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RESUMEN 

Generalmente es aceptado que la neurohipófisis se deriva de la cresta neural, mientras 

que la adenohipófisis es de origen ectodermal. Sin embargo, algunos autores han sugerido que al 

menos una subpoblación de células adenohipofisiarias pudieran tener un origen 

neuroectodérmico. Es de esperar que estas células expresen marcadores neuronales específicos. 

En años 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 identificó una 

subpoblación de células adenohipofisiarias positivas a marcadores neuronales como los 

neurofilamentos de 68 kDa (NF68), de 200 kDa (NF200) y MAP-2, observándose células que 

no expresan, células con bajo nivel de expresión y células con alto nivel de expresión. La 

expresión de NF68 que observamos es sexualmente dimórfica, las células positivas a 

neurofilamentos son más abundantes en las ratas hembras sexualmente maduras. La expresión de 

NF68 en ratas hembras aumenta durante el desarrollo y alcanza un nivel de meseta al pasar la 

pubertad. La expresión de neurofilamentos cambia a lo largo del ciclo estral, el embarazo y el 

posparto, presentándose un máximo en el estro y el posparto y el mínimo en el proestro y 

embarazo. La inmunoreactividad de NF68 se examinó también en células adenohipofisiarias de 

ratas hembras ovariectomizadas, tratadas con estradiol, y con un antagonista del receptor de 

estrógenos. La ovariectomía y el tratamiento con tamoxifen indujeron una reducción del número 

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 varía 

dependiendo del estado fisiológico de la rata. 
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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 aftcr 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 

ofthe rat the porcentaje ofthe positive-cells changes. 
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INTRODUCCIÓN 

La hipófisis es una glándula 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 mayoría de los vertebrados está dividida en tres lóbulos: posterior, 

intermedio y anterior (fig. 2). El lóbulo posterior Q neurohipófisis ili!!), que se desarrolla a partir 

de una evaginación del ectodermo del piso del tercer ventrículo en el cerebro, está 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 última está compuesta en un 42% de los axones provenientes de las neuronas de 

los núcleos paraventricular y supraóptico del hipotálamo que sintetizan, entre otras, dos 

hormonas peptídicas, la oxitocina (OX) y la hormona antidiurética o vasopresina (ADH o VP). 

Estas hormonas son transportadas en forma granular por los axones hasta el lóbulo posterior de 

la hipófisis, donde se almacenan y liberan en las terminales axónicas (fig. 2). La porción superior 

de esta formación se expande para cubrir la porción inferior del hipotálamo, dando lugar a la 

eminencia media (fig. 2). 

hemisferio cerebral 
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Fig. 1. Esquema que muestra la 
ubicación de la glándula 
hipofisiaria con relación al 
cerebro de la rata. 

Entre el lóbulo posterior y el anterior, se encuentra una delgada lámina de tejido conocida 

como lóbulo intermedio, pars illlermedia cuando es tomado como parte de la adenohipófisis o 
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lóbulo neuro-intermedio cuando se encuentra fusionado al lóbulo posterior (fig. 2). Esta parte de 

la hipófisis se origina a partir de la pared posterior de la bolsa de Rathke. La mayor proporción 

de células que se encuentran en este lóbulo son melanotropos, células que producen el precursor 

de proopiomelanocorticotropina (POMC) que en el caso de los melanotropos se divide 

posteriormente en 13-endorfina y a-hormona estimulante de melanocitos. Este lóbulo se encuentra 

directamente inervado por las neuronas hipotalámicas, a través del lóbulo neural ( 1 ). 

Finalmente, el lóbulo anterior o adenohipófisis (AH), esta dividido en pars tuberalis que 

comprende una pequeña porción del lóbulo que se extiende hacia arriba para adosarse en forma 

de collar al piso del diencéfalo y pars dista/is, en la cual se encuentra la mayor parte del tejido 

secretor hipofisiario (fig. 2). Las células de la pars dista/is se pueden dividir en general en dos 

grandes categorías: aquellas que secretan hormonas proteicas y aquellas cuya secreción 

hormonal es glucoproteica. El primer grupo corresponde a células acidófilas: 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 basófilas: tirotropos (secretan tirotropina, TSH) y 

gonadotropos (secretan hormona luteinizante y/o folículo estimulante, LH y/o FSH 

respectivamente). La proporción 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"/o, 

gonadotropos 7%, tirotropos 3.6% y células folículo-estrelladas 4.3% (tabla 1; 2 y 3). En algunos 

casos patológicos 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 fución, el suministro de sangre de esta glándula 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 glándula. La neurohipófisis posee una irrigación 

común (vasos-arteria-capilares-vasos), mientras que la adenohipófisis posee por el contrario una 

irrigación que es excepcional por el hecho de que toda la sangre que irriga a las células de este 

lóbulo pasa primero por el sistema nervioso a nivel de la eminencia media. 
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DMSIONES 
PRINCIPALES 

SUBDMSIONES 

{:

1) 

Adenohipófisi s 

Pars distalis } 
Lóbulo Anterior Fig. 2. 

Pars tubcralis Esquemas que 

Pars intermedia Lóbulo Intermedio división 

Ncurohipóli sis 

} 

} 

muestran la 

LóbuloNeurointermcdio anatómica de la 

{

1) Proceso Infundibular o Pars} Lóbulo Posterior glándula 
nervosa hipofisiaria. 

2) Infundíbulo (tallo J:) Tallo infundibular 
neural) l!) Emrncnciamedia 

TIPO CELULAR PROMEDIO DE HORMONA FUNCION 

POBLACIÓN 

EN RATA 

Melanolropos Melanotropina Regula la slntesis de melanina en melanocitos y 

(MSll) mclanó foros. 

Corticotropos 10% Corticotropina Regula el cn .. -cimiento y la sccr~-ción en la corteza 

(ACTII) adrenal. 

Somatolropos 42% Somatotropina nstimula el crecimiento y el desarrollo somático 

(GH) posnatal. Regula el metabolismo de protelnas, 

carbohidratos y grasas. 

u1ctotropos 28% Pro lactina Relacionada con la actividad lactogénica, 

(l'RL) netabolismo lipídico y efectos sobre el sisk"Iltn 

~nmunológico. 

Tirotropos 5% Tirotropina !Regula el cr~-cimiento y metabolismo de la glándula 

(TRI!) kiroidca. 

Gonadotropos 15% Folfculo Estimulante Relacionadas con los procesos reproductivos y de 

Lutciniznntc isc..~rcción de honnonas sexuales cstcroidcas. 

(Ll 1 y FSll) 

Tabla 1. Tipos celulares adcnohipofisiarios, porcentaje promedio del total de la población celular (2, 
3 y 36) en rata y principales funciones. 
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En general desde 1938, se acepta que la porción anterior de la hipófisis tiene su origen 

embrionario a partir de una invaginación de las células del ectodermo que forman el techo de la 

cavidad oral del embrión, dando lugar a la llamada bolsa de Rathke. Esta bolsa posteriormente se 

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

Fig. 3. Dibujo esquemático de la visión 
más aceptada de organogénesis de la 
hipófisis: A, lóbulo anterior; 1, 
infundíbulo; NL, lóbulo neural; y RP, 
bolsa de Rathke. 

