmente los lactotropos (47, 48) y los gonadotropos
: (49, 50), son regulados por varios factores, entre los cuales estan los estrégenos, que inducen
entre otras cosas, la transdiferenciacion de los lactosomatotropos en lactotropos (fig. 4; 51) y
estimulan la proliferacién de lactotropos (52). También induce la expresion de galanina (53),
péptido vasoactivo intestinal (54) y el gen c-fos (55), ademas de incrementar el nimero de
células positivas a neurotensina (56). En este estudio se demuestra que la expresion de NFs en la
adenohipofisis es de igual forma dependiente de los estrogenos y que esta regulada por los
cambios que éstos sufren durante el ciclo estral, observandose el maximo de expresion en el
estro, moderada expresion en el diestro y baja en el proestro. Como se muestra en la figura 21, es
durante esta ultima etapa del ciclo (8 horas antes del inicio del estro) que los niveles estrogénicos
plasmaticos alcanzan un pico maximo (4.7 ng/ml), esto implicaria que dado que la maxima
expresion de neurofilamentos se observo durante el estro, la sintesis y/o polimerizacion de NFs
en las células hipofisiarias tiene un retraso con respecto a la elevacion de los niveles
estrogénicos, decayendo lentamente después de que los niveles estrogénicos disminuyen en el
estro y hasta alcanzar el minimo al volver a llegar al proestro. Este retraso en la expresion de
neurofilamentos con respecto al pico maximo de estradiol aparentemente podria indicar que son
otros factores, mas que el estradiol, los que estan influyendo en la expresion de neurofilamentos.
Sin embargo, como se discutira mas adelante, los resultados de las ratas ovariectomizadas y las
manipulaciones con 17 f-estradiol y tamoxifén, apoyan la idea de que el estradiol regula de

manera directa o indirecta la expresion de los neurofilamentos.

Los esteroides sexuales (estrogenos y androgenos) son producidos principalmente en los
ovarios y testiculos. La produccion ovarica de esteroides depende de la biosintesis de colesterol y
de su transporte a través de la circulacion. En respuesta a la secrecion de gonadotropinas
hipofisiarias, varios compartimentos foliculares interactian de forma integrada para convertir el
colesterol en esteroides. En el ovario las células de la teca interna poseen todas las enzimas
necesarias para la biosintesis de androgenos, y las células de la granulosa son capaces de
producir progestinas y de aromatizar los androgenos para convertirlos en estrogenos. Dado que el
- receptor de FSH esta presente unicamente en las células granulosas, esta hormona regula la
acti\v/idad, de la aromatasa que transforma finalmente la androstenediona a estradiol y la LH

" estimula. le biosintesis de androgeno a partir de colesterol en las células de la teca interna. Al
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extraer quirirgicamente los ovarios de la rata, los niveles de estradiol decaen significativamente
"y con ello también decae la expresion de neurofilamentos en las ratas ovariectomizadas, hasta ser
intermedia a la observada en ratas hembras de 45 dias y machos. A pesar de que la extirpacion de
los ovarios podria modificar algunos otros factores y hormonas, la recuperacion de la expresion
de neurofilamentos con el tratamiento de ratas OVX con 17 B-estradiol refuerza la idea de que es
el estradiol el que de alguna forma regula la expresion de los neurofilamentos y produce su

expresion sexualmente dimorfica.

En los machos la principal fuente de estradiol se produce por la aromatizacion locat de
testosterona a Sec-DHT (dihydrotestosterona) o a estradiol. Esta metabolizacion esta regulada por
los esteroides gonadales (anexo 1). La castracion supusimos debe producir una caida en la
concentracion plasmatica de testosterona, que de alguna forma puede inhibir el efecto del
estradiol sobre la expresion de neurofilamentos. Sorprendentemente, tanto en las ratas macho
castradas como en las ratas controles de la operacion, la expresion de NF68 aumento
moderadamente. La explicacion mas simple a este hecho, podria ser que el estrés asociado a la
manipulacion y la cirugia incrementaran los niveles estrogénicos plasmaticos. En estos animales,
se sabe que el estrés incrementa los niveles de corticosterona y progesterona plasmaticas y que la
testosterona y la androstenediona disminuyen en concordancia con la caida en la actividad
enzimatica de las células de Leydig (58). Igualmente, se ha reportado que el estrés estimula la
liberacion de ACTH y PRL de las células adenohipofisiarias de la rata macho (59 y 60). Es
posible que el estrés y la estimulaciéon de los corticotropos y lactotropos en las ratas macho
operadas control y castradas, pueda explicar la pequefia elevacion en la expresion de NF68 en el
cultivo de estas células. Este fenomeno no nos permitié evaluar claramente el efecto neto que la
castracion tiene sobre la expresion de los neurofilamentos. No obstante, si pudimos constatar que

la aplicacién de 17 B-estradiol aumento atin mas la expresion del marcador.

Numerosos estudios han documentado la importancia de los esteroides gonadales para la
diferenciacion sexual de las funciones neuroendocrinas, cognitivas y de comportamiento (ver
anexo 1; 61 y 62). Ademas, se ha reconocido que los estrogenos constituyen factores de
crecimiento neural, con acciones semejantes a las que tienen la familia de las neurotrofinas y

péptidos troficos (58 y 59). Los estrogenos desempeiian diferentes funciones en la glandula
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hipo‘ﬁs»ia:rika,‘»incluyendo la proliferacion celular y la regulacion de la sintesis hormonal, ademas

de que . vurﬁén‘ta la expresion del propio receptor a estrogenos (RE) en la glandula (63). El

Ty ,ocasnonando su dimerizacién y activacion e interaccion con elementos de la maquinaria de

jtranscnpmon en el DNA que activan o inhiben la expresion de los genes regulados por

: estrogenos (64). Hasta ahora se han reportado la existencia de al menos 2 de estos receptores RE-

B

“rcceptores es intranuclear, existen cada vez mas evidencias que demuestran acciones

y. RE-u A pesar de que la mayoria de las veces se ha descrito que la ubicacion de estos

A've‘s‘trdgénicas independientes del proceso de transcripcion y que dependen de receptores
“localizados en la membrana plasmatica (65 y 66). La baja o nula expresion de neurofilamentos
~ observada en las células adenohipofisiarias de ratas tratadas con tamoxifén (antagonista
estrogénico), sugieren que el efecto del estradiol estd mediado por la union de éste a sus

receptores. Sin embargo, no explica porque la respuesta relativamente retrasada.

El efecto tardio y sostenido de los estrogenos en la hipofisis contrasta con sus efectos en
el atero, en donde éstos inducen una activacion inmediata y temprana de genes y donde la
~ activacion de genes asociados a la estructura celular y el metabolismo es rapida y transitoria (57).

Por otro lado, se ha reportado que el tratamiento prolongado con estrogenos estimula la

~ expresion de c-fos en lactotropos y células foliculo estrelladas en la adenohipofisis (55).

-~ Podriamos especular que c-fos puede mediar tanto el incremento de la expresion del gen de
prolactina como la estimulacion de la sintesis de proteina de NFs inducida por estrogenos,
aunque esta especulacion requiere ser comprobada experimentalmente. Otra explicacion al
retraso observado, podria ser que el estradiol esté actuando sinergisticamente con otros factores o
esté regulando la expresion de un segundo elemento. En el caso de las neuronas, se ha propuesto
que este mecanismo puede explicar el incremento de la expresion del gen de neurofilamentos en
las neuronas de ganglio dorsal de ratas hembras, en donde se coexpresan los receptores de RE y
trkA para NGF (60), resultando en la regulacion diferencial y reciproca de la transcripcion de los

receptores por ambos ligandos (61 y 67).
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Estudios con inmunocitoquimica (68), hibridizacién in situ (69) y de RT-PCR (66) han

: mmunoreactwndad a’NGF (73). Estos datos sugieren que algunas de estas células pueden ser

_blané(r) dél estradnol y a'su vez de la accion del NGF ya sea autocrina o paracrinamente. En este
. sentido, algunos resultados obtenidos recientemente en el laboratorio, sugieren que al menos in
vitro el NGF por si solo no es capaz de regular la expresion de neurofilamentos en las células
adenohipofisiarias. Sin embargo su posible relacion con el estradiol o su efecto in vivo no esta

determinada.

¢l efecto del estradiol en las células de la hipofisis es directo o indirecto?

Como pudo verse en los cultivos primarios de células hipofisiarias, la expresion de NF
presenta.una pérdida dependiente del tiempo (fig. 13). Esto es que, después de 6 dias en cultivo,
o la.eXﬁfgéiéh de NF decae a niveles comparables a los que presentan las células de ratas macho o

las® dé,:ratas hembras inmaduras. Esta pérdida no se pudo evitar cuando los cultivos fueron

”lé‘r'n‘eh‘tados con 17 B-estradiol. Esto resultados indican que, al menos en cultivo, el estradiol
no'es: ‘capaz de actuar de manera directa en la expresion de los neurofilamentos en las células
adenohxpoﬁsnanas Sin embargo, en este sentido, Allen y colaboradores (74) también mostraron
, Vno es posible inducir la expresion de c-fos por estradiol en cultivos de células hipofisiarias.
QEI hecho de que se haya reportado que el efecto directo de los estrogenos en los lactotropos
i ,aumenta al alterar los factores hipotalamicos que afectan estas células (75-77) nos da un indicio

',“'vde que probablemente, la optimizacion de las condiciones de cultivo podria revelar algunos

efectos directos de los estrogenos (78).

Finalmente, resultan interesantes los resultados de la expresion de NF68 en

adenohipofisis de ratas hembras embarazadas en donde el pico de estradiol es semejante al que
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se produce durante el proestro (fig. 14 y 21), pero el tiempo en el que alcanza este punto es de 5
- dias y su duracién es del al menos 3 dias. El hecho de que la expresion de neurofilamentos al
* final del embarazo no fuese significativamente diferente al de la rata virgen y que en las células
adenohipofisiarias de ratas hembras con 7 dias posparto la expresion de neurofilamentos es
' semejante a la observada en células de ratas en estro, confirma el retraso que se presenta en el
aumento en la expresion de neurofilamentos y la necesidad de que se produzca un pico de
estradiol, ya que a pesar de que el aumento en el estradiol es mas paulatino y dura mas tiempo
(fin del embarazo y de 2 a 3 dias pos parto; fig. 14 y 21) la mayor expresion se presenta hasta el

posparto y una vez que se da un aumento de al menos 2 nM/I (fig. 14 y 21). Asi, podemos decir

“i'que la expresion de neurofilamentos se dispara al llegar el estradiol a cierta concentracion y no se

ve potenciada por la duracién del estimulo. Algunos resultados obtenidos en células
adenohipofisiarias de ratas hembras amamantando diferente nimero de crias, dejan ver que la
expresion de neurofilamentos puede decaer aiin mas rapidamente si el nimero de crias es muy

bajo (2) o no tiene crias.

Asi, con estos indicios, todavia resta por determinarse si la regulacion de los estrogenos
sobre la expresion de NF se da a través de incrementar la sensibilidad (aumentando la expresion
. del receptor o actuando sinergisticamente a través del mismo camino de segundos mensajeros)
~de las células adenohipofisiarias a las neurotrofinas u otros factores troficos y si cualquiera de

estas dos vias requieren de un periodo especifico de tiempo.
Identificacion de las poblaciones celulares hipofisiarias que expresan neurofilamentos.

En los cultivos primarios de células de la adenohipofisis de ratas hembras sexualmente
rhéid‘u‘ra'sv, la poblacion de células positivas a NF68 se encontraron en proporciones que varian de
‘ : 11.7 £ 2 % en somatotropos a 33.1 + 8% en tirotropos. En este sentido, recientemente se ha
reportado que los neurofilamentos de alto peso molecular (200 kDa) que se coensamblan con los

de 68 kDa, estin presentes en el 13% de los tirotropos en ratas control y que su expresion se

aumenta a 75% en ratas hipotiroideas (20). Nuestros resultados demuestran que la expresion
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espemﬁca de marcadores neuronales no es exclusiva de un tipo celular adenohipofisiario, sino
“que todos los fenotlpos endocrinos contienen una subpoblacién de células que expresan NFs. Por

los~resu1tados obtenidos de la identificacion de células que expresan neurofilamentos en células

: adenohnpoﬁsnanas de ratas con siete dias posparto y de los resultados obtenidos por Quintanar y

vcolaboradores (20), podemos decir que el porcentaje de células posmvas a los marcadores

hlpoﬁSIana. A51 la hipofisis puede ser una via a través de la cual los esteroides actiian para

produmr diferencias sexuales en la propia adenohipdfisis.

Durante muchos afios se pensé que las diferencias entre las células de la glandula
adenohipofisiaria solamente dependian del tipo de hormona que cada una secreta, e inicialmente
se planted que cada tipo celular secretaba sélo un tipo de hormona. Con el tiempo y el avance de
las metodologias y los instrumentos de estudio, algunas de estas ideas empezaron a cambiar y se
encontrd que hay células que pueden sintetizar y secretar mas de una hormona
(lactosomatotropos o los gonadotropos que secretan FSH y LH) y que estas mismas células
puedqn cambiar el tipo de hormona secretada dependiendo mayoritariamente de factores
ﬁsiolégicos como la edad, el sexo, la fase del ciclo reproductivo, etc. Ahora, se considera bien
establecido que las células de la adenohipofisis representan una poblacion celular muy

heterogénea y por lo tanto la cabal comprension de los mecanismos de regulacion y organizacion
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de esta heterogeneidad se ha vuelto mas complejo (ver anexo 3). En el caso de las células que
;Vexpr'esan neurofilamentos bajo una regulacion estrogénica dependiente del ciclo estral se
~necesitan mas investigaciones para poder entender el significado funcional (si es que existe

alguno) de esta subpoblacion de células.
Conclusiones

Estos resultados demuestran incuestionablemente que las células adenohipofisiarias de
raté expresan marcadores neuronales como los neurofilamentos de 68 y 200 kDa, asi como
MAP2. Los NF68 se expresan en gonadotropos, tirotropos, lactotropos y somatotropos de las
ratas hembras adultas y los niveles de expresion dependen de la edad y el sexo. La expresion de
neurofilamentos cambia en respuesta a manipulaciones endocrinas que modifican tanto las
concentraciones de las hormonas ovaricas, en especial del estradiol, como la inhibicion de su
accion por medio del tratamiento con drogas antiestrogénicas. Dado que los NF68 son mas
abundantes en células adenohipofisiarias de ratas hembras, se puede concluir que la distribucién
de NF68 en las células adenohipofisiarias es sexualmente dimorfica y sugiere un rol fisioldgico

diferente para esta subpoblacion de células positivas a NF68.
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ANEXO 1
DIMORFISMO SEXUAL EN EL SISTEMA NERVIOSO

La mayoria de las especies animales tienen dos diferentes formas sexuales (hembras y
machos) que generalmente exhiben una conducta dimorfica. Con regularidad, los patrones mas
complejos de actividad que tiene un animal (el cortejo, el apareamiento, la crianza, etc.) son
especificos para cada sexo. Sin embargo, de todos estos patrones con diferencias sexuales, es
hecesario distinguir cuales son directamente generados por la determinacion sexual propia del

organismo y cuales se adquieren secundariamente como resultado del aprendizaje o imitacion.

Desde hace muchos afios, la observacion de las diferencias en el comportamiento entre
hembras y machos, llevd a plantear la idea de que sus cerebros debian de presentar diferencias
anatomicas y funcionales. Desde entonces, el dimorfismo sexual en el sistema nervioso se ha
descrito en cada nivel posible (molecular, ultraestructural, celular, etc.) segin el desarrollo
- cientifico y tecnologico (tabla 1). Las diferencias que existen no s6lo comprenden la presencia o
“ausencia de un tipo celular, sino a un conjunto de caracteristicas como el volumen de un nicleo
neuronal, dado por las diferencias en el nimero absoluto de neuronas, la densidad y tamafio de
neuronas en lo individual. Dichas diferencias no se encuentran concentradas en una sola

estructura, sino que estan repartidas en el sistema nervioso (tabla 2).

Se han propuesto muchos modelos para explicar el desarrollo de las diferencias sexuales
“en el cerebro de los vertebrados y las consecuencias que éstas acarrean en el comportamiento.
: Muchos autores han establecido que la mayoria de las diferencias sexuales son controladas por
“las hormonas. El desarrollo de las diferencias sexuales en el sistema nervioso es un proceso en el
,CQal intervienen multiples factores. Este empieza con un periodo de determinacion sexual
primario, en el cual los factores ambientales (en el caso de tortugas y reptiles en general) o
genéticos (la mayoria de los organismos; mamiferos XX y XY pajaros ZZ y ZO; etc.) determinan
el sexo gonadal. La determinacién del sexo de las génadas hace posible la produccion y
secrecion de las hormonas esteroideas gonadales (androgenos y estrogenos) de lo cual depende el
‘patréon para hembra o macho. La accion epigenética de los esteroides gonadales, es una de las

determinantes en la diferenciacion sexualmente tipica del cerebro, que inicialmente es
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monomérf.’icvq' ;y.(vigﬁ:‘a'.l en las Hém:bx"yas‘ y-en los machos) (Hodgkin 1991; Breedlove 1992;
Anderson 1993; LeDouarin et al. 1993; McEwen 1994b).

Sin embargo, existen comportamientos sexualmente dimorficos, que no estan tan
claramente asociados a las funciones gonadales. Por ejemplo, en humanos algunas funciones
cogpnitivas (percepcion, memoria, logica, etc.) (Springer y Deutsch 1998), o las diferencias

sexuales que se presentan en las neuronas mesencefalicas e hipocampales del embrion de rata y
ratén, observadas in vitro en el desarrollo morfolégico y funcional sin la presencia de esteroides

sexuales (Reisert et al. 1991; Pilgrim et al. 1994; Siburg et al. 1996).

En la mayoria de los casos las estructuras sexualmente dimorficas del sistema nervioso en
mamiferos, se debe a que en las hembras son mas grandes en volumen y contienen mas células
que en los machos. La ausencia de testosterona sobre todo en etapas tempranas del embrion, hace
que el sistema nervioso se desarrolle pasivamente en un modo femenino primario; la presencia
de testosterona induce la masculinizacion del cerebro, indicando que en estos casos, el
dimorfismo sexual del cerebro esta mediado por la accion epigenética de los esteroides
gonadales (Gurney et al. 1980; MacLusky et al. 1981; Kirn et al. 1989; Simpson et al. 1991a, b;
Burek et al. 1995; Kawata et al. 1995).

El descubrimiento de la actividad paraddjica de los estrogenos mimetizando el efecto de
los androgenos, permitié que se desarrollara la teoria de la aromatizacion. Esta teoria, propone
que algunas areas del cerebro (al igual que la placenta) son capaces de convertir testosterona a
50c-DHT (dihydrotestosterona) o a estradiol. La metabolizacion de la testosterona, esta regulada
por los propios esteroides gonadales (figura 1). En los mamiferos, la actividad de la aromatasa
neuronal se encuentra regulada por los androgenos a través de su receptor especifico. Para el
desarrollo femenino del cerebro, se requieren niveles locales bajos de estrogenos, mientras que
para la masculinizacion del cerebro se requieren de niveles altos de estrogenos (Simerly 1991,
Beyer et.al. 1993; McEwen 1994 b; Kawata 1995).

Estudios inmunocitoquimicos utilizando anticuerpos especificos contra la aromatasa,

demostraron que durante el periodo neonatal temprano y prenatal las neuronas que contienen esta
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enzima, estan distribuidas en el nicleo predptico medio y periventricular, en el fondo del nicleo
de la estria terminal y, en el niicleo medial amigdaloide (Shinoda et al. 1994). Esto sugiere que la
aromatasa neuronal juega un papel muy importante en el dimorfismo sexual de estas areas.
Después del estado infantil, la actividad de la aromatasa se incrementa en el septum lateral, en el
fondo del niicleo de la estria terminal y en el nucleo central amigdaloide (Jakab et al. 1993). El
analisis con microscopia electronica, ha permitido determinar la presencia de la aromatasa en la
membrana nuclear y la membrana del reticulo endoplasmico (Shinoda et al. 1994), sugiriendo
que la conversidon de androgenos a estrégenos ocurre antes de entrar al nicleo y unirse al

receptor nuclear especifico.