Durante la morfogénesis de la glándula hipofisiaria, el grado de diferenciación celular no 

es uniforme y varía de un sitio a otro del primordio de la bolsa de Rathke. Inicialmente, la 

formación definitiva de la bolsa, requiere de la expresión de los genes Lhx3 y Lhx4 y el 

compromiso de estas células precursoras para formar la glándula, está establecido por el mismo 

gen Lhx3, que a su vez re1=,>ula la expresión de algunos factores que determinarán posteriormente 

la diferenciación de algunas de las líneas 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 común la expresión de GSU. 

Finalmente, la expresión del factor Pit-1, marca la diferenciación 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 población celular (lactosomatotropos) que sintetiza y 

secreta tanto hormona de crecimiento como prolactina (fig. 4; 4 y 5). 
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Fig. 4. Esquema que muestra los caminos de la citodifcrcnciación celular de la adcnohipófisis y los 
factores de transcripción implicados en cada paso (5). 

No obstante que existe un consenso sobre las distintas etapas de la diferenciación de la 

glándula una vez formada la bolsa de Rathke, algunos autores (6-10) han sugerido que al menos 

una subpoblación de las células de la adenohipófisis pudiera tener un origen neuroectodérmico. 

Esto implicarla que la adenohipófisis tendria un origen mixto: parcialmente neuroectodérmico y 

mayoritariamente ectodérmico. Con el fin de seguir la formación del quiasma óptico 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 presomíticos y de 

embriones de hasta 21 días de desarrollo en el huevo. Las observaciones de los cortes de 6 µm 

teñidos con hematoxilina-eosina, los llevaron a concluir que los dos lóbulos de la hipófisis se 

originan a partir de la porción caudal de la placa neural ventral, que se extiende desde el quiasma 

óptico hasta el estomodeo. En 1986, Eagleson y colaboradores (7), empleando microcirugía, 

extirparon a diferentes embriones de rana en estadios del 16 al 19 la placa neural ventral o el 

ectodermo. Los fragmentos de tejido extraídos se marcaron radioactivamente utilizando el agente 

Bolton-Huntcr (N-succinimidil 3-(4-hidroxi, 5-(1125 )-iodofenil) proprionato) para teñir proteínas 

intracelulares y de la superficie celular, para posteriormente reimplantarse en el embrión y dejar 

que éstos se desarrollaran hasta diferentes estadios. Después de ser fijado y cortado, el tejido se 

procesó para inmunocitoquímica de corticotropina (ACTH). Con este método, los autores 

mostraron que en algunas zonas de la retina y del hipotálamo, se observaban células marcadas, 

12 



así como en la porción anterior de la hipófisis, específicamente en los corticotropos. Estas 

obseivaciones los llevaron a concluir que al menos en la rana los corticotropos se originan de la 

placa neural ventral. Recientemente, EIAmraoui y Dubois en 1993 y 1995 (9, 1 O) retomando las 

ideas de Takor y Pearse, extendieron los estudios del desarrollo de la hipófisis de pollo. Estos 

autores removieron microquirúrgicamente 140 µm de largo por 40 µm 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 adenohipófisis. Ellos encontraron que al ser removida 

esta porción 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 

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

Si bien hay autores que plantean un origen embrionario diferente para algunos tipos 

celulares adenohipofisiarios, todos ellos parecen coincidir en el camino que siguen las células 

para la formación de la adenohipófisis y la secuencia de aparición de los diferentes linajes 

celulares, a partir de la formación de la bolsa de Rathke. 
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Fig. 5. Esquema que muestro: u) el Jiempo y los pasos sugeridos pnrn Ju fonnación de lo glándula hipofisiario en el embrión de 
rntn. En este esquema se propone que el compromiso de los células n fonnnr In glándula se produce muy temprano en el 
desarrollo, antes de la formación de In bolsa de RuUlke; y b) Mapa del primordio neurnl de un embrión de pollo, ( - ) 
ndcnohipólisis; ( m:lJ ) hipotálamo; ( lii> neurohipólisis; (O) vesiculus ópticas; ( 1BB) Telencéfolo; CE:::l) di encéfalo; ( DBl 
ectodermo de !u envidad nnsul; ( Ul placa olfatoria; (l'ZI) creslus neurales mesencefálicas. Tomado de cita 1 O. 

Varios autores (8, 1 1-14) han empleado la expresión de filamentos intermedios para 

apoyar el posible origen embriológico neural de algunas células incluyendo a las de la 

adenohipófisis. Los filamentos intermedios (Fl) componen un sistema de filamentos 

intracelulares en las células de la mayoría de los vertebrados. Tienen un diámetro de 1 O nm, 

intermedios entre los microfilamentos (7 nm) y los microtúbulos (25 nm), y actúan como parte 

del citoesqueleto para mantener la forma celular. Intervienen en el movimiento, posición del 

núcleo y los organelos, el contacto célula-célula y los procesos mitóticos. Además, se ha 

especulado que pueden estar involucrados en el transporte y exocitosis de los gránulos en las 

células secretoras. Según sus propiedades inmunológicas y bioquímicas es posible distinguir 5 

subclases de filamentos intermedios, que provienen de la expresión de 5 familias de genes: 

keratinas que están presentes en las células epiteliales y forman un complejo grupo de 

polipéptidos relacionados y cuyo peso molecular varía de 40 a 70 kDa; vimentinas, de 57 kDa 

que se encuentran en el mesénquima (fibroblastos, endotelio, etc.); desmina, la cual existe en la 

mayoría de las células miogénicas y es una proteína ácida de 52 kDa. Las proteínas fibrilares 

gliares (GFAP) de 51 kDa, son características de las células gliales y, finalmente los 

neurofilamentos que consisten en un tríplete 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 expresión de FI en las 

células hipofisiarias del humano. Para ello, los autores emplearon inmunocitoquímica con 

anticuerpos para queratina (marcador epitelial), vimentina, proteína ácida fibrilar glial (GFAP), 

desmina y las tres proteínas de neurofilamentos (marcador neuronal) y fijaron las glándulas con 

diferentes técnicas. Uno de los primeros resultados que obtuvieron fue que no con todas las 

técnicas de fijación es posible obtener un marcaje positivo para neurofilamentos, solamente en 

las glándulas fijadas con alcohol encontraron que las células endocrinas del lóbulo anterior de la 

hipófisis expresan tanto keratina como neurofilamentos de 68 kDa, 160 kDa y 200 kDa (NF68, 

NF160 y NF200). De igual forma, utilizando inmunocitoquímica, Tooze y colaboradores (11) 

mostraron que la línea celular AtT-20 secretora de ACTH, derivada de un tumor de murino, 

expresan los tres polipéptidos que conforman los neurofilamentos. 