5 o-Reductasa wﬁ Aromatasa
H

5 a—Dihidroxitestosterona Testosterona Estradiol

Fig 1. Esquema que ilustra la metabolizacion de la tcstosterona a estradiol, por la enzima
aromatasa y a Sec-dihydrotcstosterona (5x-DHT) por la cnzima Soc reductasa.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Tabla 1
Parametros de dimorfismo sexual

Macroscopicos
volumen, peso, tamafo y simetria del Cerebro.
largo de la medula cspinal
forma y tamaiio regional

conexion de fibras

Microscopicos
Neuronas

nimero de células

tamaiio

niicleo y nucleolo

arbol dendritico

organizacion sindplica
(densidad, tipo, salida axonal)

Glia

velocidad de diferenciacion

forma y citoesquelcto
Fenotipicos

Péptidos, enzimas, proicinas, mRNAs

Tabla 2
Regiones sexualmente dimérficas

Telencefalo
Niicleos relacionados con cl canto
CVA (en espaiiol), HVC (cn inglés)
RA
Ncocortcza
corteza primaria motora, corteza sensorial, corteza visual
bulbo olfatorio accesorio (NBBOA)
nicleo basal de la stria terminalis (NBST)
nuclcos amigdaloides (McA y MeApd)
hipocampo y giro dentado
comisura antcrior
cuerpo calloso
Diencéfalo
Arca preoptica
NAPV-APO, AVPN-POA (cn inglés)
NSD-APO, SDN-POA (cn inglés)
Hipotilamo
nucleo intersticial del hipotalamo anterior
niiclco supraquiasmatico
nicleo supradptico
nitcleo ventromedial (HVM)
nicleo arcuato
Massa intermedia
Mesencéfalo
Substancia negra
Romboencéfalo
Locus coeruleus
Cuerda espinal
Nucleo intermediolateral
Nucleo estriado bulbocavernoso (NEBC)
Nucleo de Onuf
Sistema nervioso periférico
Ganglio cervical superior
Ganglio pélvico
Ganglio hipogastrico
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En este trabajo se descnbn‘an algunos de los modelos de dimorfismo sexual que han sido mas

amphamente estudlados
1- ‘A:ves.

, Muchas caracteristicas fenotipicas de las aves son sexualmente dimorficas. Las hembras
p?(egen' escoger a los machos segiin como defienden su territorio, la complejidad de sus cantos,
el plﬁmaje o los ornamentos fisicos. La mayoria de estos comportamientos en hembras y machos
estan controlados por los esteroides gonadales. Sin embargo, a pesar de que pareciera que esto

'+ significa que el comportamiento tipico femenino esta controlado por estrogenos y que el de los

machos esta controlado por andrégenos, ya habiamos mencionado que la testosterona puede
‘f;unci‘onar como una prehormona que puede sufrir una conversion hacia estrogenos en el cerebro,
V ,:“siend‘o éstos criticos para el desarrollo del cerebro del macho (Balthazart et al. 1996; Schlinger et
i al'.vrl'9‘98). El hecho de que los comportamientos masculinos y femeninos sean activados por la

: misrha hormona, implica que deben existir diferencias en los mecanismos locales por medio de
los cuales los estrogenos pueden tener diferentes efectos. Las diferencias en el comportamiento
diméﬁﬁco se pueden deber tanto a la secrecion hormonal por si sola como a las respuestas que

' 3tif:=nen"los cerebros de los machos y las hembras pueden tener a los esteroides gonadales. Dentro
:dé los variados comportamientos que presentan dimorfismo sexual en las aves, el
*’comportamiento reproductivo de la codorniz Japonesa macho y el canto del pinzon cebra macho,

sbn los que mas se han estudiado. De estos dos, en esta revision haremos referencia el canto del

pinzén cebra.
1.1.- El canto del pinzon cebra

El estudio del control del canto en las aves, fue de los primeros en demostrar diferencias

sexuales anatomicas en el cerebro de algin vertebrado.
El pinzéon macho adulto canta una cancidon que aprende durante su desarrollo,

generalmente de sus padres o de la interaccion con otros machos (Zann et al. 1990). La expresion

del canto en el adulto es dependiente de las hormonas esteroideas; los machos castrados cantan
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menos que los machos normales y la administracion de testosterona restaura el canto en los
machos castrados (Amold 1975). A diferencia de lo que se ha podido observar en muchas otras

gspeclg_s, ‘en donde las hembras naturalmente cantan o el canto puede ser inducido con el

‘tr'ét‘ar’nien‘tvb de testosterona (Nottebohm 1980; Gurney et al. 1980; Simpson et al. 1991; Shlinger

; ; . L 1998 Gah et al. 1999). Las hembras pinzén no cantan ni el control nervioso del circuito de canto

“se modlﬁca aun cuando exista una manipulaciéon endocrina en la vida temprana del embrion que
prr duce el desarrollando de grandes cantidades de tejido testicular (Wade et al. 1996). Es por
ello ';que algunos autores (Baltahazart et al. 1995; Casto et al. 1996; Arnold et al. 1996, 1997,
Wade et al. 1996; Schlinger 1998) han sugerido mecanismos gonadales independientes de

~ -esteroides para la diferenciacion sexual del circuito de control vocal en el pinzén cebra.

En el pinzén y en el canario se ha demostrado que las areas del cerebro que estan
:felacionadas con el control del canto (denominado nucleo de control de canto) son seis veces
jmay\qij en el macho que en la hembra; estas diferencias pueden notarse en cortes de cerebro
(Nottebohm et al. 1976a; Brenowitz et al. 1985).

El nucleo de control del canto, (que contempla el control vocal) esta constituido por dos
cnrcuntos el pnmero es una via motora para la produccion del sonido y esta compuesto a su vez
por tres partes, el hiperestriatum ventral y caudal, conocidos como el centro vocal alto (CVA en

espanol y hlgher vocal center CVA);, el nicleo robusto del archistriatum (RA), ambos ubicados

en el .prosencefalo posterior; y la porciéon traqueosiringeal del nicleo hipoglosal (nazi) en el
bulbo raquldeo (Gurney 1982; Kawata 1995; Schlinger 1998). Las neuronas del RA reciben

3 enadas del‘rCVA, y algunas de ellas proyectan hacia las moto neuronas de nazi. Estas moto
¢Uf6ﬁas thian sus axones directamente a los muisculos de la siringe que produce los sonidos
-_c’ju‘e’ {‘f"'orman el canto. El segundo circuito del sistema de canto esta a su vez integrado por tres
- bartés: el prosencéfalo anterior (que consiste del Area X), la porcion media del niacleo
" dorsolateral del talamo; y la porcion lateral del nicleo magnocelular del neostriatum anterior que

indirectamente conecta CVA a RA (Amold 1992, Schlinger 1998). Este camino del prosencéfalo

anterior, es esencial para el aprendizaje del canto (Bottjer et al. 1986, 1988; Arnold 1992; Doupe

1993; Schlinger 1998, figura 2). En las especies de aves en las cuales tanto la hembra como el
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macho ‘c:anta‘n, estas regiones del cerebro son monomorficas o muy poco diferentes (Brenowitz et
al, 1985, Gah et al. 1998).

macho de pinzén cebra hemibra de pinzén cebra

F{Vc @
MAN
RA oy
@ 4« » \‘
2. 1Co /
\N

Fig 2. Diagrama que muestra las arcas ncuronales que cstan involucradas en el control del canto ¢n el
pinzén cebra. Los circulos representan las areas cspecificas del cerebro; el tamafio de cada circulo cs
proporcional con ¢l volumen quc ocupa csa region. Los circulos con lincas puntcadas son voliimenes
estimados. Los numeros cn cada circulo representan el porcentaje de células que incorporan testosterona
marcada. Las diferencias de volumen cntre los machos y las hembras son significativas en tres dc las
arcas (CVA, RA y nazi), cl arca X no sc ha obscrvado cn cl ccrebro de las hembras pinzon. Las flechas
indican la conexion axonal cntre las diferentes regioncs cn ¢l cercbro del pinzén macho. Tomado de
Dcvelopmental Biology, Gilbert 1997.

El dimorfismo sexual del circuito motor, puede deberse a la accion hormonal durante la
neurogénesis. Los nicleos RA y CVA son mucho mas grandes en volumen en el macho adulto
que en lva‘ he{mbra,’ cuyo canto es mucho menos elaborado (figura 3). Las caracteristicas
sexuélménte":dviﬁi‘ér"ﬁcas en el sistema de canto, incluyen no solo el volumen de los diferentes
hﬁcleos, también implican el nimero y tamafio de las neuronas de estos nucleos, su capacidad de
ligar androgenos y su conectividad. Individualmente, las neuronas de estos niicleos son mucho
mas grandes, y tienen mayores extensiones dendriticas y conectividad sinaptica en los machos
que en las hembras (DeVoogd et al. 1981; Arnold, 1992). La aparicion inicial del receptor de
androgenos en CVA, es inicialmente dimorfica, no asi para el receptor de estrogenos (Gah et al.
1999).
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Pinzon cebra

hembra

Canario europeo

macho hembra hembra + E,

Fig 3. Esquema que ilustra ¢l hemisferio izquicrdo telencefalico del ntcleo de canto del pajaro, cn una
scceion coronal. El diagrama mucstra ¢l tamaiio relativo de los 2 micleos (CVA, claro y RA, obscuro),
cn adultos normales macho y hembra y cn hembras a las que se tratd con estradiol (E2). Esquema
tomado de Schlinger 1998.

Durante la época reproductiva (primavera) los adultos machos, generan un canto
compuesto de patrones estereotipados de sonidos individuales, denominados silabas. Estos
patrones fijos de silabas son denominados sonidos estables. Durante el verano, los péajaros
‘Av'_qc_alviz.an ‘patrones variables de silabas, denominado canto plastico; en esta etapa, la
; v’.;?‘cc'jnfcéfif;récién de testosterona es baja. Posteriormente, la concentracion de testosterona se

"‘.-‘ivrviétré‘rﬁenta y los nicleos RA y CVA aumentan el doble de tamafio (Nottebohm 1976, 1981;

: "»Ark‘no’l‘(i 1992). En la siguiente época de apareamiento, el canto es modificado por la adicion de

nuevos elementos al estereotipo estable y por la remocion de otros (Nottebohm et al. 1976, 1981,
Margoliash et al. 1994).
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En los machos, el nicleo CVA presenta variaciones estacionales en la actividad
metabdlica que dependen de los cambios en los niveles circulantes de testosterona, mismos que
estan correlacionados con el tiempo en que se da la adquisicion del canto. Un aspecto interesante
en la remodelacion de la conexion entre neuronas, es que no solo pueden preexistir conexiones
~_-que son modificadas por las hormonas, sino que también pueden sumarse mas neuronas en el
" camino. Cada otofio, nuevas neuronas en el CVA se incorporan en circuitos funcionales, en el
tiempo en que se da el aumento de testosterona (Paton et al. 1984). Este es también el tiempo
“durante el cual los machos modifican su canto para la préoxima estacion de apareamiento. Al
parecer, esta neurogénesis representa el remplazamiento de aquellas neuronas que se pierden,
mas que un continuo incremento en el nimero de células (Alvarez-Buylla et al. 1988). El nucleo
RA presenta un periodo de muerte celular ontogenética, que es mayor en las hembras que en el
macho (Konishi et al. 1990); este periodo ocurre antes del establecimiento del dimorfismo sexual
en RA y, antes de que las fibras aferentes del CVA hayan inervado las neuronas de RA. La
muerte celular en RA, empieza cuando las fibras de CVA invaden RA, indicando que una
conexion aferente apropiada, o la accion de factores troficos, pueden regular la muerte celular y
de esta forma también controlan el dimorfismo sexual (Hermann et al. 1991). En este caso, CVA
determinaria la masculinizacion de RA. Los estrogenos previenen o disminuyen la muerte celular

‘en RA que ocurre durante las primeras semanas después de la eclosion (Goldman et al. 1983).

En los pinzones cebra recién eclosionados, el tratamiento del sistema de canto con
- esteroides gonadales, produce cambios profundos en la estructura y quimica del cerebro. El
tratamiento de la hembra pinzon con estradiol después de eclosionar, causa la masculinizacion
’ del sistema neural de canto, incluyendo la capacidad de cantar en el adulto y la masculinizaciéon
" anatémica y celular del sistema de canto (Gurney et al. 1980, 1982; DeVoogd et al. 1981; Pohl-
Apel et al. 1985; Simpson et al. 1991; Arnold 1992). Al parecer, los androgenos exogenos tienen
poco o nulo efecto directo (actuando sobre los receptores androgénicos) en la masculinizacion
del sistema de canto del pinzon cebra; mas bien parecen actuar a través de su conversion a

estradiol en tejidos extraglandulares, incluyendo el cerebro (Schlinger 1998; Cooke et al. 1998).

En uno de tres experimentos, se reportan altos niveles de estradiol en machos recién

eclosionados; en los otros dos, los niveles de estradiol en los individuos recién eclosionados
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- ﬁJeron bajos y no habla diferencias entre las hembras y los machos (Schlinger et al. 1992). Estos

ultlmos elementos reafirman la teoria de la aromatizacion, y por lo tanto, que la formacion local

= del estradlol en el cerebro masculiniza el sistema de canto de las aves (Schlinger et al. 1992,

Grlsham et al 1994 Schlinger 1998; Cooke et al. 1998).

La distribucion del receptor estrogénico (RE) en el neostriatum caudomedial del macho y
la hembra del pinzon es similar en etapas del desarrollo temprano del CVA. Debido a que los
ER’s son expresados en el CVA hasta el dia posnatal 15 (P15) cuando el CVA ya es sexualmente
dimérfico en tamafio y niimero de neuronas, el mecanismo dependiente de RE no puede estar
involucrado en el desarrollo sexual inicial del CVA (Gah et al. 1999). Similarmente, el
mecanismo local dependiente de los receptores de androgenos (RA) no podria controlar
inicialmente el desarrollo del dimorfismo sexual del CVA porque la distribucion de AR es
altamente dimorfica y no se encuentra antes de P9 (Gah et al. 1999). Sin embargo, alguna sefial
sexualmente dimorfica se difunde a través de vias de conexion o factores difusibles al CVA
desde otras zonas del cerebro que expresan RAs o REs antes del desarrolio del sistema de canto.
Estos factores dependientes de esteroides pueden entonces inducir el desarrollo dimorfico sexual
del tamafio del CVA y la expresion de RA. Una de estas areas puede ser el area predptica-
hipotalamica que expresa altos niveles de RA y RE antes de E10 (Kendrich et al. 1996; Arnold
1996). Otros autores han planteado que el 60-70% del patron de crecimiento del CVA en los
machos, es determinado por la expresion genética de una forma esteroide-independiente en P9,
esto explicaria en parte, por qué los intentos de feminizar el tamafio de las areas de control vocal

en los machos, utilizando anti-esteroides han fallado (Wade et al. 1994; Merten et al. 1995).

A diferencia de los pinzones, el nlicleo de canto de los canarios es plastico ain en el
adulto, es decir, las diferencias sexuales se pueden producir no solo durante el desarrollo, sino
que pueden ser afectadas por la exposicion a hormonas en el adulto. Estos efectos, pueden ser
detectados en las estructuras del cerebro (Coocke et al. 1998). Gah y Metzdorf (1999) han
propuesto un modelo que une todos los aspectos descritos anteriormente (figura 4), y que resume
las relaciones dependientes e independientes de las hormonas esteroides en el establecimiento del

dimorfismo sexual en el nicleo de control del canto en el pinzon cebra.
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24 Fig 4. Un nuecvo modelo para la diferenciacién

SCXO0 genetlco sciual del cerebro y cl comportamicnto ¢n
vertebrados. La mayoria dc los modclos de

l diferenciacion  sexual  del  cerebro  (lincas
sencillas) sugicren que la accién cpigenética de
SCXO gonadal los esteroides gonadalcs controla totalmente el
sexo del cerebro. En contraposicion, Gah et al,,
l proponcn factorcs quc dcterminan ¢l scxo

cerebral por un mecanismo independiente de las
hormonas csteroidcas, pero que no excluye su

L __p» SE€EXO0 del Qerebro accion (lincas dobles). Esquema tomado de Gah
l y Metzdorf, 1999.

comportamiento sexual

2.- Anfibios y peces
2.1, Il canto de las ranas

La rana Africana (tanto la hembra como macho) al igual que las aves, utiliza
vocalizaciones para la comunicacién social. El macho produce un canto de cortejo que las
hembras no producen, en parte porque la laringe de éstas es mas pequeiia (Kawata et al. 1995;
Cooke et al. 1998). Los androgenos inducen este dimorfismo por la potenciacién de la
miogénesis y condrogénesis en la laringe de los machos juveniles (Sassoon et al. 1987). El
sistema neuromuscular que controla el canto de ranas es sexualmente dimorfico. Las moto
neuronas del los nucleos 1X-X del nervio craneal que inervan los musculos laringeos son mas
grandes y numerosos en el macho (Simpson et al. 1990); hay un mayor niimero de axones en el
nervio laringeo y las dendritas de estas ncuronas son también mayores y mas numerosas en los

machos que en las hembras (Kelley et al. 1983, 1990).
Se ha demostrado que la secrecién de androgenos en los machos regula la mayoria de los
dimorfismos sexuales en el sistema de canto en las ranas. Durante la metamorfosis, las

concentraciones plasmaticas de androgenos son bajas y los niveles entre machos y hembras son
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similares. En los seis meses siguientes a la metamorfosis, las concentraciones de andrégenos se
incremehta‘n‘, nueve veces mds en los machos (Kelley et al. 1986) y los niveles de estrégenos son
.‘'mas’altos en las hembras. Sin embargo, en el adulto, el sistema laringeal femenino permanece

- sensible a la accion de andrégenos. El dimorfismo sexual en el sistema de canto de la rana es

conducido por la exposicion a androgenos, antes y después de la metamorfosis en los machos,

:aunque es posible que otras hormonas estén involucradas, ya que la exposicion previa a tiroxina

eS"cn'tiCa para la efectividad del receptor androgénico. El proceso de diferenciacion sexual en

parametros criticos que determinan la respuesta del sistema nervioso y el dltimo estado de

o v'dxferencxamon sexual (Cooke et al. 1998).

‘ 2.2.- Peces

rAlgunas especies de peces teleosteos generan sonidos por contraccion del musculo

sonical. Estos musculos vocales estan inervados por el nervio occnpltal ventral que se considera

.especificamente ‘para cuidar el nido y se detiene cuando una hembra prefiada entra a él, por lo
ue:se: ha SupUesto que este canto es un atrayente (Bass 1992). Los androgenos, pero no los

vestrogenos inducen la expansion del musculo sonical y amplian la poblacién de moto neuronas

del bulbo raquideo caudal (Bass et al. 1990). Los esteroides gonadales regulan la diferenciacion

sexual de los musculos vocales y de las moto neuronas (figura 5).
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A. Porichthys notatus

B. Vista ventral de un macho tipo I C. Nervios sénicos occipitales

Fig 5. HNustracién del sistcma sénico motor de  Porichthys notatus. (A) dibujo lateral del pez. Barra
de cscala = lcm. (B) vista ventral de un macho tipo 1, mostrando con flechas la posicion de los
masculos vocales (sonic swimbladder muscles). (C) vista dorsal del sistema ncrvioso central del pez.
Dos vias occipitales (OC) sc cncucntran ventralmente de cada lado del cercbro, caudalmente al
nervio vago. Cada uno de éstos, incrva un misculo sonical. La barra de escala = lmm. C, cerebelo;
M, cercbro medio; T, telencéfalo. Tomado de Bass y Baker, 1990.