En cuanto al posible origen embrionario de la adenohipófisis las conclusiones basadas en 

la expresión de marcadores neuronales han sido contradictorias. Trojanowski y colaboradores 

{12) utilizando glándulas hipofisiarias de humano fijadas con una mezcla de cloruro de mercurio 

con formaldehído o una solución de Bouin (70% ácido pícrico, 25% formaldehído y 5% ácido 

acético glacial) y realizando la inmunocitoquímica de neurofilamentos o proteína ácida fibrilar 

glial, encontraron que únicamente los axones del lóbulo posterior presentaban inmunoreacción 

de neurofilamentos, y que la GF AP solamente estaba presente en los cuerpos celulares de la 

neurohipófisis. Más recientemente, Halliday y colaboradores ( 13) también en adenohipófisis de 

humano fijadas con solución de Bouin emplearon la inmunotinción de vimentina, desmina, 

GFAP y NF200. Sus resultados indicaron que GFAP y NF200 solamente se encuentran presentes 

en los axones y procesos del lóbulo posterior, en tanto que la desmina se observó en las paredes 

de músculo liso de los vasos capilares, pero no en las células hipofisiarias y por último ninguna 

de las células fue positiva a vimentina. Finalmente, Biick y colaboradores (14) describieron que 

en hipófisis de rata los neurofilamentos solamente están presentes en la neurohipófisis y en las 

fibras nerviosas que llegan hasta el lóbulo intermedio, pero no están presentes en las células de la 

adenohipófisis. 
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Estos resultados contradictorios pueden deberse a diferencias en las condiciones 

expenrríentales (fijación, bloqueo, etc.), en la sensibilidad de los ensayos empleados o en 

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

edad y el sexo de los animales. Dada la diversidad en los resultados obtenidos por diversos 

autores y la complejidad que envuelve la regulación de la glándula hipofisiaria, este trabajo tuvo 

como objetivo inicial el de reexaminar la expresión de diferentes marcadores neuronales (NF68 

kDa; NF200 kDa y MAP2) en células adenohipofisiarias de rata. 

Dado que, como mencione anteriormente algunos autores han planteado la posibilidad de 

que almenas algunas células de la adenohipófisis tengan un origen neuroectodérmico, la 

hipótesis de este trabajo es que al menos una subpoblación de células adenohipofisiarias deberían 

expresar marcadores neuronales in vivo o bien en respuesta a factores tróficos presentes en la 

glándula. 

Por lo anterior, los objetivos de este trabajo son: 

1) Examinar la expresión de marcadores neuronales específicos (NF68 kDa, NF200 k.Da y 
MAP2) en células adenohipofisiarias provenientes de ratas neonatas, jóvenes (10, 20 y 45 
días de edad) y adultas (2 meses de edad), observando si existen diferencias en la 
expresión. 

2) Determinar si la expresión de marcadores neuronales esta regulada por las condiciones 
fisiológicas del animal. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Cultivo primario de células adenohipofisiarias de rata 

Todos los estudios con animales se realizaron bajo un protocolo institucionalmente 

aceptado similar a la Guía 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 día del experimento los animales fueron decapitados bajo anestesia 

con éter y las glándulas 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 disección, las glándulas se transfirieron a DMEM frío (Dulbecco's 

Modified Eagle Media, GIBCO BRL; Rockville MD) complementado con 0.75 mg/ml de 

albúmina sérica bovina (DMEM-BSA; BSA fracción V, GIBCO BRL). El lóbulo anterior se 

separó del posterior y del intermedio (neuro-interrnedio) bajo un microscopio estereoscópico y se 

cortó en pedazos. Los pedazos de adenohipófisis (sin pars intermedia) se digirieron por 

incubación con 2.5 mg/ml de tripsina (Worthington Biochem Co.; Lakewood NJ) y 0.1 mg/ml de 

colagenasa tipo 1 (Worthington) durante 25 min a 37 ºC. Los fragmentos del tejido fueron 

suavemente triturados con una pipeta Pasteur siliconizada y pulida al fuego. Las células se 

lavaron dos veces con DMEM-BSA y se centrifugaron por 10 min a 1200 rpm. El botón 

resultante. de la centrifugación se resuspendió en medio DMEM-cultivo (DMEM complementado 

con;;JO% de suero de caballo GIBCO BRL, 2% suero fetal bovino GIBCO BRL, 10,000U 

· penicilina GIBCO BRL, 10,000 mg/ml estreptomicina GIBCO BRL y 5 mg/ml de insulina 

Sigma). La concentración de estradiol en el suero de caballo y fetal bovino es de 

~pro~imadarn~~te 6.8 x 10·11M (Perfil Bioquímico, GIBCO BRL; México) la cual da una 

concentración final en el medio de cultivo de 8.0 X 10-12 M. A este respecto cabe mencionar que 

Amara y Danniels en 1983 ( 15) reportaron que la concentración efectiva para producir cambios 

en el crecimiento, proliferación y secreción al menos de lactotropos y somatotropos es de 

aproximadamente 5 x 10·11M. Ambos sueros fueron inactivados a 60 ºC por 1 hora. Este 
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procedimiento no disminuye la concentración de estrógenos en el suero, pero produce una 

disminuCión en el efecto de los esteroides en el cultivo, debido a que inactiva factores sensibles 

al calor que son necesarios para su función (15). Por último, para disminuir la cantidad de 

fibroblastos y otras células contaminantes que se adhieren al plástico, antes de sembrarlas en los 

pozos donde se mantendrían en cultivo las células se dejaron durante 45 min en cajas Petri de 

plástico 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 104 en 

cubreobjetos de vidrio redondo del número 1 (Thomas Scientific; Swedesboro NJ) previamente 

tratados con 100 µg/ml poly-L-lisina (Sigma) y colocados en una caja de cultivo de 12 pozos 

(Costar; Cambridge MA). Después de 30 min se agregó 1 mi de medio de cultivo y las células se 

mantuvieron a 3 7 ºC en una atmósfera humedecida y con 95% de aire y 5% C02. 

Rutinariamente, el medio se cambió tres veces por semana. A pesar de que las células se pueden 

mantener saludables por 3 semanas en cultivo, todos los resultados que presentamos aquí se 

llevaron a cabo con cultivos de 24-36 h. 

Cultivo de ce/u/as admohipofisiarias C0/1 suplemento de estrógenos 
.·\:/·:>··-,.:.:;,->:.''. 

Una:ie~':b~~hido el cultivo de células adenohipofisiarias de ratas hembras de 60 días de 

edad;.al rried{o.éiecúltl~o se le adicionó 200 nM de l 7f3-estradiol durante 6 días consecutivos. 
''t.:'.·.,·-

Cultivo. de ,;~1/ronas simpáticas de rata 

El·· cultivo de neuronas de ganglio cervical superior se utilizó como un control positivo 

para la expresión de neurofilamentos y MAP2 y se llevó a cabo mediante el procedimiento 

reportado en Hemández-Cruz y colaboradores ( 1997). Brevemente, los ganglios de ratas de 1 O 

días de edad se obtuvieron en condiciones asépticas bajo anestesia de éter y luego de una 

dislocación cervical. Después de retirar el tejido circundante y cortar los ganglios, los pedazos se 

incubaron durante 30 min a 37 ºC en medio libre de Ca2+/Mg2+ con 1 mg/rnl de tripsina 

(Worthington) y 2 mg/ml de DNAsa tipo l. La digestión de la tripsina se inactivó diluyéndola en 
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DMEM .con 10% suero fetal bovino (SFB) y 1 mg/ml de inhibidor de tripsina (Sigma). 

PosteriorI11e~te el tejid~ se incubó con 2 mg/ml de colagenasa y 2 mg/ml de DNAsa durante 30 

- min a ·37 _~c:_~espués de la trituración con una pipeta Pasteur, la suspensión de células se 

.· centrifugó, se l~vó dos veces y se resuspendió en medio de cultivo. Las células se sembraron en 

. c~br'epbje'to~ d~ vidrio redondos del número 1 previamente recubiertos con poly-L-lisina ( 1 x 105 

Cé,tul~~- ~11-.cada pozo), y se mantuvieron en medio de cultivo complementado con 30 ng/ml de 7S 

, ~L;NGF~'~'3'7__~C en una atmósfera humedecida y con 95% aire y 5% C02. El medio de cultivo se 
, ,··. 

·}cambió °tres veces por semana. La mayoría de los experimentos se llevaron a cabo con cultivos 

d~n~~ri()~::de 5 días in vilro. 

··• Cl~lti~~de Células de Ovario de Hámster Chino (CHO) .. ·/ ·-, \' .. '.,.'. •', .• . 
,,. ,·: .. ·:',_·'.-, 

/_/ ::•; .) _ ¿ado que las. células· CHO no expresan neurofilamentos estas células se emplearon como 

.. ': c~~t~~).'~;g~~j'~~-~y -se cultivaron en cx:-MEM (pH 7.4) complementado con 10% de SFB en 
·~ > ', > ,.,,,,.__, '\., ;r,~ ": ~"'· 

presencia de" pénicilinií 'Y estreptomicina a 37 ºC en una atmósfera humedecida y con 95% aire 
:.;'._.' /_:·.~--" :.,:~.;,.:/.e\\ .. ,--,>::~: 'i,-,.>·',),';/. ,. :~~~~;-·~:.~.l.~-•.:'.:_··-·;, ~-
; W!tc~~~ 5.o/(>':~-~ C02:'.~!1iplat~s de cultivo de 100 mm. Cuando las células estuvieron confluentes, la 

+:·:_aj6n~~~~ll\i~;i¡¡]'J~f'¿,"~J~ tripsina-EDTA (GIBCO) por 1 min y las células re-suspendidas en cx:

·;,J.;;~rJ'rcc)~'iq;;, d~ S~FB se sembraron a una dilución de 1/10 en nuevos cubreobjetos de vidrio. El 

·/: '.; ·iJ~dici:fü¿~~~biido cada 2 días. . 

IJeterfninacióil de la fase del ciclo estral 
.-_ -. ;::. ·'· '.: -.-.. :·-;; ~': .- ... '~·: ·-_. ... -- . --

~; ~) -~"';."-',• 

-· .: El.
1

ci'c:to estral en larata.se divide en 4 fases: proestro, estro, metaestro (diestrol) y 

diestro.Los carril:>iosasociacl?s al ciclo permiten reconocer cada una de las etapas de una manera 

senciBa, por ej~hlpl6{í~~~~¿' d~~tn'frotis vaginal (tabla 2; fig. 21 ). 
,-· .· .,-, ' .... ···. .. ·-· ' .. 
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Fase del ciclo Cambios en los ovarios 

eshal 

Proestro Rápido crecimiento folicular 

Estro Ovulación y Copulación 

Metaestro Formación de Cuerpos tuteos 

(diestro 1) 

Diestro Cuerpos tuteos formados 

Tipos de células en los frotis 

vaginales 

Células epiteliales nuclcadas 

Carnificadas 

Carnificadas y leucocitos 

Leucocitos y células epiteliales nuclcadas 

Concentración plasmática 

de estradiol (ng/ml) 

Inicio-final 

4.47 - 0.64 

0.93 - menor a 0.4 

0.5 - 0.8 

1.49 - 3.68 

Tabla 2. Cambios en los ovarios e histología vaginal durante el ciclo cstral en ratas. Los datos de 
concentración plasmática de estradiol se tomaron de Yoshinaga y col. 1969. 

Justo antes de la decapitación bajo anestesia con éter, en la mañana del experimento, la 

fase del ciclo estral fue determinada en ratas ciclantes mediante la examinación microscópica de 

un frotis vaginal (tabla 2). 

Gonadectomía 

Con el fin de eliminar la principal fuente de estrógenos en la circulación, 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 días de edad fueron gonadectomizadas bilateralmente. El procedimiento 

quirúrgico se realizó bajo condiciones asépticas y anestesia general con pentobarbital (20 mg/kg 

intraperitoneal). La operación control se realizó exponiendo las gónadas sin su extirpación. 

Después de la recuperación de la anestesia en jaulas que se mantuvieron calientes con un foco de 

60W, los animales se trataron durante cinco días con O.O! mg/kg de una solución 10% de 

Fluorfenicol (Nuflor, Shering Plough; Kenilworth, NJ) y se examinaron periódicamente para 

detectar una posible infección. Las ratas fueron mantenidas bajo un régimen de 12 horas luz

oscuridad y alimentadas ad lihilum. Después de 15 días de pasada la operación, las ratas se 

sacrificaron y los cultivos de células adenohipofisiarias se prepararon como se explicó 

previamente. 
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Terapia de sllbstituéiónde estrÓgenos 

~.El tr~tami~nt6· de estrógenos se realizó de acuerdo con el procedimiento descrito por 
p"'.> 

Friend y ~ól.·'(199'7). El compuesto 17 f3-estradiol; 1, 3, 5 (10)-estratriene 3, 17 b-diol (Sigma), se 
' . .. '~·.; .. ;·, . : ' ,. 

dil~yó eri ac~it~'d.e ajonjolí (0.2 mg/ml) y fue administrado subcutáneamente, diariamente por la 

mañana dJra~te' ·cuatro días consecutivos a un grupo de 8 ratas con 15 días posteriores a la 

. gonadectomía (20 mg/l 00 g de peso; aproximadamente 0.2 mi de aceite de ajonjolí 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 explicó previamente. 