3.- Mamiferos
3.1.- El niicleo espinal del misculo bulbocavernoso

Un sistema neuromuscular sexualmente dimorfico en mamiferos, parece tener muchas
similitudes con las caracteristicas sexualmente dimorficas del sistema neuromuscular laringeo de
las ranas. Un grupo de moto neuronas en la medula espinal lumbar baja inerva el musculo
’estriado bulbocavemoso (BC) y el masculo elevador del ano que esta unido al pene. Las moto

f_:_neuronas forman el nicleo estriado del bulbocavernoso (NEBC en espaiiol, SNB en inglés) en la

‘porCIon "dorsomedlal del asta ventral en los segmentos lumbares 5 y 6 en ratas; estas neuronas
: son tres veces mas numerosas en los machos que en las hembras y son la mitad de grandes en las
hembras que en los machos (Breedlovle 1992). Tanto las ratas hembras como los machos tienen

musculos bulbocavernosos. Sin embargo, los musculos y las moto neuronas normalmente
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~degeneran: poco tiempo después de nacer en las hembras, estableciendo la diferencia sexual en el
: hﬁn‘l_éjrib"d‘éf?rhoto neuronas NEBC (Sengelaub et al. 1986; Breedovle 1986; Rand et al. 1987,
; Tobme al 1991). La evidencia mas convincente sobre el efecto de los esteroides en la

" masculinizacion del sistema NEBC es la feminizacién que se observa en las ratas geneticamente

' macho (XY) que no presentan el gen para el receptor androgénico (Breedlove et al. 1983). Estas

ratas que son insensibles a los androgenos, desarrollan un fenotipo femenino incluyendo BC y
NEBC. El tratamiento androgénico de ratas hembras recién nacidas resulta en mas moto

neuronas NEBC y fibras musculares BC mas grandes (Breedlove 1997).
3.2.- Niicleo sexualmente dimorfico del Grea preiptica (NSD-APO o SDN-APO)

Gorski y colaboradores en 1978, fueron los primeros en mostrar que una parte del area
predptica (APO o POA en inglés) en la rata es cinco o seis veces mas grande en {os machos que
en las hembras. Desde entonces, esta area fue denominada NSD-APO. La NSD-APO esta
ubicada rostralmente de area preoptica y caudalmente del hipotalamo, verticalmente del quiasma
optico a la comisura anterior. El descubrimiento del dimorfismo sexual dio bases morfologicas al
importante papel del APO y el hipotidlamo en la regulacion del comportamiento sexual y los

patrones de secrecion de gonadotropinas (Kawata et al. 1995).

EL NSD-APO de rata, al igual que el sistema de canto en los pajaros, ejemplifica la
conjuncion de las hipotesis de organizacion y aromatizacién. El incremento del nimero de
neuronas en el NSD-APO del macho, es resultado de la accion de la testosterona durante el
desarrollo. La manipulacion hormonal en el adulto no altera el volumen del NSD-APO en
ninguno de los dos sexos. La administracion de esteroides gonadales en ratas adultas
gonadectomizadas, no tiene ningin efecto en NSD-APO (Gorski et al. 1978; Hines et al. 1985),
sugiriendo que existen periodos criticos para el desarrollo del dimorfismo sexual. La
administracion de testosterona a ratas hembras neonatas, produce un incremento en el volumen
de NSD-APO (Gorski et al. 1978). La masculinizacion de este nicleo depende de la presencia de
esteroides gonadales entre ¢l dia posnatal 1 (P1) y P7 (Cooke et al. 1998). Sin embargo, la
manipulacién hormonal durante el periodo neonatal no ocasiona una reversion completa de las

diferencias sexuales en el NSD-APO. Algunos autores han propuesto que para que se dé la



diferenciacion, es necesario que se presenten una serie de pasos que actiian acumulativamente o

secuencialmente (figura 6).

Ventn culo lateral

Comisura Fornix septum

anteri or

macho hembra Tercer ventr{culob

Comisura anterior

hemb
— SDN-POA R
Nicleo macha d‘—— SDN-POA
supraquiasmaético Nucleo

supraquiasmatico O\ Niicleo supradptico

Nervio éptico Quiasma épticd

¥

Quiasma Sptico

Fig 6. Esquema decl niicleo sexualmente dimdrfico del area predptica (NSD-APO) en el cerebro de rata.
(A) plano sagital. (B) plano coronal. Tomado de Principles of Neural Science, Kandel.

El dimorfismo sexual de los tipos de sinapsis en APO de rata, ha sido detectado
utilizando microscopia electronica. El APO de las hembras contiene un mayor nimero de
dendritas sinapticas que las que contienen los machos; dado que el nimero de neuronas es mayor
en el APO del macho que en la hembra, se puede pensar que esta baja densidad de neuronas en

las hembras genera una mayor area para el desarrollo de dendritas (Arai et al. 1994; ver figura 6).

Sin embargo, el dimorfismo citoarquitecténico ha sido demostrado en el NSD-APO y la
identificacion de neuotrasmisores y neuromoduladores han contribuido a establecer las
diferencias sexuales en la comunicacion neuronal (Simerly 1989; Alexander et al. 1991; Yuri et
al. 1991, 1993; Herbison et al.1992, 1993).
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N;ic[eo dhlerovcntroperi ventricular del APO (NAVPV-APO o AVPN-POA)

. ...No todo el dimorfismo sexual en el nimero de neuronas es mayor para los machos; el
NAVPV-APO es mayor y mas densamente poblado en las hembras, en las cuales este nucleo
COntiené mayor namero que en los machos de neuronas secretoras de colecistocinina (CCK)-
. (MiCevych et al. 1987), TH- (Simerly et al. 1985), factor liberador de corticotropinas (CRF)-
- (McDonaId et al. 1994) y de neuronas con receptores estorogénicos (Simerly et al. 1990). En
contraste, en las ratas macho, el NAVPV-APO contiene mas neuronas encefalinina positivas que
las hembras (Simerly et al. 1988). Este nticleo es muy importante para la regulacion de la
secrecion de gonadotropinas, a pesar de que no tiene cuerpos celulares positivos para GnRH. La
formacion de las neuronas NAVPV-APQO, comienza en el dia 13 y termina en el dia embrionario
18, tanto en las hembras como en los machos (Nishizuka et al. 1993). El tratamiento perinatal de
las ratas hembras con testosterona o estrogenos, reduce el volumen de este niucleo y dado que el
metabolito 5¢c-DTH no tiene este efecto, se ha propuesto que la aromatizacion es crucial para e}

desarrollo dimorfico de este nucleo.

3.3.- El sistema vomeronasal (VNS).

El sistema vomeronasal, sexualmente dimoérfico esta compuesto de circuitos
multisinapticos que comienzan en un 6rgano sensorial, el 6rgano vomeronasal, y termina en

diferentes organos, enddcrino, motivacional, y centros motores como el hipotalamo, el ganglio

basal y en el tallo cerebral (figura 7).
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Fig 7. (A) Estructuras principales del sistcma limbico. (B) Diagrama esquematico del circuito
ncural que recibe informacién del érgano vomcronasal (VNQO), rcceptor de las sciiales
feromonales, En la rata sc ha reportado dimorfismo scxual cn cada una dc cstas regiones. BOA,
bulbo olfatorio accesorio, NAVPV, niiclco antcroventral periventricular, NBBOA, niclco basal
del bulbo olfatorio accesorio; NBST, nicleo basal de la stria terminalis; McA, amigdala mcdia;
mAPO, arca preoptica media; HVM, hipotalamo ventromedial; tomada de Cooke y col. 1998.

La mayoria de los datos que se tienen sobre VNS provienen de estudios en roedores,
debido a ‘que ellos dependen mucho de la accion de las feromonas para regular su sistema
reproductor y el ambiente interno hormonal. También se ha encontrado dimorfismo sexual en el

_,S|stema llmbxco olfatorio de humanos y primates no humanos (amigdala, estria terminal, area

'preoptlca y ‘varios nicleos hipotalamicos; Cooke et al. 1998). A nivel del organo vomeronasal

(VNO) existe un dimorfismo sexual en varios niveles. Uno de ellos es el patron de mRNA del
receptor de feromonas en las dendritas de las neuronas bipolares (Herrada, et al. 1997). Los
machos tienen mas células bipolares que las hembras, pero los somas de las células bipolares de

las hembras, tienen niicleos mas grandes que los de los machos. Las neuronas bipolares
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proyectan hacia el bulbo olfatorio accesorio (BOA), que es una estructura laminar localizada en
el cuadrante dorsocaudal del bulbo olfatorio. El BOA, también es sexualmente dimorfico, las
ratas macho tienen mas neuronas, con un arbol dendritico mas abundante y un volumen total
mayor que las hembras (Segovia et al. 1984; Valencia et al. 1986; Caminero et al. 1991). Las
sinapsis eferentes del BOA son hacia la amigdala medial (MeA) y el nucleo basal de la estria

terminal (NBST), que también presentan dimorfismo sexual.

"La MeA contiene una gran cantidad de neuronas que poseen receptores para esteroides y
- es capaz de integrar la informacién que viene del BOA, asi como la que proviene de los
genitales. El volumen total del MeA es sexualmente dimorfico: mas grande en los machos que en
las hembras (Cooke et al. 1998); en especial, la porcion posterodorsal de MeA (MeApd) es 85%
mas grande en los machos y contiene un gran nimero de células que concentran androgenos
(Smerly et al. 1990). La funcion de los receptores androgénicos y estrogénicos todavia no esta
clara, sin embargo se ha demostrado que la distribucion de cada uno de ellos es diferente. Los
receptores estrogénicos se han encontrado principalmente en MeApd y los androgénicos en MeA
(Simerly et al. 1990) y ambos juegan un papel importante en la determinacion de las diferencias

sexuales (Cooke et al. 1998).

; El ntcleo basal de la stria terminalis (NBST) recibe conexiones aferentes de la MeA a
" través de la stria terminalis y directamente de BOA; es blanco de los esteroides gonadales y esta
i iﬁnvo'lyurcrado en el control endocrino y en del comportamiento reproductor (Commins et al. 1985).
: »_:EI volumen total de NBST no es sexualmente dimdrfico, pero algunos subnicleos
complementarios si lo son. Segovia y Guillamon dividen el NBST de los roedores en cuatro
grandes partes de acuerdo a dos ejes (antero/posterior y medio/lateral). El medial posterior
(NBSTmp) es un niicleo que se observa obscuro y al cual también se denomina principal
(Canteras et al. 1995) o encapsulado (Hines et al. 1992). Esta region esta muy interconectada con
MeApd y otras estructuras limbicas que son sexualmente dimorficas y/o que expresan receptores
hormonales. EIl NBSTmp es sexualmente dimorfico, en el macho se observa que este nacleo es
mas grande y tiene un mayor numero de neuronas que en la hembra (Gullamon et al. 1988 y
Hines et al. 1992). Diferencias analogas se han encontrado en el cobayo (Hines et al. 1985) y en

el humano en los cuales, el nicleo es 2.47 veces mas grande en los machos que en las hembras
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(Allen_ et 3!-?1,990)- Otras regiones del NBST son también sexualmente dimorficas, pero en
"i'direk:ciléh.ébntfraﬁa a las observadas en el resto del VNS. Por ejemplo, el NBST anterior-lateral

. tiene mas neuronas en hembras que en machos.

: Exnsten grandes diferencias en el patron de inmunoreactividad de muchos neuropéptidos,
: ‘tanto en MeA como en NBST de los roedores. La substancia P-inmunoreactiva que se encuentra
~en MeApd y en NBST, es mas de dos veces méas grande en machos que en hembras y esta
diferencia depende de la concentracion androgénica en el adulto (Malsbury et al. 1994). Otros
dos péptidos que estan presentes en MeApd y que se sabe tiene una distribucion sexualmente
dimorfica son CCK y vasopresina (Cooke et al. 1998). La presencia de hormonas gonadales
durante el desarrolio parece determinar el nimero de células que posteriormente seran positivas

para estos péptidos.

El hipotalamo ventromedial (HVM) es, como ya se sefialo en la figura 5, un nacleo que
recibe sefiales de VNS, y proyecta al nucleo supraquiasmatico, al nticleo supraéptico, a la
eminencia media, al niicleo arcuato y otros. Este nucleo, que esta relacionado con el control del
comportamiento reproductor femenino, incluyendo la maternidad y la lordosis en las ratas,
también presenta dimorfismo sexual (Madeira et al. 1995).

El primer reporte sobre las diferencias sexuales en HVM, lo presentaron Dérner y Staudt
(1969) quienes demostraron que el nicleo celular de las neuronas de HVM es mayor en las
hembras que en los machos, mientras que el volumen total de HVM, es mas grande en los
machos que en las hembras (Matsumoto et al. 1986). Estas diferencias parecen estar relacionadas
con cambios hormonales, y a diferencia de lo que se ha descrito en la mayoria de los casos
anteriores, en este caso, la castracién de las ratas macho produce una feminizacion de HVM
(Cooke et al. 1998).

3.5.- Otras dreas
En el nucleo supraquiasmatico, la densidad de espinas dendriticas es mayor en los

machos que en las hembras (Guldner 1982). El hipocampo de macho, contiene mas células

_granulosas que la hembra (Wimer et al.1985, 1988; Roof 1993). Se han reportado diferencias
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sexuales en el sistema olfatorio, el nicleo art;l';a’to’ y"‘e'l locus cueruleus de la rata, pero existen
algunas controversias al respecto (Guillamon'et"ail: 1988; Pérez et al. 1990; Segovia et al., 1993).
Se han descrito diferencias estructurales entre los dos sexos en la neocorteza de los roedores
(Diamond 1987; Reid et al. 1992 a, b). En la rata, durante el desarrollo postnatal temprano,
algunas regiones de la hembra crecen a tasas diferentes, mientras que en el macho crecen mas
uniformemente. La corteza visual de la rata macho es mas gruesa y contiene mas neuronas y
células gliales que la de la hembra (Reid et al. 1992 a, b). Durante el desarrollo se han contado
mas espinas dendriticas en las células piramidales de la capa V de la corteza visual de la rata
hembra que de la del macho, (Mufioz-Cueto et al. 1991) pero en el adulto, se han encontrado mas
dendritas en el macho que en la hembra (Seymoure et al. 1992). Se han encontrado diferencias
sexuales en las proyecciones visuales (Adret et al. 1989), en la corteza prefrontal (Kolb et al.
1991), en la médula espinal (segmentos toraco-lumbares) del gato en el ganglio cervical superior

(Wright et al. 1983) y en muchas otras partes del sistema nervioso.
Conclusiones

Una de las conclusiones mas obvias que podemos sacar a partir de todos los casos de
diferenciacion sexual del sistema nervioso aqui expuestos, es el papel crucial que juegan las
hormonas esteroideas. La accion de estas hormonas es sumamente versatil. Se ha planteado que
alteran el dimorfismo sexual, afectando la neurogénesis (Goldman et al. 1983), la muerte celular
o apoptosis (Davis et al.1995), la migracion celular (Breedlove et al. 1985; Sengelaub et al.
1986), el crecimiento somdtico neuronal (Cooke et al. 1998), el crecimiento dendritico
(DeVoogd et al. 1981; Kurz et al. 1986; Forger et al. 1987), la formacion sinaptica (Leddy et al.
1987), la eliminacion sinaptica (Jordan et al. 1989), la expresion de neuropéptidos (Micevych et
al. 1987; DeVries et al. 1990), etc. Esta multiplicidad de mecanismos celulares afectados por los
esteroides, resultan de la poderosa accion que estas hormonas pueden tener en la regulacion

genética.
El efecto que tienen las hormonas esteroideas raramente es sobre un solo parametro del

sistema neural, como se observa en muchos de los modelos aqui descritos (el canto del pajaro, el

canto de las ranas, el nucleo espinal del bulbocavernoso y el sistema vomeronasal).
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Comunmente, la accion de estas hormonas se da a lo largo del desarrollo del organismo y a
muchos niveles del sistema nervioso. Las observaciones recientes han cambiado la vision que
anteriormente se tenia sobre el efecto de las hormonas. Actualmente se sabe que los cambios en
las estructuras nerviosas pueden ser afectados por la exposicion o cambios hormonales. Sin
embargo, en el adulto no todas las estructuras son plasticas y muchas de las diferencias sexuales
que se establecen durante el desarrollo no pueden ser revertidas parcial o totalmente en la etapa
. Vaql:lllta. Esto hg’ hecho pensar que el dimorfismo sexual se establece por los efectos genéticos y

les-que se combinan en diferente forma y producen una gama de variaciones en el

- ‘sistema nervioso, llevando a generar el dimorfismo sexual en los animales.
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ANEXO 2
NEUROFILAMENTOS

Los neurofilamentos consisten en un triplete de polipéptidos de cerca de 60-70 (NF-L),
130-170 (NF-M) y 180-200 kDa (NF-H) que son expresados principalmente en las células
neuronales. Hasta ahora se conoce la secuencia de 3 genes que codifican la expresion de las
sybuhidades de los neurofilamentos. El mecanismo molecular de la expresion de estos genes,
' tédévia no se conoce. Sin embargo, se ha demostrado que el NGF a través de sus receptores de
alta afinidad modula la expresion de NFs y que la presencia de estradiol aumenta la expresion de
estos filamentos intermedios, posiblemente a través de estimular un aumento en la expresion del

receptor de NGF trkA (Scoville y col. 1997). Estudios realizados durante el desarrollo del
' cerebro en ratas hipotiroideas (inducidas desde el embarazo), demostraron que las hormonas
tiroideas juegan un papel importante en la regulacion de la expresion de los tres genes, siendo los
niveles de RNAm de NF reducidos en 68% para NF-H, 56% NF-M y 50% NF-L en animales
hipotiroideos (Ghosh S. y col. 1999).

: Las proteinas de neurofilamentos de medio y alto peso molecular no son capaces de
-.formar filamentos homopoliméricos y solamente en conjunto con NF-L se pueden ensamblar,
formandose un filamento heteropolimérico. El primer paso en el proceso de ensamblaje del
filamento en el citoplasma es la formacion de dos cadenas enrolladas, que posteriormente se
unen con otro para y forman un tetramero (protofilamento) y finalmente 4 protofilamentos se
unen de manera enrollada par formar un neurofilamento (fig. 1). El tetramero, es la forma mas

pequefia y estable que pueda haber en solucion (21).
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Fig. 1 Esquema quec muestra la formacion de
neurofilamentos. La unidad mas pequciia  son
mondémeros, que forman heterodimeros enrollados.
Estos heterodimeros forman un complcjo tetramérico
que sc convierte en ¢l protofilamento. Dos
protofilamentos sc unen para formar una protofibra y
cuatro protofibras forman un neurofilamento de 10
nm.

Los NF al igual que otros elementos del citoesqueleto presentan una variedad de cambios

postraduccionales que regulan su dinamica y organizacion. El comportamiento dindmico de las

proteinas de citoesqueleto depende, en el caso de los neurofilamentos de su estado de

fosforilacién, al cual afecta el proceso de transporte y ensamblaje. Varias proteinas cinasas estan

_involucradas en la fosforilacion de los dominios de la cabeza (asociado a su transporte) y la cola

(asociado al ensamblaje) de estos filamentos intermedios. NF-L y NF-M son fosforilados

preferencialmente en el dominio de la cabeza aminoterminal por la proteina cinasa A (PKA) o
cinasa C (PKC); los motivos KSPXK en el carboxilo terminal de NF-M y NF-H son fosforilados

por un segundo mensajero independiente de cinasas (Fig. 2; 22).
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Fig. 2. Representacion diagramatica de la secuencia aminoacidica de las proteinas de
neurofilamentos, se muestran los segmentos KSP que son fosforilados, en la ultima porcion de
NF-H se muestra con un rectangulo cuadriculado una zona con alta frecuencia K-SP o K—SP.