Tratamiento anti-estrogénico 

La administración de tamoxien bloquea competitivamente la unión del estradiol a sus 

receptores por lo que se empleó este antiestrogénico como lo reportan Donath y Nishino (1998); 

1 mg de tamoxifen se disolvió en 25 mi de agua y se administró diariamente durante 15 días a 4 

ratas hembras de 60 días de edad. Para el experimento control, a 3 ratas hembras se les dio a 

beber la misma cantidad de agua. No se permitió que las ratas bebieran más agua durante el 

periodo de tratamiento con tamoxifén. Después de los 15 días, las ratas fueron sacrificadas y los 

cultivos de las células adenohipofisiarias se prepararon como se explicó previamente. 

fl1mu11oj/11oresce11cia 

a) /11n11111ocitoq11ímica de marcadores neuronales específicos y cuantificación de 

i11mu11oreactividad 

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; RM0-24, Zymed Laboratories Inc.; San Francisco CA) anti

proteína asociada a microtúbulos de rata (anti-MAP-2; clon HM-4, Sigma Immuno Chemicals). 
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El anticuerpo secundario utilizado para observar la expresión de los marcadores neuronales fue 

anticuerpo anti IgG de ratón conjugado con isotiocianato de tetrametil-rodamina (TRITC; 

Zymed). 

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

se lavaron dos veces con buffer de fosfatos O.OIM (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 solución de bloqueo y permeabilización (0.2% BSA (w/v) y O. 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; 

dilución 1: 100) durante toda la noche a 4 ºC en una cámara húmeda, después de lo cual, los 

cultivos se lavaron y se incubaron con el anticuerpo secundario anti IgG de ratón conjugado con 

TRITC (1 :80) durante 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente, después de lavados con PBS, 

los 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) únicamente 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 microscopía de epifluorescencia (filtro de excitación: 5 10-

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

una lámpara de mercurio de 1 OOW montada en un microscopio invertido Nikon Diaphot, TMD 

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

1.4; Nikon). Las imágenes se adquirieron con un cámara digital CCD enfriada de alta 

sensibilidad y linearidad (resolución de 16 bits; MCD 1000; SpectraSource lnstruments; Westlake 

Village CA). La iluminación se limitó al tiempo de exposición por medio de un obturador 

electrónico uniblite controlado por la computadora (Lambda 1 O, Sutter lnstruments, Axon lns.; 

Union City CA). Para establecer el rango apropiado de exposición, y determinar las intensidades 

de fluorescencia mínima y máxima, se midieron las intensidades de fluorescencia de células 

CHO, que no expresan los marcadores neuronales y de neuronas simpáticas que presentan una 
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abundante expr~sión de los mismos (controles negativos y positivos, respectivamente). La mejor 

exposición que se encontró para el rango de intensidades de fluorescencia de las muestras fue de 

0.25 s. Las iriiág~n~s;FITS sin comprimir se convirtieron a imágenes de formato TIFF (8 bits) y 

se guardaron ::~ar~ analizarlas posteriormente con el programa lmage-Pro Plus (Media 

Cybernetfc:s;'_\f er~io~ 2.0; Silver Spring MD). Se determinó un área de interés, utilizando en 

todos los casos un círculo pequeño (5 micras de diámetro) del cual se obtuvo la fluorescencia 

e pr<?m~di.~:· Las medidas de intensidad de fluorescencia fueron obtenidas poniendo este círculo en 

tina!l'~giÓ~ del citoplasma (zona no nuclear) de cada una de las células adenohipofisiarias del 

cá~~o,'las cuales se distinguieron fácilmente de los fibroblastos y otras células contaminantes, 
·.,, . 

ásí c~mo en 3 áreas libres de células del cubreobjetos (fluorescencia de fondo). La florescencia 
'., .·. 
d.e fondo de cada campo se substrajo de las intensidades de fluorescencia de todas las células 

· f11(!didas del mismo campo, dando una fluorescencia corregida para cada célula (fluorescencia 

~~pecífica). De todas las células de hasta 100 campos en al menos tres cultivos independientes de 

•. cada, grupo experimental, se tomaron y procesaron las imágenes con un programa estadístico (ver 

más adelante}, y los resultados se graficaron con el programa Origin 3.8 (Microcal; Northampton 

de imágenes se realizó con Microsoft PowerPoint (Microsoft Co.; 

·• Cada condición experimental se repitió por lo menos tres veces, y para el análisis se 
' . 

· agruparon los datosresultado de la misma condición experimental en cultivos diferentes, para los 

; c~~les,s~:re~é~~~ la ~~dia, el error estándar (ES) y la cantidad de células analizadas (n). Para el 

' ari'á.ú~is ;ci~ti4Í~~l~o )e) Íos datos se utilizó el programa Stat view 4.57 (Abacus Concepts; 

'.':: #e~ke_l~;,CA)} 'b~rl. ~I c~al se efectuó el análisis de varianza factorial (ANOV A-factorial) con un 

:• /, i~ie;~1J.:cie donflanza de 95% según la prueba de PLSD de Fisher. Esta estadística no se reporta 

/~ ; .' .~ri :;ta 'tesis, dado que la distribución de fluorescencia especifica en los cultivos de células 

.· ·· ll,denohipofisiarias resultó tener una distribución de Poisson más que una distribución normal. 

·Por esta razón, se realizó un análisis estadístico no paramétrico (Kolmogorov-Smirnov), más 

apropiado para las poblaciones con distribución de Poisson. El resultado de este análisis con un 

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

Las hipófisis de ratas hembras sexualmente maduras fueron fijadas por 72 h en l 0% de 

sol.ución de formol (10% formol neutro), después de lavarse toda la noche, el tejido se deshidrató 

en etanol graduado, y se embebió en parafina como lo descrito por Salinas y Quintanar (2000). 

Se cortaron secciones de 5 µm y se montaron en porta objetos de vidrio; la parafina se retiró y las 

rodajas se rehidrataron. Para la inmunotinción, se utilizó el mismo protocolo que el empleado 

para las células en cultivo, con pequeñas modificaciones: la concentración de Tritón X l 00 en la 

solución de bloqueo y permealización se aumentó de 0.1 a 1% (v/v), y se hicieron todas las 

incubaciones de los anticuerpos en esta solución de BSA-Tritón. 

e) Identificación de células adenohipofisiarias que expresan marcadores neuronales mediante 

doble inmunotinción. 

Para determinar la identidad de las células hipofisiarias que expresan marcadores 

neuron~les se empleó la doble inmunotinción, utilizando anticuerpos contra las hormonas que 

secr~ta'icad~ tipo celular. Los anticuerpos primarios utilizados para reconocer las hormonas 

. adenohipofisiarias fueron: anti-13FSH, anti-PRL y anti-13TSH todos de conejo (amablemente 

proporcionados por el Dr. A.F. Parlow del Programa Nacional de Hormonas Pituitarias del NIH

NHIDDK), así como anticuerpos policlonales de conejo anti-13LH y anti-GH (Biogenesis Lab; 

Poole, UK). Como anticuerpo secundario para detectar las hormonas se empleó anti IgG de 

conejo conjugado con isotiocianato de fluoresceína (FITC). La detección de los neurofilamentos 

se llevó a cabo con un anticuerpo anti lgG de ratón conjugado con cianina 5 (Cy5; Zymed) en 

lugar del conjugado con TRITC. Esto se hizo con el fin de obtener una separación suficiente de 

los dos espectros de excitación y de emisión y con ello minimizar el cruce de fluorescencia entre 

los dos fotomultiplicadores del microscopio confocal (ver más adelante). 