Durante la maduracion neuronal, el nimero de NF con relacion al de microtibulos y
filamentos de actina se va incrementando, hasta convertirse en el filamento predominante del
citoesqueleto en las neuronas mielinizadas. El incremento en el nimero de neurofilamentos en
general se presenta en coincidencia con un aumento significativo en el tamafio axonal, lo cual
facilita la conduccion de los potenciales de accion a través del axon e incrementa la velocidad de
transporte axonal. La importancia de los NF en el control del crecimiento radial de los axones es
una de las primeras funciones que se describieron, en correlacion con el numero de
neurofilamentos y el didmetro del ax6n. La mayor consecuencia de la pérdida de la expresion de
NF es la incapacidad de los axones de crecer radialmente. Algunos autores han planteado la
hipotesis de que los brazos fosforilados del extremo carboxilo de los neurofilamentos al cambiar
- 'su_carga- podrian regular el calibre axonal (fig. 3) y que esta fosforilacion al menos en las
neuronas del ganglio de la raiz dorsal esta regulada por la mielinizacién y la cadena de segundos
mensajeros que se desprende del contacto célula-célula entre las neuronas y las células
mielinizantes de Schwann que finalmente activa proteinas cinasas que fosforilan los

neurofilamentos (Starr y col. 1996, Julien J. 1999).
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Fig. 3. Diagrama quc ilustra la modulacion de las propicdades axonales por medio de las células de
miclinizacion Schwann. Los cfectos de la miclinizacion y desmiclinizacién en la densidad de NF, el
calibre axonal y ¢l trasportc axonal lento parccen estar relacionados con un cambio neto cn ¢l cstado de
fosforilacion dc los NFs y posiblemente de otros substratos. El modelo mas simple que explica este patron
indica que ligandos (cstructuras cn V) de la célula dc Schwann se unen a receptores del axon. Esta
intcraccion modula a su vez las fosfatasas cinasas axonicas. En cstc diagrama las letras mayusculas
abicrtas represcntan la cinasa (K) y las fosfatasas (P) activas, micntras que las letras minhsculas cerradas
correspondes a las formas inactivas (k y p). El resultado es que la actividad de las cinasas prcdomina cn
las partes miclinadas y la de las fosfatasas cn las partes no miclinadas. Cuando los brazos del NF estan
altamentc fosforilados la carga dec la superficic cs alta y por lo tanto sc repelen generando un
engrosamicnto del calibre axonal cn cstas zonas (tomado dc Wacgh S y col. 1992).

La expresion de neurofilamentos se ha reportado ademas en células no neurales; las
células cromafines a medida que maduran y comienzan a secretar catecolaminas pierden sus
rasgos neuronales. Esta inhibicién de los marcadores neuronales es reversible dado que en
cultivo expresan NF (Yang HY y col. 1996). Al igual que las células cromafines, la linea celular
PC12, expresa NF. En ambos casos, la capacidad de expresar marcadores neuronales esté
relacionada conque ambas tienen su origen embrionario en las crestas neurales. Finalmente, la

expresién de neurofilametos se ha descrito también en otros tipos celulares no neurales como las

" células de Leydig y de Sertoli en humano; en estas células los neurofilamentos coexisten con
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otros filamentos intermedios como la vimentina y su expresion varia segun el estado de la
espermatogénesis (Davidoff y col. 1999) y en las células neoplasicas del tracto gastrointestinal y
pancredticas las expresion de NF-M o NF-H se da diferencialmente dependiendo de la zona

donde se origina el tumor (Perez MA y col. 1990).
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ANEXO 3
SUBPOBLACIONES CELULARES DE LACTOTROPOS Y GONADOTROPOS

Se han descrito muchos métodos para obtener fracciones enriquecidas de cada uno de los
diferentes tipos celulares adenohipofisiarios. Estas técnicas (velocidad de sedimentacion,
.desviaciébn de la luz, antigenos de superficie, etc.) se basan en las diferencias entre las
- caracteristicas de cada tipo celular como son la densidad y el tamaiio de los granulos y el tipo de

'~ hormona que sintetizan y secretan.

Ademais de las diferencias existentes entre las poblaciones que especificamente sintetizan
"y secretan un tipo hormonal especifico, se ha visto que cada poblacion celular puede a su vez,
tener subpoblaciones que difieren morfoldgica y funcionalmente. Por ejemplo, los lactotropos,
difieren en sus caracteristicas inmunocitoquimicas, en su tamaiio y en su respuesta a la hormona
liberadora de tirotropinas (TRH) o dopamina (DA). Asimismo los somatotropos también pueden
dividirse en subgrupos que responden de manera diferente a los estimulos fisiologicos
(Velkeniers et al. 1988).

Mucho del conocimiento que ahora tenemos sobre la ontogenia, anatomia y fisiologia de
los lactotropos y gonadotropos en la adenohipofisis se ha obtenido empleando estudios de
wimﬂuﬁdhitoc‘]uimica, microscopia electronica y medidas de la concentraciéon hormonal de

: ‘,,e’x't:raict'bs, medios de cultivo y muestras de plasma de adenohipofisis utilizando por ejemplo
v j”ravd'i(‘)in‘rknunoensayos. Neil y Frawley (1983) iniciaron el uso de otra técnica llamada ensayo
_"Shemolitico de placa (RHPA por sus siglas en inglés), para medir la liberacion hormonal en
células individuales en cultivo. El uso de esta técnica junto con otros avances en la microscopia
electronica, en la separacion de las células adenohipofisiarias, y en otros métodos de estudio de
células Unicas, han revelado nuevos aspectos de la morfologia y fisiologia de las células
adenohipofisiarias que sugieren una gran heterogeneidad en estructura, anatomia, distribucion y

comportamiento funcional.
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En esta revision nos enfocaremos a algunos aspectos que se han descrito de la

heterogeneidad de las poblaciones de los lactotropos y los gonadotropos.
LACTOTROPOS

Los lactotropos o mamotropos fueron descritos por primera vez en 1957 como las células
de la pituitaria con los granulos secretores mas grandes. Estudios posteriores, demostraron que
en la adenohipofisis la prolactina se produce por una subpoblacion heterogénea de lactotropos
que pueden identificarse utilizando diferentes técnicas, como inmunocitoquimica, ensayos
hemoliticos de placa y sedimentacién en gradientes discontinuos de Percoll o de albimina de

suero bovino (BSA).

e Subpoblaciones morfoligicas.

El gradiente diferencial de Percoll o de BSA es una de las técnicas mas empleadas para
obtener poblaciones enriquecidas de los diferentes tipos celulares adenohipofisiarios. Esta
técnica se basa en las diferencias de velocidad de sedimentacion que tienen las células y se
realiza utilizando una columna de gradientes de densidad discontinuos de Percoll o0 BSA. En
general, para separar las diferentes poblaciones de células adenohipofisiarias se utilizan las
densidades de 1.045, 1.065, 1.080 y 1.090 g/ml. Estos gradientes pueden variar segun los

métodos publicados y por lo tanto producir diferentes capas de separacion.

Se ha reportado que en la separacion de células obtenida mediante el gradiente de Percoll,
los lactotropos se encuentran en dos densidades diferentes: en la capa 1 (interfase 1.045-1.065) el
84% de las células son positivas a PRL y representan el 81% del total de lactotropos de la
glandula y, la capa 2 (interfase 1.065-1.080) contiene 26.5% a PRL y 64.5% de células positivas
a GH (Kazemzadeh et al. 1992). En la glandula de cobayo y cerdo también se pueden separar dos
tipos de lactotropos con una morfologia caracteristica, una de ellas con granulos relativamente
grandes (250-350nm de diametro) y el reticulo endoplasmatico (RE) bien desarrollado y las otras
con muy pocos granulos pequeiios (180-200nm). En la rata, algunos autores, han reportado la

presencia de tres tipos diferentes de células secretoras de prolactina; las de Tipo I, que contienen
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granulos esfencos 'y pequeiios (130 a 200nm de diametro); las de Tipo II, que poseen granulos
'esfencos o pollmorf' cos de tamaiio mediano (de 250 a 300nm) y, las de Tipo Il que contienen
-granulos” grandes y polimérficos con un didmetro de 300 a 700 nm (Nogami H. 1984; Vila-
'Poréile E. et al. 1996; De Paul A. et al. 1997). La distribucion, frecuencia y abundancia relativa
de estas 3 subpoblaciones de lactotropos varia dependiendo del sexo y la edad de los animales: a
los 20 dias de edad (animales prepuberes), los lactotropos de la adenohipofisis de rata, muestran
mayor inmunoreactividad que a los 10 dias de edad y sus porcentajes con respecto al total de Ia
poblacién celular de la glandula son de 10.7% en el macho y 13.5% en la hembra. En las ratas
hembras prepuberes, los lactotropos son usualmente redondos o poliédricos y en algunos casos
elongados. Sus granulos secretores son pequefios (80-120nm de diametro) y estan esparcidos en
la region periférica del citoplasma. El reticulo endoplasmatico es escaso y se encuentra aplanado,
el complejo de Golgi no es muy prominente. En los machos prepaberes, la mayoria de las células
inmunopositivas para PRL son inmaduras y contienen solo un pequefio numero de granulos
secretores (semejantes a células Tipo I). Ocasionalmente en estos animales se pueden observar
células de tipo II, con granulos secretores de tamaiio mediano (150-200 nm), siendo
posteriormente mas comunes en ratas macho adultas (Nogami H. 1984). A diferencia del macho,
en las hembras prepuberes, las células de Tipo-Il son las que constituyen la poblacion mas
grande, mientras que las células de Tipo-IlIl con granulos polimorficos raramente se observan
(Nogami H. 1984). Asi, la relacidén poblacional de los tres tipos celulares varia entre los machos
y las hembras prepuberes, siendo en las ratas macho, las células de tipo-1 cerca del 60% de los
lactotropos, mientras que en la hembra, son las células de Tipo-Il las que representan un poco

mas del 50% de los lactotropos (Nogami H. 1984).

Las diferencias en el tipo y abundancia de cada una de las subpoblaciones de lactotropos,
-son influenciadas o mantenidas por el efecto de hormonas esteroideas como el estradiol (E2), un
efectivo secretagogo de PRL que juega un papel muy importante en el desarrollo de los cambios
morfologicos en los lactotropos y en sus granulos de secrecion. Con el objetivo de ver como el
estradiol o la testosterona afectan la proporcion y el tipo de células adenohipofisiarias, algunos
autores han hecho estudios en los que tratan a las ratas con E; o testosterona. Lo que han
observado (tabla 1) es que después del tratamiento con E; las células de Tipo-I disminuyen

numéricamente en ambos sexos y las de tipo 111 aumentan, en tanto que las células de Tipo-1I se
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incrementan un poco en el macho y disminuyen en la hembra. Con la administracion de
propionato de testosterona (TP), el cambio mas significativo es que las células de Tipo-II
incrementan moderadamente en machos y se vuelven la mayor proporcion de lactotropos en
ambos sexos. Por otro lado si las ratas hembras son tratadas con nafoxidina (antiestrogénico), las
células de Tipo-IlI rapidamente disminuyen en niimero, mientras que las de tipo 1 y Il
incrementan. En los machos el tratamiento con este antiestrogénico no tiene un efecto
significativo (Nogami H. 1984; De Paul A. et al. 1997).

Hembras . ’ R I M.?Fh_‘,’s

Con £z .| Con TP .Con nafoxina | Con E ’7C0)1‘72P Con nafoxina’

Célulés‘ tipo 1

k Celulas t1p II,

Celulas tlpo ur Tmas que e!

macho

rTablzi 1.- Respucstas observadas en la proporcion de los subtipos de lactotropos de ratas hembras y
‘machos:después de ser tratadas con estrégenos (Ez), propionato de testosterona (TP) y el antiestrogénico
nafoxina. Las flechas indican incremento (T) disminucion (.L) y sin cambio (-).

. Existe una polémica en cuanto a si la heterogeneidad morfolégica observada, puede estar
'reléciona'da con diferentes estados de maduracion postnatal de las células o si representan
diferentes estados funcionales. Hasta la fecha no se han reportado evidencias que muestren que
las células de tipo-I1 y Tipo-Ill provengan de diferentes células primordiales, lo cual claramente
indicaria que los diferentes subtipos representan diferentes estados de maduracion postnatal.
Nogami y colaboradores (1984), sugieren que los tres tipos de lactotropos pueden representar
una interconversion entre ellos y que la secuencia de interconversion es del Tipo-1 a Tipo-Il o0 a
Tipo-IIl. Finalmente, estos autores plantean que esta conversion puede reflejar cambios en la
: ;;ctividad secretora regulada por E; (Nogami H. 1984; De Paul A. et al. 1997). Esta idea se ve
" _reforzada por el hecho de que las diferencias en cuanto a secrecion de PRL de los lactotropos

“obtenidos en diferentes densidades de un gradiente de Percoll, se mantienen aun después de 3
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“dias en Cultivo (ver mas adelante), sugiriendo que deben estar relacionadas con diferentes estados

de actividad secretora del mismo tipo de célula (Nogami H. 1984; Velkeniers et al. 1988).

Algunos autores (Nogami H. 1984; Bollengier et al. 1988; Vila-Porcile E. et al. 1996) han
reportado una disposicion espacial diferencial de estas subpoblaciones en la glandula, siendo las
células con granulos grandes las que se encuentran mayoritariamente en la zona externa

(periferia) de la misma.

e Secrecion

Como se menciond anteriormente, existe una discusion sobre si las diferencias
observadas entre las dos o tres subpoblaciones descritas de lactotropos implican o no diferencias
funcionales. Podria ser razonable pensar que los dos tipos de células obtenidas por Percoll,
representan dos (sub)poblaciones de lactotropos en diferentes etapas de desarrolio secretor lo que
explicaria que tienen mas o menos granulos de secrecion o éstos son mas o menos densos. Por
esta razon es importante determinar si las diferencias morfologicas antes mencionadas se

acompaiian de diferencias funcionales.

- La mayoria de los estudios de secrecion se han realizado utilizando RHPA. Este tipo de
ensayo permite registrar diferencias en la magnitud de la secrecion hormonal en células
- indiﬁduales; En general, en este método se emplea la proteina A de staphylococos conjugada a
eritrocitos (RBCs) por medio de la incubacion con Cr'’. Los eritrocitos son posteriormente
diluidos en proporcion uno a uno con las células secretoras. Los anticuerpos especificos para la
hormona que se desea medir, se unen a la proteina A a través de la porcion Fc y a la hormona
secretada a través de la porcion Fab. La union de la hormona con el anticuerpo activa el sistema
complemento que es adicionado y provoca la lisis de los eritrocitos que se encuentran en la
cercania de la célula secretora en dependencia con la cantidad de hormona secretada (Smith P. et
al. 1984) El tamafio de la placa de hemolisis es proporcional a la cantidad de hormona secretada

" por la célula endocrina y entre mas grande es su tamaiio mayor es la secrecion.
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Mediante el RHPA se ha caracterizado la formacién de dos clases de placa de hemélisis
en los lactotropos, estas placas difieren en su area y pueden ser placas pequeiias (SP) que tiene
un drea <1,420 um? y placas grandes (LP) de 1,420 um?® de area. El porcentaje de lactotropos que
forman placas de hemolisis es de 19.5+1.3% en los adultos macho y 5.9+0.6% en los neonatos.
El area de la placa promedio es de 3,090+240 um’ en los adultos, con algunas células que forman
~ placas péqﬁeﬁas y otras que producen placas grandes. En contraste, en los neonatos la placa mide

~.en promeéiio_s780i60 um2, y la mayoria de células forman placas pequeiias (Cota et al. 1990).

‘ “En las ratas hembras, la abundancia relativa de las células que secretan PRL varia segun
Ia fase del ciclo estral. En comparacion con la fase ltitea temprana, durante la etapa media lutea y
'fohcullar el numero de células que secretan PRL se reduce, mientras que la proporcién de células
que secretan hormona del crecimiento (GH) se mantiene. Subdivisiones posteriores de células
“secretoras de GH y PRL en simples o dobles secretoras, muestran un cambio dramatico en la
abundancia relativa de estas subpoblaciones dependiendo de la fase del ciclo que podria producir
las diferencias en cuanto a secrecion. Kukstas, Kineman y colaboradores (Kukstas L. et al. 1990;
Kineman R. et al. 1991) encontraron que los lactosomatotropos (células adenohipofisiarias que
'sinﬂtebtiza_n ‘y,sgqretan PRL y GH) son mas abundantes en las hembras de animales preiiados que
ven"",las f'lac’tiér‘:l:tes o hembras virgenes. También observaron que la abundancia relativa de las
’ celulasque secretan PRL incrementa y que las que secretan GH disminuyen durante la transicion

A "}deii,éyr'hbar'a'zo temprano a la lactancia (Kukstas L. et al. 1990; Kineman R. et al. 1991).

Se ha observado que al igual que las diferencias morfologicas antes descritas que varian
“~ en-alguna medida con la regionalizacion de la glandula en zona interna (cercana al ldbulo
- neurointermedio) y zona externa (en la periferia de la glandula), el tamafio de las placas de

hemdlisis formadas por las células de estas diferentes regiones también varia; en las células

i ‘aisladés de la zona interna estas miden de 5,000 a 9,000 um?, y las de la zona externa de 2,000 a

: ,7 500 um En células estimuladas con solucion de alto potasio, los tamaiios de las placas de la

‘fzona mtema varian entre 8,000 y 24,000 um? mientras que las células de la zona externa presenta

un'r rango mas estrecho que va de 6,000 a 8,000 um? (Vila-Porcile E. et al. 1996). En condiciones

: ,basales, los lactotropos de la zona interna secretan mas que los de la zona externa y al ser
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estimuladas con el secretagogo especifico para lactotropos y tirotropos, la hormona liberadora de
- “tirotropinas  (TRH), el area de las placas de hemolisis producidas por las células de la zona
©.% interna a@mghta; sin embargo, las células de ia zona externa forman mas placas nuevas, es decir

"' que aumenta el nimero de células secretoras de PRL. Ademas se ha demostrado que estimulos

- fisiologicos ‘como la succion de las crias aumenta la secrecion de las células de la zona interna
-~ (Vila-Porcile E. et al. 1996).

® Respuesta a factores inhibitorios (DA) o estimulatorios (TRH y estrogenos) de la

secrecion.

Dentro de la caracterizacion de las sub-poblaciones de lactotropos, un parametro
importante para el cual también se han tratado de establecer posibles diferencias, es la respuesta
que estas células tienen a los secretagogos y factores inhibidores que fisiologicamente controlan

la sintesis, almacenaje y secrecion hormonal.

ALka»selc'r‘ecién de PRL se encuentra bajo el control inhibitorio ténico de la dopamina (DA)

. hxpotalamlca que tiene un gran nimero de efectos en los lactotropos: por ejemplo; a través de G;,

‘ a%medla la_reduccion de AMPc, inhibe la fosfolipasa C (PLC), activa canales de K”, induce el

. ensamblaje y desensamblaje de la red cortical de actina. La estimulacion fasica de la liberacion

j,de, la_hormona, una vez que ha sido transformada post-traduccionalemente se encuentra regulada

pdf o'trds factores hipotalamicos como la hormona liberadora de tirotropinas (TRH) que actiia a

; traves de la - activacion de PLC; el péptido vasoactivo intestinal (VIP), que activa la adenilato

,“:b’kclclasa y el peptldo liberador de PRL, que eleva el acido araquidonico (Cochilla A. et al. 2000).