Una vez fijadas y permeabilizadas, las células se incubaron toda la noche a 4 ºC 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 ( l: l 00). 

Después de tres lavados, las células se incubaron por l h a temperatura ambiente con el 
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fragmento F(ab')2 de anti IgG de conejo (1 :20; F(ab'h anti-conejo IgG (H+L) purificado de 

cobayo, Cedarlane Lab; Ontario, Canada). Este procedimiento bloquea sitios de unión libres en 

el complejo del anticuerpo primario-hormona adenohipofisiaria. Así, se previno la unión no 

específica 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 ( l: 100, anti-ratón conjugado con Cy5). Finalmente, los 

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

A B 

e D 

ES] Antlgcno X (ncurolilamcntos) 

. ~ Antígeno Y (honnona adcnohipofisiarin) 

Á Anticuerpo primario anti·honnona {hecho en conejo) 

Á Anticuerpo primario anti·neurolilamentos (hecho en ratón) 

l..... fragmento de anti-conejo F(ab'h 

~ Anticu1.~ secundario anti-conejo 1..-onjugado con FJTC 

'l.-( Anticuerpo primario anti·mtón conjug&do con CyS 

Fig. 6. Representación esquemática 
del protocolo de doble inmunotinción. 
A) los dos sitios antigénicos de 
interés. B) El anticuerpo primario que 
se une al antígeno X. C) anticuerpo 
secundario conjugado a FITC, que se 
une al anticuerpo primario del 
antígeno x. D) Paso de bloqueo: el 
fragmento F(ab'h bloquea cualquier 
sitio del anticuerpo primario en el cual 
se pueda unir un secundario. E y F) el 
proceso de doble irununotinción se 
completa al incubar las muestras con 
el anticuerpo primario para el antígeno 
Y y su correspondiente secundario 
marcado con Cy5 (Tomado de cita 
21). 
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Fue necesario realizar varios controles negativos para lograr dobles inmunotinciones 

confiables. El control negativo de los anticuerpos primarios se realizó de 2 formas: la primera, 

incubando por 2 h un anticuerpo primario anti-hormona en presencia de un exceso de su 

hormona específica (100 µg/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 únicamente 

el anticuerpo primario al cultivo. En ninguno de los casos descritos se detectó 

inmunoreactividad. El control negativo para los anticuerpos secundarios se realizó de diferentes 

formas: 1) adicionando únicamente 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')z y entonces reaccionando con el 

anticuerpo secundario no correspondiente es decir contra el anti- marcadores neuronales (anti

ratón conjugado con Cy5). Este procedimiento no dio ninguna señal de Cy5. En este mismo 

sentido se incubaron las muestras con el anticuerpo primario (IgG de conejo), específico para 

una hormona dada, el anticuerpo secundario correspondiente (anti-conejo conjugado a FITC) y el 

fragmento de anti-conejo F(ab')2. Finalmente, las muestras se incubaron con el anticuerpo 

secundario especifico para el marcador neuronal sólo (anti-ratón conjugado con Cy5), este 

control resultó negativo para la fluorescencia de Cy5. 

Un día después de la tinción, todas las imágenes correspondientes a las muestras de un 

mismo experimento fueron adquiridas con un microscopio confocal de barrido láser (Bio-Rad 

MRC 1024; Hercules CA), equipado con un láser de kriptón/argón (Kr/Ar). El microscopio 

confocal utilizado se encontraba montado en un microscopio invertido Nikon (Diaphot 300; 

Nikon), para las observaciones se empleó un objetivo de inmersión en aceite (60X, 1.4 NA, Plan 

Apo; Nikon). Los parámetros de excitación y emisión se emplearon de la siguiente manera: 

excitación 488 nm, emisión 522 nm / DF32, para las imágenes de la tinción con FITC y 

exCitadéin 647 nm, emisión 680 nm / DF32, para las imágenes de la tinción de Cy5. La apertura 

.del .h1s,'-~anancia y potencia del láser permanecieron fijos para el mismo cultivo, siendo de 2.5 a 

2.'7, 98~·1500 y 1 a 3%, respectivamente. Las imágenes con luz de excitación a 488 y 647 nm se 

tomaron separadamente o concurrentemente con la ayuda del programa Lasersharp 1.02 (Bio-

26 



Rad). El análisis y procesamiento se llevó a cabo con el programa Confocal Assistant 4.02 

escritó por Todd Clark Breile. 

Para cada experimento se tomaron y analizaron aproximadamente 9000 células en 4-5 

cubreobjetos, 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 determinó dividiendo las células inmunopositivas para NF68 y una 

.,hormona adenohipofisiaria entre el número total de células que expresaron la misma hormona 

hipofisiaria. 

Western blot 

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

Zentella en el_ Instituto de Fisiología Celular, UNAM, para corroborar los resultados obtenidos 

con otras técnicas y observar si existia alguna diferencia entre los neurofilamentos de las células 

adenohipofisiarias y las células de ganglio simpático, esta técnica se empleo dado que permite 

medir la proteina total de neurofilamentos en la glándula y el ganglio. Las adenohipófisis (sin 

pars intermedia) de ratas hembras de 60 días de edad en diferentes fase del ciclo estral (proestro, 

estro y diestro), de ratas macho de 60 días y de ratas con 7 días posparto, fueron disectadas y 

lavadas en PBS frío, los pedazos de tejido fueron homogeneizados en una solución de Tris HCL 

50 mM y 0.5% de tritón XIOO con inhibidores de enzimas (leuopeptina 10 µg/ml, apropina 1.5 

µg/ml y fenil-metil-sulfonil-floride, PMSF 1 mM). La cantidad de proteina en las muestras se 

cuantificó utilizando el método Bradford. 

Una vez obtenida la cantidad de proteína por muestra y con el fin de separar las proteínas 

de acuerdo a su peso molecular se utilizaron geles de 0.7 o 1.5 mm de grosor, con una 

concentración de acrilamida/bisacrilamida al 4% en el concentrador y al 8% en la parte 

resolvedora (concentración óptima para la separación 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 expresión y detección para los western blots se determinó 

utilizar la cantidad de 300 µg de proteína total para las muestras de adenohipófisis y 40 µg de 

proteína total para las de ganglio simpático (control positivo). 