‘ Algunos estudios han mostrado evidencias de heterogeneidad en la respuesta de los
‘:lactotropos a DA por ejemplo; al utilizar técnicas electrofisiolégicas se encontro que la respuesta
felectnca»a DA difiere, existiendo 2 poblaciones de lactotropos, una que se observa en células que
' *"en:_, su mayoria son separadas de las fracciones 3-5 (gradiente de BSA de 0.3-2.4%) y que
muestran una hiperpolarizacién a partir del potencial de reposo, asociado con un incremento en

L,la‘édnductancia de K" después de la aplicacion de DA (respuesta tipo 1) y, las otras que en su
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mayoria“son células de las fracciones 7-9 que no muestran respuesta a DA a su potencial de

‘reposo, pero si la membrana se despolariza previamente, la DA induce una repolarizacion

“""asociada a un decremento de la conductancia de calcio (respuesta tipo 2) (Cota et al. 1990,

- Kukstas L. et al. 1991). Ademas de estas diferencias en el potencial de membrana, en cultivos de
lactotropos adenohipofisiarios en los cuales no se separaron las células en poblaciones
enriquecidas en los cuales se ha registrado el cambio de [Ca®']; en respuesta a DA también se
han descrito dos poblaciones; en uno de los tipos se observa un aumento en la concentracioén de

calcio intracelular y en el otro una reduccion (Winiger B. et al. 1987).

Los lactotropos que son separados en gradientes de Percoll o de BSA y que estan en las
capas de baja densidad, tienen un alto nivel basal (sin estimulo) de secrecion (mayor nimero de
placas LP) y una alta actividad sintética. En contraste, los lactotropos que tienen alta densidad,
tienen baja capacidad secretora espontanea y niveles de mRNA para prolactina pero una gran
poza de PRL lista para liberarse. Utilizando el RHPA se ha visto que el TRH aumenta el area
promedio de las placas (pequefias y grandes), pero no altera la fraccion de lactotropos que
forman placas (Luque et al. 1986), y al separar la adenohipoéfisis en zona interna y zona externa,
en la zona interna las areas de todas las placas de hemolisis son mayores a 10,000 pm? (10,000-
28,000 um?) mientras que en la zona externa son de 6,000-14,000 pm? (Vila-Porcile E. et al.
1996).

‘ El efecto que la DA o el TRH tienen en los lactotropos puede variar de una célula a otra.
En . células separadas utilizando un gradiente diferencial de Percoll, la dopamina inhibe
dramaéticamente la acumulacién del mRNA de PRL en las células de la capa 1 pero no en las de
- la capa 2. Sin embargo, el promedio de granulos aumenta significativamente en las células de la

“capa 2, lo que contrasta fuertemente con la inhibicion de la liberacion de PRL (Kazemzadeh et

* . al. 1992). Utilizando el ensayo hemolitico de placa, Arita y colaboradores (Arita et al. 1991)

< mostraron que la poblaciéon de lactotropos que se inhibe con dopamina aumenta de manera
e dependiente de la dosis. Ellos y otros autores han visto que la poblacion de células que forman
placas grandes disminuye considerablemente a una concentracion de 10”M de DA, sin un
decremento en las células que forman placas pequeiias. Esto sugiere que la dopamina inhibe

preferencialmente la subpoblacion de lactotropos que forman placas grandes. Ademas
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observaron que el 6% de la poblacién de lactotropos no se inhibe con concentraciones de 10°°M
de DA, indicando que existe una subpoblacion de lactotropos con muy baja sensibilidad a la
" dopamina. Puesto que la concentracion fisiologica de dopamina en la sangre hipofisial parece ser
. menor a 107M, es posible que estos lactotropos que no fueron inhibidos con 10°M de dopamina

- in vivo no respondan a su efecto inhibitorio. (Luque et al. 1986; Arita et al. 1991).

Se ha observado que los lactotropos de ratas macho y las hembras madres lactantes,

.- responden de manera diferente a los secretagogos o inhibidores de acuerdo a su localizacion en

~'la glandula. A este respecto, se han identificado dos regiones, zona interna (en la vecindad con el
lébulo neurocintermedio) y zona externa (comprende la periferia de la glandula). Muchas de estas
diferencias regionales en las respuestas a TRH y DA estan relacionadas con la variacion en la
concentracion de los factores hipotalamicos de regulacion, debido a que la parte interna recibe
solo vasos portales cortos que contienen altas concentraciones de dopamina y la zona externa
esta irrigada por vasos portales largos por los cuales reciben menos cantidad de DA. (Boockford
F. et al. 1987, Mena F. et al. 1989 y Lamberts and Macleod 1990). Como ya se ha demostrado, la
inhibicion de la secrecion de PRL por DA es dependiente de la concentracion, por lo que una
posibilidad para explicar la heterogencidad de los lactotropos con respecto a la inhibiciéon por
dopamina podria ser que, como acabamos de ver, las células que se encuentran mas cercanas a la
region central de la glandula sean mas sensibles al efecto de DA, lo cual podria implicar que las
células que se encuentran en €sta region sean en su mayoria células LP. Sin embargo en esta
misma idea de la heterogeneidad regional, se han realizado varios estudios, Boockfor F. et al.
1987 demostraron que las células de la periferia de la glandula secretan rapidamente PRL en

respuesta a TRH y estan moderadamente afectadas por DA. En contraste la tasa de liberacion

]gnta,de PRL de las células de la region central esta escasamente influenciada por TRH y
‘ aiéminuye considerablemente con DA. Asi la incubacion de las células de la parte interna de la
glandula con TRH, resulta solo en un pequefio aumento de la tasa de formacion de placas de
hemolisis, mientras que el tratamiento de las células de la zona externa con TRH, causa un
marcado aumento de la tasa de formacion de placas. Sin embargo, después de 6 horas en medio
de incubacion, los porcentajes de formacion de placas son los mismos en ambas regiones
(Boockfor F. et al. 1987), perdiendo asi las diferencias existentes entre ambas regiones y

sugiriendo que otros factores ademas de la concentracion de DA y TRH que llega a las células a
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través del sistema porta y de su la localizacion regional, deben de estar regulando la capacidad de

los lactotropos de responder a estos importantes factores hipotalamicos.

Observaciones hechas en poblaciones enriquecidas de células de cada una de las zonas
(interna y externa) en ratas tratadas con estradiol o con estradiol y progesterona, mostraron que la
células externas de las ratas tratadas con estradiol y las células internas de las ratas tratadas con
estradiol mas progesterona son significativamente mas sensibles al efecto inhibidor de dopamina
(Hu and Lawson 1996). Estas diferencias regionales que se observan cuando la poblacion de
lactotropos no ha sido separada, se alteran cuando las células de cada una de las regiones se
separan en fracciones pesada y ligera utilizando gradientes de Percoll asi, se puede ver que en
presencia de DA el estradiol genera un aumento en la liberacion de prolactina de las células de la
zona externa cuando no estan separadas entre si, pero el efecto desaparece cuando son divididas.
Por el contrario, en ratas ovariectomizadas (OVX) las células de la zona externa no responden a

la ausencia de DA, pero cuando son subdivididas si lo hacen (Hu and Lawson 1996).

Los estrégenos son potentes estimuladores de la expresion genética, la sintesis y
secrecion de prolactina. Dependiendo de las concentraciones los esteroides pueden generar
hipertrofia o hiperplasia de los lactotropos e incrementar su sensibilidad a otras hormonas como
la TRH, la angiotensina 1l (A-II), el péptido vasoactivo intestinal (VIP). Asimismo los
estrogenos estan involucrados en la regulacion de la sintesis y secrecion de PRL (De Paul A. et
al. 1997). En algunas de las respuestas que se han descrito, el estradiol podria estar generando el
desacople funcional del receptor de dopamina D2, ademas de interferir con la habilidad de los
lactotropos a incorporar DA y reducir el nimero de receptores D2 presentes en la célula. Sin
embargo, existen dos posibilidades para explicar la heterogeneidad de la respuesta que presentan
“los lactotropos a la DA: una es que en los lactotropos haya dos tipos diferentes de receptores de
~ " dopamina; el primero de ellos que mediaria la regulacion de liberacion de prolactina, mientras
‘que la unién al segundo tipo de receptor podria contribuir a la regulacion del mRNA de
prolactina. Asi, segin esta hipotesis los lactotropos de la segunda capa expresarian el receptor
tipo 1 y no expresarian el receptor de tipo 2. Una explicacion alternativa es que el receptor de
dopamina utilice diferentes vias de segundos mensajeros o que, como se ha visto en el efecto de

las sefiales de una célula puedan afectar la liberacion hormonal de otra, como se ha mostrado que
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el GnRH estimula la liberacion de PRL de lactotropos cultivados en conjunto con una poblacion

de gonadotropos, pero no si los lactotropos estan solos (Kazemzadeh et al. 1992).

Recientemente se descubrid que en el cerebro de rata existen dos isoformas del receptor
membranal para dopamina Dz (D2, y D20), probablemente estas isoformas tengan vias de
segundos mensajeros diferentes. Esto apoyaria la primera hipotesis y sugeriria una mayor
plasticidad para la respuesta de los lactotropos a la DA. Ademas de esto, se ha visto, que la
relacién entre estas dos isoformas del receptor D2 es significativamente diferente entre las
poblaciones de los lactotropos de las fracciones 3-5 y 7-9 y que el estrogeno y la testosterona

solo modifican la relacion de su expresion (Kukstas L. et al., 1991).

Como hemos visto, la respuesta a DA y TRH es heterogénea y esta heterogeneidad
funcional depende de muchos factores ademas de la ubicacion y la densidad individual de los
lactotropos, entre ellos, la presencia o ausencia del estradiol o DA y la comunicacion célula-
célula, dejando ver que no solo existe una heterogeneidad morfolégica entre las regiones de la

glandula, sino que ademas existe una heterogeneidad fisiologica celular.
e Niveles de calcio libre intracelular y canales iénicos

En estrecha relacion con la secrecion y los posibles diferentes efectos que tienen los
secretagogos o factores inhibidores sobre los lactotropos, esta la concentracion y dinamica
intracelular de calcio, que se modifica o mantiene segun el estimulo y que podria variar segun las
subpoblaciones celulares que hasta aqui se han descrito. En ese sentido se han desarrollado

algunos experimentos que también han mostrado diferencias entre los lactotropos.

En ausencia de estimulacion, se pueden observar dos grupos de lactotropos; el primero
con grandes fluctuaciones de [Ca*']; (maximo de 300 nM) probablemente debido a potenciales
de accién, y el segundo con [Ca®']; estables (entre 65 nM y 200 nM). El efecto de la DA sobre la
[Ca**]; basal no es homogéneo, pudiéndose observar al igual que para el resto de los parametros
antes descritos, dos tipos de respuestas; una se observa en el grupo de las células en las cuales la

[Ca®*]i es estable, en las cuales ain con concentraciones muy elevadas de DA no ocurren

127



cambios importantes, mientras que en el primer tipo las fluctuaciones desaparecen y disminuye
marcadamente la [Ca®'}; (Horta J. et al. 1993; Malgaroli A. et al. 2000). Algunos autores hacen
una division mas detallada de los tipos de células segun el efecto sobre el [Ca?']; proponiendo
que hay células que no presentan oscilaciones de [Ca’']; (tipo A); células que presentan
oscilaciones de alta frecuencia y baja amplitud con incrementos de la basal de 100 nM (tipo B),
células tipo C que estan caracterizadas por oscilaciones de una alta frecuencia, alta amplitud y
que tienen un aumento de la basal de aproximadamente 500 nM y, finalmente las células tipo D

que tienen al menos una onda lenta de [Ca®']; (Gore A. et al., 1999).
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Fig. 1 Patrones cspontincos de oscilacién de [Ca*); en lactotropos. Sc¢ muestran los 4 patrones
descritos cn ¢l texto como A, B, C y D. Tomado dc Gore A. ctal. 1999 .

128

TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN




La presenc1a y bundancna de estos subtipos de lactotropos en la glandula también varia
‘ ,el estado fisiolégico. Los lactotropos de las ratas lactantes, tienden a presentar

i Wmayores proporc hes de células tipo C y D y pocas de tipo A. Los machos, tienden a tener una

o l_alta proporcxon de células de tipo A mientras que, una proporcion abundante de células en las
] - = ratas hembras ciclantes tiende a ser intermedia entre machos y lactantes, excepto en las células

: de subtlpovB, que parecen no cambiar en funcion del sexo o la edad del animal (Gore A. et al.
o 1999).

De las células que aparecen en la fraccion ligera el 73% muestra un nivel basal de [Ca™);
; ‘,falt'o_ (114434.3 nM), generalmente asociado con oscilaciones espontaneas de Ca** (Lledo P. et al.
71991; Kwiecien R. et al. 1998). En cambio en las células de la fraccion pesada el 79% se

‘)"~,c’:arécteryizan por tener un nivel de [Ca®']; basal bajo y estable (61413 nM) y muchas de ellas

= responden solo a 10 nM de TRH. Sin embargo el 28% de las células de esta fraccion tienen
‘oscilaciones espontaneas de [Ca®'];, son insensibles s« TRH y tienen una respuesta a DA similar a

‘kl‘as' 'de‘ la fraccion ligera (Lledo P. et al. 1991).

. Utxllzando poblacxones de células separadas por centrifugacion diferencial, se ha visto
otenmal de reposos de la membrana (V) de las células de la fraccion pesada es mas

negatlvo' (- 65 :l:]O ZmV) que en las células de la fraccion ligera (-47.418.4 mV) mientras que

los valore ‘de’ resnstenma de la membrana (Rn) no varian significativamente entre ellas. Las

; _celu]as de la: fracélon pesada parecen ser mas grandes (9.313.18 pF) que las de la ligera (7.4

‘ _2 25 pF) y las curvas de conductancia-voltaje, asi como las propiedades correspondientes a los

de la corriente de Ca®*, son similares en las células de ambas fracciones (Lledo

- étrél.:iAQiQI).

; los lactotropos varia de célula a célula. La contribucion de la corriente FD es pequeiia en la

. ;celulas de la fraccion ligera y grande en las de la fraccion pesada. La relacion corriente-voltaje
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(I-V) determinada por la medida del pico de la Ica,2+ muestra diferentes maximos: -10 mV para
“ las células de la fraccion ligera'y +10 mV para las de la fraccion pesada (Cota et al. 1990).

Coté y.'ucola.lboradores encontraron que en los lactotropos de ratas macho, la corriente
,macr'c)scépiba que sé produce a través de los canales de calcio activados por alto voltaje (HVA
por sus siglés en inglés) en respuesta a una despolarizacion bajo fijacion de voltaje es mayor en
. las célul;iS'LP que en las SP. En los lactotropos de animales adultos esta corriente llega a ser tres
Qecés mas grande que en los neonatos. En contraste, la actividad funcional de los canales de
calcio activados por bajo voltaje (LVA por sus siglas en inglés) no difiere entre los 2 subtipos de
lactotropos. Estas observaciones sugieren que la entrada de calcio a través de los canales HVA
puede ser un determinante critico para la tasa basal de secrecion de PRL (Felix R. et al. 1993,
Horta J. et al. 1993). La inhibiciéon de la secrecion de PRL por omega-conotoxina (0-CgTx) o
nifedipina (bloqueadores organicos de los canales de calcio HVA) tampoco es uniforme en la
poblacion de lactotropos; w-CgTx asi como nifedipina, reducen la fraccion de lactotropos que
forman placas grandes, pero incrementa la proporcion de los que forman placas pequeiias. Esto
indica que los bloqueadores de HVA, disminuyen la secrecion de las células LP a niveles

mostrados por las SP (Horta J. et al. 1993).

Con respecto a otros canales, se ha descrito que en los lactotropos de ratas macho, la
expresion de canales de Na™ no es uniforme; la despolarizacién induce una mayor corriente de
Na"* en los lactotropos LP que en los SP. Los lactotropos LP parecen expresar un mayor nimero
de canales funcionales de Na* por unidad de 4rea de la membrana plasmatica que los SP (Horta
J. et al. 1991).

En resumen podemos decir que los lactotropos se subdividen en tres sub-poblaciones
morfoldgicas basadas en la densidad y diametro de sus granulos de secrecion y en 2 sub-
poblaciones segin sus caracteristicas fisiologicas y los parametros que para evaluar esta
caracteristica se observen (calcio intracelular, potencial de membrana, secrecion, etc.). Sin
embargo no se ha establecido la relacion entre estas sub-poblaciones y mas aun, dentro de las
sub-poblaciones fisiologicas pocas interrelaciones se han hecho con respecto a cada uno de los

parametros que se observan y que se describieron anteriormente.
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GONADOTROPOS

,LOS gqnadotropos (GtH) son células de la glandula pituitaria que al ser estimulados con
”horr'r-lona,:‘lvibye:rédora de gonadotropinas (GnRH, por sus siglas en inglés) secretan dos

k ‘;’Agonadofrp;;)‘,ihays hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH). Al igual que
y éh'ilybs".iéctotmpos en los gonadotropos se ha detectado la presencia de subtipos morfologicos y

se "ha observado que la distribucion de las hormonas varia segun el sexo, la edad y ciertas

: :_condlcmnes fisiologicas, llevando a pensar que ademas de la heterogeneidad morfoldgica, existe
o tamblen una heterogeneidad funcional. Sin embargo pocos estudios se han realizado en cuanto a

lal heterogeneidad funcional de estas células.

Debido a que las variantes funcionales de los gonadotropos parecen estar relacionadas
con los mecanismos de control de la secrecion de gonadotropinas, la caracterizacion de estas
_;\‘/ari‘éntes es muy importante. Sin embargo, no se ha desarrollado tanto como para los lactotropos

(Deheny. et al. 1978).

e Subpoblaciones morfologicas.

Al igual que los lactotropos, los gonadotropos se pueden separar empleando diferentes
técnicas como el gradiente diferencial de Percoll o de BSA. De esta forma se han podido
caracterizar diferentes subpoblaciones de este tipo celular y se han tratado de establecer sus

diferencias morfoldgicas y funcionales,

o "En'las‘ratas utilizando un gradiente de 0.3-2.4 de BSA, el porcentaje de gonadotropos
mcrementa gradualmente del 13% en la fraccion 3 hasta el 75% en la fraccion 7 (Denef C. et al.
'1978) Asu vez, los gonadotropos de porcino se pueden dividir en tres subpoblaciones: de baja
: densidad (fraccion 8, densidad 1.087g/cm®) de densidad media (fracciones 13-12, densidad 1.062
g/cm®) y de alta densidad (fracciones 15-14, densidad 1.049 g/cm®). Los animales neonatos
poseen células de alta y baja densidad, los prepuberales poseen las tres subpoblaciones, mientras

que los maduros soélo tienen de densidades alta y media (Torronteras R. et al. 1993).
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En los neonatos de cerdo, se encuentran dos poblaciones enriquecidas de gonadotropos con
densidades de 1.049g/cm’® y 1.087g/cm’® correspondiendo respectivamente al 57% y 19% del
total de gonadotropos. En estos animales la subpoblacion de baja densidad esta compuesta en su
mayoria por células bihormonales FSH/LH (74.3%), aunque algunas células solo contienen LH
(25.7%) mientras que las células de alta densidad son exclusivamente células bihormonales. El
examen ultraestructural de las células de baja densidad muestran un RE rugoso (RER) y
complejo de Golgi (GC) muy desarrollados y granulos de secrecion (GS) en pequeiias
cantidades. Por el contrario las células de alta densidad tienen grandes cantidades de granulos

(Torronteras R. et al. 1993).