Para realizar la electroforesis, la cantidad de homogenado correspondiente a 300 y 40 µg 

de proteína total y el marcador de peso molecular se mezclaron con una solución de 13-mercapto 

etanol y azul de bromofenol, posteriormente estas muestras se calentaron por 1 O minutos y se 

colocaron en cada uno de los pozos del gel. Los geles se corrieron durante 2 horas a 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 inmunoteñida. 

Para la inmunotinción de las membranas de nitrocelulosa, primero se bloqueo durante 1 h 

con una solución de bloqueo (leche al 5% en Buffer TBS-Tween; Tris 20 mM, NaCI 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-albúmina 1 %, después de la 

incubación se realizaron 5 lavados con la solución de bloqueo y se incubó con el anticuerpo 

secundario anti-ratón conjugado con fosfatasa alcalina ( 1: 10000) diluido en TBS-tween

albúmina 1 %. Después de lavar con la solución de bloqueo y una vez enjuagada la membrana 

con TBS, se incubó durante 1 O minutos con una solución de revelado quimioluminiscente (Bio

Rad) y finalmente la membrana se expuso por diferentes tiempos a una placa fotográfica (Kodax 

X-omat) que se reveló. 

Con el fin de observar el total de proteína 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 solución de 40% metano! y 10% ácido acético y después 

teñidos con Coomassi azul durante toda la noche, para posteriormente ser lavados con una 

solución de 5% metanol 7% ácido acético. 
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RESULTADOS 

Empezamos nuestro estudio examinando la inmunofluorescencia específica de los 

neurofilamentos de 68 k.Da (NF68) en cultivos primarios de células adenohipofisiarias de rata 

hembra adulta (60 días de edad). La microscopía de fluorescencia mostró que la fluorescencia de 

estas células tenía un continuo de intensidades, mismos que decidimos dividir en tres grupos de 

la siguiente manera: el primer grupo está 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 distribución en la figura 8), estas células fueron clasificadas como sin 

expresión (SE). Un segundo grupo de células, que mostró baja inmunoreactividad para NF68 

(25-100 u.a.) fue clasificado como células con bajo nivel de expresión (BE). Finalmente, el tercer 

grupo, mostró una fuerte expresión de NF68 (100-250 u.a.). Dado que este nivel es similar al 
:_ ··,· . 

observado en los controles positivos (neuronas de ganglio simpático, ver figura 7 y el histograma 

de distri.buci~n de la figura 8) les denominamos células de alta expresión (AE). En la figura 7 se 

muestra un:ejernpló representativo de los diferentes niveles de expresión de NF68 encontrado en 

células p~ft~~¿g¡~:Ji:~~· ~ los tres grupos. 
; . ' .·,~ •-. , .-, . ., . ·. _: , 

"<:';::_, _,,,; 

}a.s:~.é1&1as positivas a NF68 mantienen su forma redonda o poligonal y la morfología 

típi~~ dé Cél~lils endocrinas es decir, no pudieron ser distinguidas morfológicamente de las 

cél~l~~.cÍ~e'~ri~ expresan neurofilamentos. En la figura 8 se muestra el histograma de distribución 

de . (·a : fluorescencia específica medida en 263 7 células adenohipofisiarias de tres cultivos 

i~cleJenclientes; El 51.3% de las células perteneció al grupo SE, el 36.8% al BE y el 10.1 % al 

AR\Cu~Üdo ·.se efectuó la inmunotinción de cultivos adenohipofisiarios para otros marcadores 

rieur~nal~s ~orno NF200 y MAP-2, el patrón de inmunofluorescencia obtenido fue similar al de 

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

y AE). Estos resultados sugieren que la subpoblación de células adenohipofisiarias que expresa 

NF68 podría estar expresando otros marcadores neuronales específicos (20, 22). Sin embargo, 

para poder afirmar que la misma subpoblación expresa los tres marcadores, se requerirían 

estudios de inmunomarcaje múltiple. Para evitar redundancia, los resultados que se muestran 

aquí se refieren exclusivamente a lo obtenido para los neurofilamentos de 68 kDa. 
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Fig. 7. Determinación de la expresión de ncurofilarncntos de 68 kDa (NF68) empicando microscopía de 
fluorescencia digital. A: lrununofluorescencia de NF68 en células CHO, utilizadas como control negativo. 
A 1: micrografia de contraste de fase A2: imagen de cpifluorcsccncia del mismo campo, mostrando la nula 
inmunorcactividad de las células CHO. B: imagen de cpifluorcsccncia de un cultivo de neuronas de 
ganglio simpático de rata, utilizadas como controles positivos. C: inmunotinción de NF68 en células 
adenohipofisiarias en cultivo. Las células se obtuvieron de ratas hembras de 60 días de edad. La figura 
ilustra ejemplos de células sin expresión de NF (SE), con baja expresión (BE) y de alta expresión (AE; 
para las definiciones, ver el texto). El círculo blanco (5.0 µm de diámetro) ilustra el área de interés de la 
cual se tomó la fluorescencia promedio. El tiempo de exposición es el mismo para todas las imágenes 
(250 ms). Las barras horizontales en cada panel representan 20 µm. 
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Fig. 8. Histograma de frecuencia que muestra la distribución de las intensidades de inmunofluorcscencia 
específica de NF68. Los datos resultaron de la agrupación de tres cultivos independientes para cada 
condición. A: Distribución normalizada de la intensidad de fluorescencia de células adcnohipofisiarias de 
rata hembra de 60 días de edad. B: Distribución normalizada de la fluorescencia de células CHO. C: 
Distribución normalizada de la fluorescencia de neuronas de ganglio simpático en cultivo. En cada panel 
se indica: la fluorescencia específica media, error estándar y el número de células examinadas. Se indican 
también en la figura 3A los rangos que comprende cada categoría de fluorescencia: células sin expresión 
(SE), de baja expresión (BE) y de alta expresión (AE). 
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Fig. 9. Determinación de la expresión de ncurofilamcntos de 200 kDa (NF200) y MAP-2 empicando 
microscopía de fluorescencia digital. A: Distribución normalizada de la intensidad de fluorescencia de 
NF200 en células adenohipofisiarias de rata hembra de 60 días de edad, se muestra la fluorescencia 
específica media, error estándar y el número de células examinadas. B: inmunotinción de NF200 en 
células adenohipofisiarias en cultivo. C: inmunotinción de MAP-2 en células adenohipofisiarias en 
cultivo. Para A, B y C, las células se obtuvieron de ratas hembras de 60 días de edad. Las figuras B y C 
ilustran ejemplos de células sin expresión (SE), con baja expresión (BE) y con alta expresión (AE; para 
las definiciones, ver el texto). 
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Aunque estudios previos han demostrado que las células adenohipofisiarias en cultivo 

mantienen sl1 diferenciación funcional por semanas y aun hasta meses (23), se podria pensar que 

la síntesis de marcadores neuronales en las células adenohipofisiarias es el reflejo de una 

condición anómala producida por la disociación 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 si/u lo hacen bajo condiciones de cultivo (23-25). Para eliminar esta 

posibilidad se efectuó la inmunotinción de NF68 en cortes hipofisiarios de 5 µm de grosor (ver 

los métodos). Como se muestra en la figura 1 O, la microscopía de fluorescencia mostró la 

presencia de células positivas y negativas a NF68 en el lóbulo anterior de la glándula. En los 

cortes de tejido la intensidad de la inmunofluorescencia de NF68 es más dificil de cuantificar que 

en células en cultivo, debido al seccionamiento parcial de las células y de la variación en la 

fluorescencia por las diferencias en el plano focal. Sin embargo, como se muestra en la figura 1 O 

se pudo comprobar que en el lóbulo anterior de la hipófisis se distingue claramente una 

población de células que expresa NF68 y otra que no lo hace. Además, se puede observar que la 

distribución de las células que expresan NF68 en la glándula es heterogénea (comparar la figura 