En los animales prepuberes de cerdo, la poblacion de gonadotropos estd separada en tres
subpoblaciones de acuerdo con su densidad: 1.087g/cm®, 1.062 g/cm® y 1.049 g/cm® con 41%,
21% y 8% del total de células GtH respectivamente. La poblacion de baja densidad esta
basicamente compuesta por células monohormonales de LH (82.2%) e incluye pequefias
cantidades de monohormonales FSH y bihormonales. Tienen granulos de secrecion poco
desarrollados y la maquinaria biosintética (RER y CG) muy desarrollada. Las poblaciones de
densidad media y alta son casi exclusivamente células bihormonales. Las células de alta densidad
tienen grandes cantidades de GS y una maquinaria de biosintesis pobre. La subpoblacion de
densidad media tienen pocos y pequeiios GS y muy poco desarrollado el RER y GC. Por el
contrario, en los animales maduros s6lo se detectaron células de media y baja densidad con 27%
y 30% del total de células GtH respectivamente (Torronteras R. et al. 1993). Las células de baja
densidad estan compuestas en su mayoria de monohormonales LH y bajas proporciones de
monohormonales FSH (19.6%) y bihormonales (20.6%). Las células de densidad media tienen
primordialmente células bihormonales (62.5%) y 37.5% de monohormonales FSH. El examen
ultraestructural de estas células muestra que las de baja densidad son morfolégicamente similares
a las de baja densidad de neonatos y prepuberes al igual que las de media densidad (Torronteras
R. et al. 1993). Es interesante hacer notar que las células de los neonatos son en su mayoria
bihormonales LH/FSH, mientras que los GtH de los prepiberes y maduros en su mayoria son
monohormonales LH. Estas diferencias pueden estar relacionadas con lbs cambios en la

secrecion de las hormonas gonadales durante el desarrollo.
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De acuerdo con Torronteras R. y colaboradores (1993), las subpoblaciones morfoldgicas de
los gonadotropos se pueden dividir de la siguiente manera: 1) células que sintetizan y que
corresponden a la poblacion de baja densidad, estas células tienen muy desarrollada la
“maquinaria” de sintesis (RER y GC) y pocos GS; 2) células en descanso (poblacion de densidad
media), con pocos GS desarrollados y maquinaria de sintesis. Por ultimo, la subpoblacion de alta

densidad o células de almacenaje, con abundante GS y poca maquinaria de sintesis.

Existen diferentes interpretaciones de la funcion fisiologica que pueden tener estas
subpoblaciones. Childs y colaboradores (1981) sugieren que en la rata las células con pocos
granulos de secrecion pueden ser un grupo de células inmaduras que posteriormente se
desarrollan, mientras que Torronteras y colaboradores (1993) plantean que al menos en el cerdo
este tipo de subpoblacion celular podria representar células maduras en una fase del ciclo
secretor en el cual las células sintetizan hormona. Una explicacion semejante se le da, al tnico
grupo de células que no se encuentra en el animal maduro, la subpoblacion de alta densidad o
células de almacenaje segin Torronteras y col. (1993) podrian representar también un grupo

menos activo de células GtH que representan otra fase del ciclo secretor.

Estudios con ratas ciclantes indican que los gonadotropos de tamafio pequeiic o medio
pueden agrandarse o volverse mas densos durante el diestro temprano y ser reclutadas para
contribuir al pico de secrecion de LH durante el proestro. Esto sugiere que los cambios de
tamafio y densidad son fisiologicamente significativos y dependen del estado hormonal del

animal (Torronteras R. et al. 1993).

En resumen, podemos decir que: 1) los gonadotropos de baja densidad que estan presentes en
animales neonatos, prepuberes y maduros tienen muy pocos granulos de secrecion que ocupan
cerca del 10% del citoplasma, tienen muy desarrollado la maquinaria biosintética (reticulo
endoplasmico rugoso y Golgi) lo cual ocupa cerca del 30% del volumen citoplasmico. Esta
subpoblacion de gonadotropos es equivalente a las células de sintesis y almacenamiento.
Preferentemente son bihormonales en los animales prepuberes y secretan un tipo de hormona
(LH) en maduros (Lloyd J. et al. 1988). Algunos autores han planteado que estas células no son

sensibles al GnRH y por lo mismo las denominan células inmaduras (Childs G. et al. 1983). Los
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gonadotropos de densidad media o células en reposo que almacenan ambas gonadotropinas,
i estan’ presentes en animales prepuberales y maduros. Tienen pocas vesiculas de secrecion que
:,;k,ocupan cerca del 12% del citoplasma y muy poco desarrollado RER y GS y por ultimo los
‘gonadotropos de alta densidad que soOlo estan presentes en animales neonatos y prepuberes. Sus

granulos de secrecién tienen gran didmetro y ocupan cerca del 25% del volumen citoplasmatico.

‘El RER y las GC estan escasamente desarrollados asi, estas células representan un grupo de

: ngg_lryilgrs de almacenaje que contienen ambas hormonas (Childs G. et al. 1983).

‘e Secrecién

El GnRH es el principal regulador fisiologico directo de la secrecion de gonadotropinas por
los gonadotropos de la adenchipofisis. Otras hormonas y neurotransmisores como arginina,
vasopresina (AVP), oxitocina (OT), neurotensina (NT), serotonina (5-HT), polipéptido pituitario
activado por adenilato ciclasa (PACAP) y endotelina 1 (ET-1), pueden afectar la liberacion de
las gonadotropinas asi como diferenciar entre grupos de gonadotropos y regular diferencialmente
la secrecion de FSH 6 LH. Los gonadotropos difieren en su sensibilidad a estos factores (Billiard
J., 1996).

Las células obtenidas de ratas hembras, forman placas de hemolisis cuyo tamafio es mucho
mayor (8668%399 pm?) que las de los machos (1667+152 um?®). El porcentaje de células
positivés para LH aumenta significativamente con la edad en ambos sexos, de 5.2+04% y
5.6i0;2% del total de la poblacion celular de la adenohipofisis en la hembra y en el macho
respecti‘\}amente a los 5 dias, a aproximadamente 10% en ambos sexos al dia 15, cayendo
despuéé signiﬁcativamente a 5.740.4% en la hembra en proestro y 6.7+0.4% en el macho. No

exiéteh‘ diferencias significativas entre el macho y la hembra excepto a los 30 o 40 dias de edad

!,t’(CWhen" H T 1988). La media de secrecion de LH de células individuales indicadas por la media
| ; 'maﬁ‘o de las placas en RHPA también incrementa gradualmente con la edad en ambos
“5eX08 d;;af 11414120 pm? en la hembra y 1301138 um?® en el macho a los 5 dias de edad, hasta un
plcocerca de los 50 dias de edad de 3193+55 pm” en el macho y 8668+399 um?® en la hembra
(Chen H.T. 1988).
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Los gonadotropos pequeiios son multipotenciales y responden inicialmente a la estimulacion
con GnRH sintetizando y almacenando una de las gonadotropinas, mientras que los
gonadotropos grandes se han reportado diferentes patrones de secrecion de LH y FSH segun si
las células son monohormonales o bihormonales. Los gonadotropos grandes monohormonales
presentan una mayor tasa de secrecion y los gonadotropos grandes multihormonales responden
incrementando tanto el numero de células secretoras como la cantidad de hormona secretada y
tienen una secrecién de ambas gonadotropinas no paralela cambiando la tasa de empacamiento

de las subunidades y su transito en el complejo de Golgi (Torronteras R. et al. 1995).
o Variaciones de calcio libre intracelular.

En comparacion con todo lo que se ha estudiado y caracterizado acerca de las subpoblaciones
entre lactotropos, poco se ha reportado a cerca de las subpoblaciones fisiologicas de los
gonadotropos. Se sabe que en ausencia de GnRH, cerca del 50% de los gonadotropos presentan
potenciales de accién espontaneos y fluctuaciones pequefias de [Ca®']; basal con un nivel de
[Ca*"); de aproximadamente 198 nM mientras que el otro 5S0% mantiene un nivel estable de
[Ca®*]; (175%3nM) (Lida T., et al. 1991). La respuesta de [Ca?']; al estimulo con GnRH,
endotelinas y PACAP es muy semejante en ambos subtipos celulares para células de machos,
hembras y ratas ovariectomizadas, siendo su forma dependiente de la concentracion del
secretagogo (Kwiecien R. et al. 1998). La sefial de [Ca®']; esta fuertemente influenciada por la
etapa del desarrollo, el ciclo estral y la ovariectomia, pero entre las células de la glandula de un
mismo organismo parecen no haber diferencias significativas en la respuesta al GnRH (Tomic
M. et al. 1994). Algunos autores han reportado diferencias en la respuesta a agonistas de canales
de calcio tipo L. como es el Bay K que en algunas de estas células produce una serie de

transitorios en la [Ca®"]; y en otras no tiene ningin efecto (Rawlings S. et al. 1991).
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CONCLUSIONES

o Durante muchos afios se pensd que las diferencias entre las células de la glandula
adenohipofisiaria solamente estribaban en el tipo de hormona que cada una secreta, e
inicialmente se planted que cada tipo de célula secretaba solo un tipo de hormona. Con el tiempo
y el avance de las metodologias e instrumentos de estudio, algunas de estas ideas empezaron a
cambiar y se encontré que hay células que pueden sintetizar y secretar mas de una hormona
(lactosomatotropos o FSH/LH) y que estas mismas células pueden cambiar de un tipo a otro de
hormona secretada dependiendo mayoritariamente de factores fisiologicos como la edad, el sexo,
la fase del ciclo reproductor, etc. Ahora, resulta un hecho que las células de la glindula
adenohipofisiaria representan una poblacién celular muy heterogénea y por lo tanto la
‘comprensién de los mecanismos de regulacion y organizacion de esta heterogeneidad se ha

vuelto mas complejo.

A medida que se avanza en el estudio de los mecanismos de regulacion de la secrecion
nos hemos dado cuenta que si bien existen caracteristicas generales, como secretagogos
especificos, mecanismos de cambio en la [Ca®'];, tipos de canales idnicos, etc. éstos constituyen
caminos generales sobre los cuales se encuentran muchas variaciones entre los 6 tipos celulares,

pero no solo entre ellos, sino también internamente entre miembros de cada grupo.

En la adenohipdfisis se han observado grupos de células (19-39%) que a pesar de que
muestran un aumento en [Ca®’]; al ser estimuladas con una despolarizacion de la membrana, no
responden a ninguna de las hormonas estimuladoras de la liberacion de hormonas (HLHs).
-kT‘ambién existen células (31%-50%) que solamente responden a un HLH y, grupos (29%-31%)
f_é‘ug'-fesyponden‘a mas de un HLHs, incluyendo una minoria (3%-7%) que responde a todos
f(‘;Vi‘lla,lqb,o:s C. et al. 1997). El significado de esta heterogeneidad, incluso en la respuesta a los

. secretagogos “especificos” dista mucho de estar aclarado.

Como se ha descrito en esta revision, muchas de las caracteristicas o parametros que se
estudian de las células adenohipofisiarias, varian dependiendo del sexo, la edad, la fase del ciclo

reproductor y la regién de la glandula y, en su mayoria estan asociadas con diferencias en la
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secreéiéri ‘(sintesis transporte y liberacién) de hormonas. Sin embargo la discusion sobre el
sugmﬁcado de estas diferencias no ha ido muy lejos, puesto que resulta dificil comprobar si estas
dlferenmas se deben a que cierto tipo de células es mas o menos inmaduro y por lo mismo no
desarrolla los mecanismos o instrumentos para la secrecion o si por el contrario constituyen
subtipos diferentes con otras funciones como sintetizar y secretar factores troficos o regular la

secrecion de otras células a su alrededor.
Por todo lo anterior, para poder estudiar y entender la hipofisis se vuelve cada vez mas

importante tomar en cuenta esta heterogeneidad celular considerando ademas, los factores que

pueden intervenir en establecer dichas diferencias.
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Abstract

It is the prevailing view that the neurchypophysis derives from neural crest while th
anterior lobe is of ectodermal origin. However, it has been recently suggested th
cells could have in part neuro-ectodermal origin, and thus should express speci
This issue was examined previously with conllicting results. The present study &
the question of whether or not neuronal markers are expressed in the adenohypophy:
quanmahve nmmunoﬂuorescence we have positively Idenur‘ ed a subset of anterior pituitary cells,

displays plaslic changes along the oestrous cycle, with the m,
at oestrus and the minimum at proestrus. NF68 immunoreactis
oestradiol replacement and treatment with an specific oestroge
ovariectomy induced a significant reduction in the number,

The pituitary comprises an endocri or) and a neural
(posterior) lobe. Generally, it is =nc¢:cpt that the ncuro-
hypophysis derives from ncural’ crestiwhile the pituitary’s
anterior lobe is of ectodermal;.origin. “However, separate
observations have led some, 1510 suggest that at least a
subpopulation of anteriorpi ry cells could have a neuro-
ectodermal origin. Ta and Pearse (1), working in the
leghorn chicken, suggested,.that.the two lobes of the pituitary
originate from the:ventralineural folding. More recently,
argued:that at least the corticotrophs from
the frog pituitary originateifrom the ventral ncural plate, and
Ogawa et al. (3) showed:tHat endocrine cells from the anterjor

pitvitary
neyronal markers.
ts to clarify
Using

lobe of human pituitary can express both keratin (an epithelial]
marker) and neurofilaments (a neuronal marker). Studies
focused on the carly development of the gland gave experi-
mental support to the notion that the anterior pituitary cells
could be partly of neuro-ectodermal origin. Performing
microsurgical experiments on the chicken embryo during ibe
open neural state, EJAmraoui and Dubois (4, 5) found evi-
dence suggesting that the anterior ridge of the neural plate is
predetermined to form part of the adenohypophysis.

If the above-mentioned hypothesis is correct, then it corld
be expected that at least a subset of anterior pituitary cells
should express specific neuronal markers. This question has
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2 Oestrogen regulates neurofilament expression in anterior pituitary

been examined in the past with conflicting results. Ogawa et al.
(3, 6) reported the expression of neurofilaments in human
male and female adenohypophysis and Tooze ef al. (7) showed
that adrenocorticotropic hormone (ACTH)-secreting AtT-20
cells derived from a murine pituitary tumour express all three
neurofilament polypeptides among other neuronal features.
However Trojanowski et al. (8) and, more recently,, Halliday
et al. (9) in human pituitary and Back et al. (10) in rat pitui-
tary, reported that neurofilaments were absent in the anterior
lobe, being only present in the ncurohypophysis. These
conflicting results could be due to differences in experimental
conditions, different sensitivity of the assays or uncontrolled
factors, such as age and sex of the animals.

The present work began with the specific goal of
re-examining the expression of different ncuronal markers
[neurofilament (NFs) 68 kDa, NFs 200 kDa and MAP-2] in
short-term primary cultures of rat pituitary. Our results pro-
vided convincing evidence that a subset of pituitary cells from
the adult rat have a robust expression of these neuronal
markers, which in addition is sexually dimorphic. Pituitary
cells expressing neuronal traits correspond to subsets in the
population of lactotrophs, somatotrophs, thyrotrophs and
gonadotrophs. One question that remains to be answered is to
what extent the findings of this study may imply differences
in the physiological role of subsets of pituitary cells in males
and females.

Methods
Prinary adtecs of rat pitdtary colls

All anitm) studics were performed under an institutionally approved prot
similar to the USPHS Guide for the Care and Use of Laboratory Anirgal
Wistar rats were anintained in the Institute’s animml facility under a 12312k
lightdark cyde and were fod mt chow ad libiten. They were killed by
decapitation under cther amaesthesia and pituitary glands were dissectod under
aseptic conditions. Pituitary glands were taken from famle and e rats of

supplcirenied with bovine serum albumin (BSA rmcucn V.:Gibco BRL)
0.75 mgym! (DMBvi BSA). The x\danohypofixyvs wis’| ated ﬁm’n the
- Tk

trypsin* (Worthington
nxy'ui type- 1 collagenase
at.37"CThe tissue frag-
ments were gently triturated with a fire polishi conized Pasteur pipette
and the cells were washod twice with DMEM-BSA and centrifuged for 10 min
at 1200rpm The pellet was nsuspux.bd l]_ylLM-cu!lun: medium
(DMEM supplermented with 107 heat-inactiv {60 "C, 1 h) Horse Senan,
Gibco BRL, 2% heat-imctivated Fetal Bﬂvun Serum Gitbco BRL, 10000 U
penicillin Gibco BRL, 10 mg/mi. streptomycin, Gibco BRL, and S pg/ml
insulin, Signn, St Louis, MO, LSA) This concentration of oestradiol in the
batches of serum wsed in this study (befoiw inactivation) was amm.umldy
6.8 x10™1'M (Serum Biochemical Profile, Gibco BRL), which gives a final
concentration in the culture frdium of 8.0 x 10 “2M. Pituitary cells were
preplated for 45 min on sterile plustio Petri dishes to remove fibroblasts and
other contaminating k. Aliquots orso,u ofumttar:!n.l mu.nnry cells were
then seeded on #1 round glass coverslips (Thomas Sci boro, NJ,
previownsly treated with lmugml poly L-lysine (ng) and placed in
the bottom of 12Z-nmltined? cultu.n: plates (Costar, MA, USA)ata
density ofolD“uﬂ pcrwcll Anar JOmm. lm| of culture medium was
d at 37°C in a humidified
nmnsxim(‘?.?‘/omrmﬂ S‘/oCD;-) Routine medium changes were carriod out
three times perweek. Although healthy cells could be maintained for up to

Biochern Co., Lakewood, NJ, LSA)nndO

3 weeks in culture, all results here reported ware carried out with cultures
maintained for 24-36h

Qe of ree syvrpathetic nagones

Qultures of superior cervical ganglion neurones were prepared as prevoious!
dm-nhad (ll) Briefly, ganglia from 10-day-old rats;werc umoved under
cther

d with trypsin- EDTA {Gibco
1 and'.h:mlls msmpcndcd in «-MEM containing IU‘AF!Band

Ag’oupof‘)oWistarfamlcorrmhnsw(hysol’wmh!amﬂy
g institutionally approved guidelines for antml care

mdu:.hnsmmlpwudumwnsuxduﬂuimﬂ:rmcpu:mrﬂmomam

general 1

caprs, the rats were treated onlly for
5 days with 0.01 mg/kg of lO'/u ﬂucm'cmool solution (Nufior, Shering Plough)
and ined chily for Rats were fod ad libinen and main-
taincd on a 12: thbglnldmkqdc. After 15 days postoperation, rats were
killed and pituitary ocl cultures were prepared as previously explained.

Qestrogen nplacarent therapy

QOcstrogen treatiment was conducted as previowsly described (12). The oestro-
gen 17fkocstradial; 1,3,5(10)-ocstratriene 3,178dial (Sigma) was diluted in
sesame oil (02 nyni) and administered suboutaneowsly (20pug per 100 g
weight) daily at moming approximately 0.2 i sesane oil injectod per (rat),
for 4 conscautive days to a group of 15 gonadk ized rats, beginning on the
15th day after the operation. Control gomdectamized rats were injected with
the stune amount of oil. After the treatirent, rats were killed and pituitary oelt
cultures were prepared as previously deseribed.

Anti-oestrogeriic troatinont

“Tamonifen administration was carried out as reported by Donath and Nishino
(13). Tamoxifen 1 mg (Nolvadex; Zemaca Mexicana, México Clity, Mexico)
was dissolved in 25 ml of tap water. This amount of water was given daiy to
four fermle rats 60 dhays of age for 15 consccutive days. Contral rats were given
the sane amount of tap water. Rats did not drink any other water during the
tamoxifen treatment period. Thereafler, mats were killed and pitudtary cell
cultures were prepased as previously described

d>2002 Blackwell Science Ltd, Jarnal of Naroendocrinology, 14, 1-19
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Oestrogen regulates neurofilament expression in anterior pituitary 3

Immunafiuorescence

L ieing of specific neuronal kers and
immunoreactivity

i of

tissue was dehydrated in graded ethanol and embedded in paraffin as described
previowusly (14). Sections of S um in thickness were cut and mounted on glass
slides. The paraffin was then removed and slices were rehydrated. For immuno-
hhﬂmﬂtmmlmdmfamﬂcd(ummsam- 'thml]

The primary antibodics used were anti-rat 68 kIDa neurofilament ||
immunogiobulin (1g)G anti-NF68; clone NR4, Dako, anlma, CA, LSA]
anti-rat 200 kDa ncurofilament (monoclonal IgG anti-NF200, RMO-24,
Zymed Laboratorics Inc., San Francisco, CA, USA) and anti-rat mictotubule
associated protein (anti-MAP-2; clone HM4, Sipm). The scoondary anti-
body uwed for detection of ncuronal markers was tetramcthyl-rhodamine
isothiocyamate (TRITC) conjugated antimouse antibody (Zymed).

Cultures were washed twice with phosphate-bulfered saline (PBS), fixed with
4% parmfonmaldehyde in PHS for 30 min at room temperature, washod with
P8BS and incubated with a blocking-pemeatilizing solution containing 0.2
BSA (wv) and 0.1%(w/v) Triton X 100 for 30 rnin at room tenperature. Then,
cultures were washed, and incubated in a humid chamber ovemnight at 4 °C
with ane af the primitry monoclonal antibodies (anti-NF68, anti-NF200 or
anti-MAP-2; dilution 1:100). The next day, cultures were washod and
incubated for 2h at room tamerature with TRITCcanjugated antimouse
secondary antibody (dilution 1:80). Afer final washing wilh PHS, coverslips
were mounted on glass slides with mounting medium containing 15 maof
NaN3j (Dako). Negative controls were prepared by reacting cultures with
ﬁ)l}tmnnrynnhbodyalon:a(ni)dtmxhrynnﬁbmiyn}m As

d, these F d no fluor

Cullun:s were viewed with epifluorescence  microscopy (excitation:
510-560 nm, dichroic mirror 580 nm, barrier filler 590 nm) with a 100-W
mercury lamp mounted on a Nikon Diaphot TMD microscope (Nikon) and
wsing an oil-immersion objective (Plan Apo 60 x, NA 1.4, Nikon). lmapes
were acquired with a cooled OCD digital canera of hiph seasibility and
lincarity (16 bit resalution; MCIDI000; SpectraSource Instnuments, Westlake
Village, CA, USA). [llumination was limited to the exposure time with an
electronic shutter (Lambcda 10, Sutter Instiuments, Axon Ins., Union Gity,
CA, LSA). To csubhsh lhc nmopnmc exposure range, cxpu:uxl minirmuem
and i ities were determined by measuring the mean

ity of pressing CHO cells and strongly expressing rat

syrqxu.hmc ncurones (negative and positive controls, respectively). Exposures
of 0.25s were found best for the range of fluorescence intensities of the
cs. Uncompressed FITS inages were converted to TIFF inage fonma

(8 buts) and stored for amalysis. Imapes were analysed with Inmge-Pro Plus-

soltware (Modia Cybemetics, Version 2.0, Silver Spring, MD, USA). Asn'nll
circle (5.0pum in diameter) was defined as the arca of interest from whic

nean brightness was detenninad. Fluonsoonce intensity neasuroments’ were

obtained by placing this cirde on the cytoplasmic (non-neckar) region of cach
ol of the image, as well as from 3-8 areas of the coverslip free of cells
(background vatues). Pituitary cells were casily dnsungulshed from fibroblasts
and other contaminating aclls present jn these primary cultures. The mean
bnckground ﬂoruccncc from each ficld was then subtracted from the faw

itics of all cells d from the samc field. Backgio
corrected fluorescence intensities (specific fluorescence) ‘ftom all cells com-
prised in up 10 100 ficlds of at least three independent cultlifes from cach
experimental group were cotlected and processed (see t:dow) “The esults were
plotted with Origin 3.8 (Migucal, Northampton,”MA, UsSA) ‘and imnge
composition was nnde with Microsoft PowerPoint (Micnmo(\ » Redmond,

very experimental condition was mp.mcd at. bst uuu: titnes, 'md ¢hm

ation of Triton X 100 in the BS.
was increased l‘mrn Q1 to 1% (v/v), and all xncuhauom
were condicted in the presenee of BSA-containing
solution.

ldentification with double-immunolabelling ol’pi{m
neuroaal muhn

mmryaxm!nnmum’bodks.mﬂaﬁammhswmmu::y
were incubated for 2 h with the FITC< d secondary
1:100), After.

leth') mswmadumliochmdmlblmiums:lsmth:mnxuy

luftnry hommnc complex thus preventing nonspecific binding
ant

¥ three more mshs. cells were incubated at room temperature

with the monoclomal anti-NFGB antibody, and then, for an additional

the sccond seconctary antibody (dilution 1:100, CyS-conjugated

Zymed). runlly. the coverslips were nunted on glass slides with

plished by incubating for 2 h a primmary antibody in the presence of an excess off
their specific hormone (100 pg/ml; supplied by Dr Pardow, NIH-NHIDDI),
and then reacting cultures, first with the preincubated antibody and then with
the secondary antibody. No irrmumoreactivity was found after this procedure,
nor by reacting cultures with the primary antibody alone or the scoondary
FITC abelled antibody alone. Nepative control for the seoondary antibodies
was accomplished by two approaches. In the first case, cultures were incubated
Mlhutmnnrymm'hodyﬁrngamhnfruxn(mbhtmmhonm)mﬁ:
pn:x:n: of the F(ab')zfmcuon of guinca-pig anti-rabbit 1gG (dilution 1:20)

then reacted with the unmatched secondary antibody raised against
n:umnal mu'kcrs(QrScmuugntnd antinouse 1gG). TH procedure gave no
CyS u In the second case, cultures were incubated with the

rcsulung from the analysis of up to 300 ficlds'of the same experi
candition in different cmmmmrmm’!bnm SEM and n reported
camespond 1o all the oells countexd in @l repetitions, of the sune condition
Duata annlysis was performed wsing” the statistical program Statview 4.57
{Abacus O)na:pt_g Berkeley, CA, LsA), wx(h canparisons using analysis of
factorial variance (factorinl-ane ‘at: 95% confidence interval based upon
Fisher’s PLSD test (this statistic is not shown). A nonparanetric statistical test
(Kolnogorow-Simimov) was .jdso usod. This test appears more appropriate to
compare our dala groups, since the distribution of the fiuorescence intensity
in pituitary cultures conforns a’ Poisson distribution rather than a noarm)
distribution. Significant’differences obtained with the Kolmogorov-Smirnov
are reported at the 99% Confidence interval. The main conclusions of this study
rermined unaltered regardicss oru: statistical test used.

Immunolabelling of pihnlzry shccs

The pituitaries from 60-day old female rats were removed and fixed for 72 b in
10%% bgﬂ'aud formatin (10% neutral foml), after washing ovemigin, the

92002 Blickwell Science Ltd, Journal of Newroendocrinology, 14, 1-19

pnmary antibody (rabbit 1gG), specific for a given h.ormone, the correspond-
ing anu’bod_y (FITCconjugated anurabbit 1gG) and the Rab)a
fracton of guinca-pig antirabbit IgG Finally, the culture was incubated
with the sccondary antibody specific for the neuromal marker alone
(CyS-conjugated antimouse 1gG). Again, it was confirmed that this procedure
gave no Cy5 immunofluorescence.
On the day after the staining, all cultures from a given

imaged with a laser scanning confocal ncruscope (Bio-Rad MRC lO”4
Hercules, CA, USA), equipped with a Kr/Ar laser. The confocal microscope
was rmounted on a Nikon inverted microscope (Diaphot 300, Nikon) and an
mllmnﬂsonolycajvc(l4NA.HanAp0m& Nikon) was used for the
observations. Excitation and amission scttings were as fcﬂm t:xcnauon
488 nm, emission S22 D32, for imaging FITC g and

647 nm, mwm@mrmhmgxlgcysmmnghmnm
gain and laser power remained fixed for the same baich of cultures. They
ranged from 25-27 98-1503 and 137 respectively. Irmges at 488 nm and
647 nm excitation cither ly or comourrantly with the
nldo!‘ﬂl:lmnslnrplmptogmm(mo-md) Subsequent analysis and
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4 Oestrogen regulates neurofilament expression in anterior pituitary

processing of confocal images was carried with software written by Todd Qark
Burile (Confocal Assistant 4.02).

In each experiment, approximmtcly 9000 cclls from 4-5 coverslips were
amalysed. Cill counting ind udod unstained, NF68-positi ve, pituitary horrmone
positive and double positive oclls. The results were expressed as the percent-
age of NF68-positive cells out of the total of identified cells positive for a given
pituitary hormone. This percentapge was determined by dividing cells inamumo-
reactive to both NFG8 and a given pituitary hormone by the total number of
codls expressing the same pituitary hormone,

Results

NF68 i fl

v ) ion of anterior
pituitary cells.

e in the popul

The specific immunofluorescence of 68 kDa neurofilaments
(NF68) in cultured anterior pituitary cells was first obtained
from cycling young adult female rats (60 days of apge).
Fluorescence microscopy revealed a continuum of Iabelling
intensities, which we decided to arbitrarily divide into three
groups. The first group consisted of cells with very low specific
fluorescence (i.c. less than 25 arbitrary units; au). Since this
level of immunolabelling was similar to that of negative con-
trols (e.g. CHO cells that were stained concurrently; Fig. 14
and histogram distribution in Fig. 28, these cells were classi-
fied as nonexpressing cells (NE). A second group of cells,
which showed weak NF68 immunoreactivity (25-100 au) was
classified as weakly expressing cells (WE). Finally, a third
group, showing robust NF68 immunoreactivity (100-250 au)
was termed strongly expressing cells (SE). Immunostaining
of SE cclls was similar to that of positive controls (e.g. rat
sympathetic neurones that were stained concurrently; Fig. In
and histogram distribution in Fig. 2¢). Examples of pituitar;

cells, grouped into three different types by its NF68 prot
expression are shown in Fig. 1(c). Importantly, NF68- posihv
pituitary cclls retained their round to polygonul cell mor-

“markers (14, 16).
ifirmation by multiple
gainst the different

However, this supposition awmts c
immunostaining with antibo
neuronal markers.

Even when prcvmus smdx
cells in culture can m ir functional differentiation
for several weeks, and sometimes for months (17), it could be
argued that the synthesis 6F neuronal markers could reflect an
anomalous condition“resulting from tissue dissociation or
culture conditions. In th pard, it should be mentioned that
adrenal chromaffin cells, which do not express NFs in situ, can
express themiander ‘culture conditions (18). To rule out this
possibility, NF68 1mmuno|abcllmg was conducted in 5 pm-
thick sections of intact pituitary glands. The intensity of NF68
xmmunoﬂu escence in slices of the intact tissue is more

nstrated that pituitary

difficult to quantify than in cultured cells because of partjal
sectioning of cells and differences in fluorescence mlcnsnly due
to variation in focal plane. However, as shown_i

NF68-positive and NF68- ncganvc endocrine €ells could be
dnsungmshed without difficulty in the adcnohypophys:s As
ress:on is

shown in Fig. 3(w), the distribution of NE&

can bc drawn from these studles is that bolh in situ and in vitro.
a subsct of antcnor pnunaty-cclls exxsts that express neuronal

0.4 au, n=346; 17.24+ 1 au, n=139; and 15.14+2.2 au.
=137, respectively) (Fig. 4). In cells from 45-day-old rats,
i small increment (3.5%) was scen in the percentage of
NF68-positive cells, although SE cells were still infrequent
(1.5%) (Fig. 4. In contrast, the mean specific fluorescence
of pituitary cells from 60-day-old rats (Fig. 2A) was high
(40.4+ 0.8 au, n=2637), and the fluorescence distribution
showed the three subsets previously depicted. Here, the total
percentage of NF68-positive cells (WE and SE) was 48.7%.
NF68 protein expression in 90-day-old rats was very similar
to that of rats aged 60 days of age (specific fluorescencs
33.7+2.2 au, n=751). These results clearly indicate that ths
expression of neuronal markers in pituitary cells increases
gradually during ontogenetic development, reaching a plateax:
level by the time the female rat acquires sexual maturity.

Sexually dimorphic expression of NF68 protein
in pituitary cells

The finding of an apparent link between the expression of
neuronal markers and the beginning of sexual maturity
of female rats prompted us to examine if an age-dependen:
increase in NF68 protcin expression also occurred in pituitary
cells from male rats. Contrary to our observations in cellk
from female rats of the sarnc age (P <0.0001), the expressioz
of NF68 in cells from adult male rats was weak and uni-
form (mean specific fluorescence 22.6+ 1.2 au, n=383), ancd

422002 Blackwell Science Ltd, Journa! of Naaoendocrinology, 14, 1-15%
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Oestrogen regulates neurofilament expression in anterior pituitary §

Fwa 1. Determination of 68 kDa ncurofil
cells, used as negative control. (Al) Pl
(1} Epifluorescence image of cultured rat path
were obtained from a female rat aged 60 d|

ion by digital fl
contru micrograph. (A2) prﬂuomsu:nce image of the same field sh g ivity
ic neurones, used as positive controls. © Pituitary cells in pmmxy culture stained for NF68. Cells
“The figure illustrates examplcs of nonexpressing (NE), weakly expressing (WE) and strongly expressing

microscopy. (A4 NFGS nmmunoﬂuormncc of CHO

pitvitary cells (SE: see text for definitions). The white circle (5.0 pm in diameter) illustrates the area of interest from which mean brightness was
determined. Tine of exposure is the sqnn' {250 ms) in A2, (9 and (c). Scale bar=20 un

slightly, but statistically significantly higher than in cells from
pubescent (45-day-old) female rats (P < 0.0001). This is shown
in Fig. 5, which compares the histogram distribution of NF68
immunorcaclivit_.y n pituitary cells obtained from male and
female rats of the'same age (data from three repetitions were
pooled). The.proportions’of NE, WE, and SE cells are shown
in Table 2. These results indicate that the expression of
neuronal markers'in the pituitary is sexually dimorphic, and
implies that female ponadal hormones are likely to be involved

492002 BIad(_WclI Science Ltd, Jowrnal of Neurocidocrinology, 14, 1-19

in the regulation of its expression. Obvious candidates
arc ocstrogen and/or factors released by the ovaries,
hypothalamus or by the pituitary itself.

Influence of oestrous cycle on the expression levels of NF68

It is well established that oestrogen plasma concentrations
undergo large variations during the oestrous cycle (19, 20).
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6 Oestrogen regulates neurofilament expression in nnlenor pnunar
L Efjec of gonadeclomy and antiestrogenic treatment

WE Mean = 404+ 0.8
= 2637

{25-100 au) n=2
SE
{100-250 au)
0.0 [T 1] PP ,

1] 50 100 150 200 250
Specific fluorescence

08
| CHOs

06 Mean = 5.6+ 0.3
‘ n =332

A

0.2
||

Y | , , , ,

0 50 100 160 200 250
Specific fluorescence

Normalized frequency

Normalized frequency
[=]
r-

Sympathetic neurones
Mean =1373+2.2

0.2 =271

0.0 IIII.IIII--_

_ - Normalized frequency

Specmc tluorescence

Fig 2. Frequency histogram distribution of the intensity of NF68-specific
immunofluorcscence. Data pooled from three independent cuhurcs .of
each condition. (4 Distribution of normalized fluor i y ol
pituitary cells from 60-day-old fermale rats. (1 Distribution of normalized
fluorescence in Chinese hnms(cr ovary (CHO) cells; (¢) Distribution of
normalized fuor 4 rat_sympathetic. neuroncs. Mean
spocnt‘c fluorescence, SE nnd number of cells examined:ars-indicated
in each panel. The ranges chosen to dlsmmm:me nonexpeessing (NE),
weakly cxpmng (WE) and strongly cxpmssmg cells. (SE) are also
indicated in (A). .

Thus, we wondered if oestrogenic levels-in‘these physiological
conditions could also affect pituitary ncurofilament expres-
sion. Three stages of the 0¢§trqu5':cyclc were analysed: pro-
estrus, oestrus and diestrus. Significant differences were found
between these stages (P.< 0.0001 in all cases), with the maxi-
mum of neurofilament ‘expression at oestrus (mean specific
fluorescence: 63.441.1"au, ‘== 3704) and the minimum at
proestrus (mean specific fluorescence: 31.1 4 0.7 au, n=4772),
As shown in Table 3, the percentage of SE cells diminished
from 19.6% . at. oesfrus;to 12.3% at dicstrus and to 8% at
proestrus. Slmxlarly, the proportion of WE cells diminished
gradually from:52.6% (oestrus) to 45.8% (diestrus) and finally
to 18.5% (proestrus).

0.2 Anterior pituitary cells L

0 50 150 250

on_the expression of NF68 protein

With'the purpose of further exploring the extent:of female sex
steroids involvement in neurofilament expression, female rats
60- day-old were ovariectomized, and the cxprcssnon of NF68
in anterior pituitary cells examined 14 day; ostoperanon A
second group of control rats underwent. the:same surgical
procedure but without removal of the ovaries (sham opera-
tion). Ovancc(omy (OVX) produced:a’ cant decline in
the expression level of neurofilaments (mean: specific fluores-
cence 20.94 0.5 au, n=1977) co j)arcd to-either intact or
sham-operated rats (mean specifi cence 40.440.8 au,
n=2637 and 451 1.8 au, 547 “respectively; P<0.0001 in
both cases). NF68 immunateactivity in OVX rats even dimin-
ished below that of cells f¥i adult’male rats (mean specific
fluorescence 22.64 1. 83::P<0.0001). Nevertheless,
SE cells, which are s¢ rats (1.6%), were still present
(2.2%) in cultures ats at 14 days postoperation.
These results are miatized in Table 2.

iprocediise, often used to eliminate oestro-
genic function’without affecting other ovarian secretions, is

binds competitively,to oestrogen receptors (13, 21), and has
potent antiestrogen function in brcasl and a weak oestrogenic

teredito l‘cmalc rats 60 days of age for 15 consecutive days. A
grdnp of control rats received the same amount of 1ap water.
Tamoxifen: treatment diminished NF68 immunoreactivity
in p_nunary cclls more drastically than ovariectomy (mean

specific fluorescence 6.1+ 0.4 au, n=710, P<0.0001 between

-.bblh- treatments). The difference was also significant (P <

0.0001) compared to control female rats 60 days of age. A
possible explanation for the weaker effects of ovariectomy
compared with antiestrogenic treatment is that oestrogens
do not disappear from circulation in OVX rats (25), probably
due to oestrogen release from extra-ovaric sources (25, 26).
Expression of NF68 protein after tamoxifen treatment was
below that found in cells from adult male rats (P <0.0001),
and cven below that of cells from newborn rats (P<0.0001).
Results obtained after tamoxifen treatment support the hypo-
thesis that the effects of ovariectomy on NF68 expression
result from insufficient production of oestrogen rather than
from shortage of other factors (i.e. proteins and peptides)
secrcted by the ovaries (27). Data from these experiments
are summarized in Table 2.

Influence of oestradiol replacement therapy in ovariecto-
mized rats on the expression levels of NF68 protein.

To provide additional support to the above-mentioned
hypothesis, 1 7f-oestradiol was injected subcutaneously (20 pg
per 100 g weight), to a group of OVX rats 60 days of age for
four consecutive days. Treatment began 15 days after surgery.
When NF68 protein expression wus determined after the
oestrogen replacement therapy, it was found considerably
increased (mean specific fluorescence: 47.8+ 1.6 au, n=>511)
compared to OVX with vehicle injections or OVX with no
injections (mean specific fluorescence 23.7+ 0.7 au, n=917
and 20.940.5au, n=1977, respectively; in both cases
P<0.0001) and even became higher than that of 60-day-old
female rats (P<0.0001). Together, these results, strongly

52002 Blackwell Science Lid, Joxaral of Neuroendocrinology, 14, 1-19
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Oestrogen regulates neurofilament expression in anterior pituitary 7

Fig; 3. NF68 immunofluorescence in a pituitary slice from a female rat aged 60 days (S pm thick). (A} Phase contrast composite image at low magnification
(x10). (1) Fluorescence image from the same ficld. Notice the heterogencous distribution of NF68-positive and NF68-negative cells throughout the gland.
{c) Detail of a region scarce in NF68-posiu've cells. (1) Detail of a m}:,i_on with npdcmlc abundance of NF68-positive cells. (¥) Detail of a region with
numerous NF68-positive cells. The diagrum in the upper left comer illgstrates the position in the gland of the area of detail (contour) and of the region
densely populated with NF68-positive cells. a, Adenohypophysis; n; ncurohypophysns Canera exposure was 250 ms for (1§ to (1) and 100 ros for ().

In (A and (19, scale bar =200 pm. In (¢}, (£} and (), scile bar=50 pm’

The effects of these maneuvers on the pro
and SE cells in pituitary cultures are sumi

on the expression levels of NFGS,

As shown carlier, NF68 protcin cxprcssnon is weak in the
pituitary of male subjects (mcan specnﬁc fluorescence 22.6+
1.2 au). After either orc cctomy or sham operation, NF68
protein cxpression increased in ¢ultured pituitary cells from
male rat. NF68 immun clivity was not significantly differ-
ent between castrate sham-operated rats (mean specific
fluorescence 42.6 0. =636 and 40.2+ 0.8 au, n=438,
rcspeclivcly. P=0.0025).:The rcasons for the increased
cxprcssmn of NF68 immunoreactivity in sham- opcralcd rats
in comparison ithijntact male rats (P<O0. 0001) is unclear.
When a group”of.castrated rats was injected with 17f-
ocstradiol;- using: the same procedure than with OVX rats,
a furtherincrease in neurofilament expression was observed

432002 Blackwell Science Ltd, Jowrmal of Neuroendocrinology, 14, 1-19

{mean specific luorescence 45.9 + 0.9 au, n = 680). This differ-
ence is significant compared to sham-operated rats or cast-
rated rats injected with vehicle (P =0.0004 and P < 0.0001,
respectively). In this case, NF68 ex pression even exceeded that
of female rats 60 days of age (P <0.0001). These results
demonstrate that (i) androgen deficiency by itself does not
substantially influence the expression of NF68 in pituitary
cells and (i} pituitary cells from male rats rectain the
competence to respond with increased expression of NF68
to elevated concentrations of circulating oestrogen.

Identification of pituitary cell populations expressing
neurofilaments

To identify the population of pituitary cclls expressing NF68,
double-immunolabelling experiments were carried out for the
hormones secreted by four of the five different cell populations
of the adenohypophysis. These four cell types represent
approximately 90% of the total endocrine population in the
pituitary (28). The proportions of each cellular type found in
our study were: somatotrophs, 30.6%; lactotrophs, 45.7%;
gonadotrophs, 7.6% and thyrotrophs, 8.1%. In general, these
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8 Oestrogen regulates neurofilament expression in anterior pituitary

w08 sl
.. 03 Newborn'
g -~ It
S : g
=)
= .
g .
- 0.2 C
E Mean = 8.9+ 0.3
B n = 355
g .
o .
Z 0.4 .
100 150 200 250
Specific fluorescence
{c) o6l
04L
-~ 03} 20 days
e
Q
E
o
L
= 0.2
‘;'é r Mean = 17.211
= n = 139
E
o
Z 01
0.0 ME___R - N .
o 50 100 150 200

Specific fluorescence

Fic; 4, Frequency histogram distribution of NF68-specific flu

{8) 0.6

0.4
> 03 10 days
o
=
aQ
3
o
£
o 02
&
K]
E
S
=< 01

0.0

[} 50 ] ) 250

~Specific fliorescence

45 days

y

[~

a

2

o

o

3 Mean = 15,1 +£2.2

2 n =137

E

Lo

&4
—. 1 R ) )
50 100 150 200 250

Specific fluorescence

nce in pituitary cells from female rats ol‘dnl’fcrcn( poslnaml ages. (A) Newbom, (8, (O

h

and () 10, 20 and 45 days ald, respectively. The mean specific i
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TamEl.  Percentages of Pituitary Cell
Female Rats of Different Ages (
Three Independent Cultures of Each

Expression [uys of age
level of

NF68 Newborn 60
protein (n=355) (n=2637)
SE o % O TV 1.5% 10.1%
WE ov 5.2% 5% 1.3% 38.6%
NE 100%, M.8% 9d4.3% 91.2% 51.3%

P <0.000] ..-P <0.0001{:P<0.0001 P<0.0001 -

SE, Strongly exprcsznng; WE, mkly expressing; NE, nonexpmmg cells
(see Fig. 3A for ranges). Pituitary cclls were pr
ulture’” under control oondmons P-values were
obtained with th Kolmogbrov-Smimov test and are reported here at the
99% confidence interval:: Notice that the expression increases significantly
between 45 ik 60'days of age. P-values were computed against data from
60-day-old fermle.

Guor
f each condition. Noucc that neurofilament-cxpressing pituitary cells begin to appear at

E and of cells ex { are indicated in cach panel. The

percentages are in agreement with those reported previously
for cultures of rat adenohypophysis taking into consideration
differences between studies (28-30) and variations related to
the phases of the oestrous cycle (30, 31). As illustrated in
Fig. 6, double positive cells were identified within each of the
four pituitary cell phenotypes studied. Each pituitary cell
population displays a characteristic hormone-specific staining
pattern. As shown in Fig. 6(rc), which corresponds to con-
focal images of a gonadotroph and & thyrotroph, respectively,
immunoreactivities to NF68 and LH or TSH are distributed
differently within the cytoplasm of the cells and, in some cascs,
they appear not to be colocalized in the same cell regions. In
pituitary cultures from female rats aged 60 days of age,
NF68-positive cells were found to correspond to 20.2% 4+ 3 of
lactotrophs (n=1537), 12.6% + 8 of gonadotrophs (n=47),
11.7%+2 of somatotrophs (n=279) and 33.1%+8 of
thyrotrophs (n=229). These results indicate that the expres-
sion of specific neuronal markers is not exclusive of a parti-
cular cell type in the adenohypophysis, but rather of a subset
within each population. The possible functional significance

492002 Blackwell Science Ltd, Journal of Nawoaxkxrinology, 14, 1-19
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Qestrogen regulates neurofilament expression in anterior pituitary 9

TamE2, Percentages of Pituitary Cells Obtained from Control 60-Day-Old Female and Male Rats, and 60-Day-Old Female
Rats After Different Experimental Conditions: Sham Operation, 14 Days Alter Ovariectomy (OVX), Treatment with Tamoxifen

for 4 Days, OVX with Vehicle Injection for 4 Days and OVX with Treatment with 20 pg per 100 g of 1 78-Oestradio

Expression level 60 days female 60days male  Sham operation ovx Tarmoxifen OVX -t vehicle OVX:i. 17f 0estra
of NF68 protein  (n=2637) (n=383) (n=554) (n=1977) (n="710) (n=917) (p=511)"
SE 10.1% 1.6% 11.9% 2.2% o 2.3% 7.8"2?‘
WE 38.6% 22.2% 42.8% 18.2% 4.7% 24.1% 624%
NE 51.3% 76.2% 45.3%: 82.6% 95.3% 73.6% - .. 29.8%.

—. P <0.0001 P=0.003] P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001 */ """ % P<0,0001

P <0.0001** - P <0.0001 P <0.0001 P<0.0001 P=0.(XX)3; P <0.000t

d for i fluorescent after] day in culture under

Data are pooled from three independent cullurcs of each condition. Pitvitary cells were pr
i ov-Smirnov test and are reported here at the 99% conﬂdcne: mh:rval *P-values computed

apainst data from 60—day-old famnale. **P-values compmod against data from 60-day-old male.

control conditions; P-values were ot d with the Kol
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Specific fluorescence

Fixs 5. Comparison of frequency histogram  distributions’; of NFGS
specific fluorescence in pituitary cclls obtained from male; and female
rats of the sune age (60-diay-0ld). Duta are pooled from three indapendent
cultures of each condition. The continuous line re-pnzim!s the contour of
the histogram distribution of NF68 specific fluorescence in'pituitary cells
from famle rats. The histogram of black bars comespondts to the
distribution of NF68-specific fluorescence in cultures of male fats. Mecan
specific fluorescence, SE and number of cells cxamined for each condition
are indicated, Rnngts scpur\ung noncxprmsmg (NE), weakly expressing
(WE) and strongly expressing cells (SE) are also shown for reference.

(if any) of the presence of ‘a subgroup of pituitary cells
expressing NF68 whose., ;xbunddncc is regulated by the
hormonal status remainsito be mvesngdlcd

Discussion

Expn’mon of NE:neuronalimarkers in anterior pmalary cells

opolymers composed of lhrce, dis-
molecular weight 200,160 and 68 kDa.
of intermediate filament prolems hlghly
urones (32, 33). In addition’ to maturc nerve

Neurofilamei
tinct polypeptide:

Obtained From
Phases of the

Ocstrous Cycle, Ranked. According to the Expression Level
of NF68 ages, ;

Phase of the oestrous cycle

Diestrus Proestrus Oestrus
(n=3493) (n=4772) (n=3704)
123% 8% 19.6%
45.8% 18.5% 52.6%
41.9% 73.5% 29.5%

Data pooled from three independent cultures of each condition. SE,

S&mlu,hl expressing. WE, weakly expressing; NE.rnomxpremng cells (see

Afor ranges). Pituitary cells were pr
nf ne day in culture under control conditions. Significant differences
were found between the three stages (P<0.0001 in all cases).

cells, small populations of parancurones, including gut endo-
crine and thyroid parafollicular cells, as well as Sertoli and
Leydig cells, are immunoreactive to neurofilaments (34).
Moreover, adrenal chromaffin cells express neurofilaments
under culture conditions (19). The expression of neurofila-
ment proteins in the adenohypophysis has been a subject of
controversy (3, 6, 8-10, 14). Nevertheless, as this study clearly
demonstrates, a subset of anterior pituitary cells express
neurofilaments and possibly other neuronal markers in
normal cycling rats. This conclusion is supported by positive
and negative immunofluorescence control experiments. More-
over, Western blot analysis of proteins isolated from rat
adenohypophysis indicate that pituitary cells express a protein
of similar molecular weight to that abundantly expressed
in neurones (Fiordeliso, Hernindez-Cruz and Zentella,
unpublished data).

As for the possible meaning of neurofilament expression in
these cells, it may support the notion that the pituitary (or part
of it) is of neuro-cctodermal origin (4, 5). However, our data
are inconsistent with this interpretation. In the case of pan-
creatic islet and adrenal chromaffin cells, whose neuro-
ectodermal origin is more firmly established, neurofilaments
are expressed in the embryonic pancreas and adrenal glands,
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10 Oestrogen regulates neurofilament expression in anterior pituitary

Fux3 6. Identification of pituitary cell subtypés’expresting NF68. Double-immunolabelling for NF68 and either growth hormone (GH), luteinizing
hormone (LH), thyroid stimulating hormone (TSH) or pralactin was performed in pituitary cultures obtained from 60-day-old female rats after one day in
vitre, Data from five independent cultures pooled (sec details in Mcthods scclmn) Laser-scanning confocal images were acquired with excitation at
488 nm for imaging hormone staining and excitation at 647 nm for imaging NF68 staining. Emissions were collected with two separate pbolomuluplja'
channels. In each panel, the red colour forrespands’te NF68] immunoreactivity and the green colour to immunoreactivity for a given pituitary honmone.
(A Staining for NF68 and GHL (|j Sulmmg for NF68 and LH. (q) Staining for NF68 and TSH. (rj Staining for NF68 and prolactin. Each pituitary cell
population displays a characteristic -specific staining pattern that, in general, differs from the NF68 specific staining pattern. In () and (), four
cell types can be identified: Doublc ncgauv: cclls (). single honmone-positive cells (O), single NF68-pasitive cells (O ) and double positive cells ((J). Scale
bir =20 jun.

but not in the adull
study, neurofilamen

gans (35). In contrast, as show in this g, 600n.dependent regulation of NF68 protein

expression in pituitary cells

and they begin to appear as the rats
is:likely therefore, that neuroﬁhment An unexpected finding of this study is the observation that
the expression of a neuronal marker in the rat pituitary is
reflects an active; fus in pitui regulated by oestrogen. This conclusion is supported by the
a dcvclopmcmalA C i changes in the level of expression of NF68 along the oestrous

cycle, and in response to manipulations that either modify

22002 Blackwell Scienae Lid, Journal of Nearoerwdcrinalogy, 14, 1-19
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Oestrogen regulates neurofilament expression in anterior pituitary 11

TAmE4. Percentages of Pituitary Cells Obtained From 60-Day-Old Control Male Rats and After Different Experimenta)l
Conditions: Sham Operation; 14 Days After Orchicclomy; Injection of Vehicle for 4 Days Beginning 14 Days After Orchiectomy;

Treatment with 20 pg/100 g of 17 -Oestradiol for 4 Days Beginning 14 days After Orchiectomy.

Expression leve! of 60 days nmale Sham Orchid Orchidk -+ vehicle
NF68 protein (n=382) (n=438) (n=636) (n=834)

SE 1.6% 0.%% 1.3% 1.6%

WE 22.2% 45% 85.3% 77.5%

NE 76.2% 24.2% 13.4% 20.9%

. P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001

o P<0.0001 - P=0.0025 P <0.0001

Data are pooled from three independent cultures of cach condition. Pituitary cells were pr d for i

control conditions; P-values were obtained with the Ko!mogomv«?munov test and are reported here at the 99%
against data from 60-day-old female. **P-values computed against data frorm sham operation.

ovarian hormone concentrations or inhibit their actions. Our
findings also indicate that the distribution of NF68 is sexually
dimorphic, perhaps indicating a different physiological role
of NF68-positive pituitary cells.

Unexpectedly, the expression of NF68 increased both in
sham-operated and OVX rats. The simplest explanation
would be that the stress associated with manipulation and
surgery increases plasma concentrations of ocstrogen. How-
ever, we have been unable to find studies to support this
hypothesis in the literature. The only information we found
that could be relevant is that, in stressed male rats, plasma
concentrations of corticosterone and progesterone increase
and lestosterone and androstendione decreased, consistent
with diminished enzymatic activity of the Leydig cells (36).
Also, stressors have been reported to stimulate the release o
ACTH and prolactin from the pituitary (37, 38). It is possible
that the stimulation of corticotrophs and lactotrophs in sha '

of NF68 expression in cultures of pnuxmry cells.
Oestrogen plays various roles in the pituitary,

causing them to undergo activation ang
sequently, the oestrogen-receptor comp!cx indsto an oestro-
gen response element (ERE) in target genes and modifies their
transcription (40). There is also:increasing evidence for a
varicly of nongenomic uctions of oestrogens (41).

Numerous studies have dg the importance of
gonadal steroids for sexual differentiation of neuroendocrine,
behavioural and cognitivéifiinctions (42, 43). Moreover,
oestrogen has gained reeognition-as a neural growth factor,
with actions similar toithose of:ithe ncurotrophin family of
trophic peptides (44, 4 -part. this may be due to colocal-
izati : d('rophin receptors in target ce]ls.

2002 Blackwell Science Ltd, Journal of Neuroendocrinology, 14, 1-19

of cells of the anterior pituitary
in male and female rats (50, SI).

: eceptors are also present in the
pituitary, suggcstmg that they may exert an influence on the
development’: ¢ function of the gland. In particular, irkA4
receptors are pr +in all anterior pituitary phenotypes (52),
ximately 30% of anterior pituitary cells show
ivity to NGF itself (53). This suggests that some

elermined whether ocstrogen directly regulates ncuro-
nt protein expression or mdlreclly regulates it by
increéasing the scnsitivity of anterior pituitary cells to

iz neurotrophins or other growth factors.

How do other reported actions of oestrogen in
adenohypophysis compare to its effects on NF68 expression?

Pituitary cells, especially lactotrophs (54, 55) and gonado-
trophs (56, 57), are directly regulated by oestrogen. Oestrogen
induces transdifferentiation of somatolactotrophs into
lactotrophs (58) and stimulates lactotroph proliferation (59).
Oestrogen also induces the expression in the anterior pituitary
of galanin (60), vasoactive intestinal peptide (61) and c-fos
genes (62), and increases the number of positive cells to
neurotensin  (63). As demonstrated in the present study.
neurofilament expression is dependent on oestrogen level,
and regulated during the oestrous cycle, with the maximum
expression at oestrus, moderate expression at diestrus and
minimum expression at proestrus. Since, in the rat oestrogen
levels peak approximately 8 h before the beginning of oestrus,
this implies that pituitary cells synthesize and or assemble
ncurofilaments with some delay in response to elevation of
oestrogen levels, and that neurofilament expression declines
slowly after oestrogen levels fall before oestrus. Also, as it can
be inferred from our results of treatment with 17 8-oestradiol,
augmentation of necurofilament expression is sustained. The
late and sustained cffects of oestrogen in pituitary contrasts
with their effects in uterus, where ocstrogen induction of
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immediate early gencs and activation of late genes associated
with cell structure and metabolism are rapid and transient
(64). It has been reported that prolonged treatment with
oestrogen stimulates the expression of c-fos in lactotrophs and
folliculo-stellate cells in the adenohypophysis (62). It is tempt-
ing to speculate that Fos may mediate both the increase in
prolactin gene expression and the stimulation of neurofilament
protein synthesis induced by oestrogen.

Are oestradiol effects on pituitary cells direct or indirect?

The apparent delayed and sustained increase of NF68 protein
expression in the cells from the anterior pituitary suggest that
genomic oestrogen actions are more likely than nongenomic
actions (41). Furthermore, it raises the possibility that some of
the oestrogenic cffects are indirect, secondary to stimulation
by factors released by the hypothalamus or the neurohypo-
physis that affect the NF68 gene by an ERE-independent
mechanism. In our hands, anterior pituitary cells in primary
culture exhibit a time-dependent loss of neurofilament expres-
sion. That is, after 6 days in culture, neurofilament expression
declines to levels comparable to those of cells from male or
immature female rats (data not shown). We were unable to
prevent this loss by supplementing the culture medium with
17f1-oestradiol (200 nMm data not shown). Similarly, Allen ez al.
(62) reported that they could not demonstrate induction of
c-fos by oestradiol in cultures of pituitary cells. These findings
are consistent with indirect effects of oestradiol. Nevertheless,
optimization of the culture conditions may reveal some direct
effects of oestradiol (65). It has also been reported that direct
effects of oestrogens on lactotrophs are augmented by alterin
hypo(halamic-piluitary factors that afTect these cells (66-68
It remains to be determined if oestradiol can directly regu]a
neurofilament expression in anterior pituitary cells.

Identification of pituitary cell populations expressin,
neurofilaments

In primary cultures of anterior pituitary g
rats aged 60 days of age, NF68-posiliv
in proportions ranging from 11.742%,
33.14 8% of thyrotrophs. In this rcgard
reported that neurofilaments of hig
(200 kDa) are present in 13% lhyr ophs in normal rats
and that this cxpression increased: 5%:of thyrotrophs in
hypothyroid rats (14). Our results indi¢ate that the expression
of specxfc neuronal markers is’no ‘éxcliisive of a particular
cell type in the adenohypophysis:but that, most likely, all
endocrine phenotypes comntain;"a subset of neurofilament
expressing cells. Recent work with gene knockout approaches
has shown that, in nerve cells, neurofilament subunits play
distinct roles in filament’ assembly and radial growth of axons,
and that mutation: ofilament genes are involved in
neuronal deathiin mouse models (69). Nevertheless, the
functional role ofnt:urof aments in non-neuronal cells has not
detail 1t has recently been suggested that the
increased expression of neurofilaments in pituitary cells may
8 etion of TSH and of other hormones (16).
sex differences in the expression of necuronal

oleciilar weight

Dx A

markers in pituitary cells past puberty could include changes
in hormone receptor numbers or function, in addition to
changes in the secretion of hypothalamic or pifdjtary hor-
mones, or both, Thus, the pituitary may be a t
slcronds act to produce sex dlﬂ'crcnces Fun

under an oestrous cycle-regulated fashio

In conclusion these results demonsts;
expressed in gonadotrophs thyratrophs;::}:
somatolrophs of the adult female rat, and:that the level of
expression depends on age and sé'x,-and changes in response
to endocrine manipulation er modify ovarian
hormone concentrations or inhibit:their actions by treatment
with antihormones. Sinc re mainly expressed in
pituitary cells from femal S, lh&sc findings indicate that
the distribution of NF68:immufércactivity in the rat anterior
pituitary is sexually iic,.and they also suggest a differ-
ent physiological r a subset of pituitary NF68-positive
cells in the female. m.
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