1 OC, 1 OD y 1 OE). En tres de siete glándulas procesadas y cortadas para inmunofluorescencia, las 

células positivas a NF68 se encontraron concentradas en zonas bien definidas de la 

adenohipófisis. El diagrama de la figura 1 O muestra la posición de una de estas zonas y la 

micrografia de la figura 1 O muestra detalles de esta área. 
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Fig. 10. Inmunofluorcsccncia de NF68 en rebanadas de 5 µm de grosor de adcnohipófisis de rata hembra 
de 60 días de edad. A: Imagen compuesta de las imágenes de contraste de fase obtenidas a baja 
amplificación (IOx). B: Imágenes de fluorescencia de los mismos campos que en A. Nótese la 
distribución heterogénea de las células positivas y negativas a NF68 en la glándula. C: Detalle de una 
región de la glándula con pocas células positivas a NF68. D: Detalle de una región de la glándula con 
moderada abundancia de células positivas a NF68. E: Detalle de una región de la glándula con numerosas 
células positivas a NF68. El diagrama en la parte superior izquierda ilustra el contorno de la posición en 
la glándula del área que se muestra en A y B. a: adenohipófisis; n: ncurohipófisis. La exposición de la 
cámara fue de 250 ms para B, C, D y E, y de 100 ms para A. En A y B la barra representa 200 µm. En C, 
D, y E la barra representa 50 µm. 
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La_ conclusión de estas observaciones es que, tanto in situ como in vitro, existe una 

subpoblación de células adenohipofisiarias que expresan marcadores neuronales y que su 

expresión ~o es producto del tratamiento de disociación celular o de las condiciones de cultivo. 

Las células adenohipofisiarias que son positivas a NF68, podrían representar una 

población de células inmaduras que conservan rasgos de un posible origen neuroectodérmico. Si 

este fuera el caso, esta característica debería expresarse con mayor frecuencia en estadios más 

tempranos del desarrollo ontogénico. Para explorar esta posibilidad, se llevó a cabo la 

inmunotinción de los marcadores neuronales en cultivos primarios de células adenohipofisiarias 

tanto de ratas hembras recién nacidas, como de ratas con 1 O, 20 y 45 días de edad. Los resultados 

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

En ratas recién nacidas la expresión de NF68 fue nula o muy baja (fluorescencia 

específica 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 grupos de AE o BE (tabla 3). En los cultivos de ratas con 10, 20 y 45 días la fluorescencia fue 

baja (fluorescencia específica media 12.6 ± 0.4 u.a., n = 346; 17.2 ± 1 u.a., n = 139; y 15.1 ± 2.2 

Ü.(l:, n."=137 respectivamente, ver figura 11). En los cultivos de células de ratas hembras de 10 y 

~() (jías, se puede observar (tabla 3) que el porcentaje de células con baja expresión aumenta 

ligeramente, en tanto que en las células adenohipofisiarias de ratas de 45 días de edad se nota un 
- ! .-~ " 

incremento todavía mayor en el porcentaje de células positivas (3.1%). Sin embargo, las células 

~e alto nivel de expresión fueron todavía infrecuentes (l. 5%, ver figura 1 1 ). En contraste, en las 

celulas de ratas hembras de 60 días, la fluorescencia específica media (figura 8) fue más elevada 

(40.4 ± 0.8 u.a., n = 2637), mostrando una distribución en las tres subpoblaciones ya antes 

· mencionadas (tabla 3). El porcentaje total de células positivas a NF68 (BE y AE sumados) fue de 

' 48.7%. Finalmente, la expresión de NF68 en células de ratas hembras de 90 días fue similar a la 

reportada para las células de las ratas de 60 días (fluorescencia específica media 33. 7 ± 2.2 u.a., n 

=. j5 1 ). ·Estos resultados claramente indican que la expresión 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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Días de edad 

Nivel de recién nacidas 10 20 45 60 
expresión de (n=355) (n=346) (n=l39) (n=l37) (n"".2637) 

NF68 
',. 

', 

' ,' 

AE 0% 0% 0.7% 1~5%· ',;~;-, ···> .. 10;1%. 
~, .. ' . 

BE 0% 5.2% 5% .) /''7,'?:~.!t· ::~· e •38,6% 
1 ·' 

'• 

SE 100% 94.8% 94.3% • .0'.''9L2% f· 51.3% 

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

Tabla 3. Porcentaje de células adenohipofisiarias obtenidas de ratas hembras de diferentes edades (datos de 
tres cultivos independientes para cada condición) divididos según el nivel de expresión de NF68. Células 
con AE: alta expresión, BE: baja expresión y SE: sin expresión (ver figura 6 para los rangos). Las células 
adcnohipofisiarias fueron procesadas para inmunofluorcsccncia después de un día en cultivo en condiciones 
control; los valores de p se obtuvieron con la prueba estadística Kolmogorov-Smimov y están reportados 
con 99% de intervalo de confianza. Nótese que la expresión de NF68 se incrementa significativamente entre 
los 45 y 60 días de edad. * p se refiere a la comparación entre los gmpos y las células de rata hembra de 60 
días de edad. 
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Fig. 11. Histograma de frecuencia que muestra la distribución de la fluorescencia específica de NF68 en 
células adenohipofisiarias de ratas hembras en diferentes estadios postnatales. A: recién nacidas, B, C y D 
10, 20 y 45 días de edad, respectivamente. La inrnunofluorescencia específica media, el error estándar y el 
número de células examinadas se muestran en cada gráfica. Los histogramas están hechos con datos 
agrupados de tres cultivos independientes para cada condición. Nótese que la expresión de 
neurofilamentos en las células adenohipofisiarias comienza a aparecer a partir del día 20 de edad. 
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Dimorfismo ;exual~n la expresión de NF68 en células adenohipofisiarias. 

La aparente relación entre la expresión de marcadores neuronales y el inicio de la 

madurez sexual en las ratas hembras nos planteó la necesidad de examinar sí el cambio de 

expresión dependiente de la edad también ocurría 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 días de 

edad el patrón de expresión de NF68 es homogéneo y bajo (fluorescencia específica media 22.6 

± 1.2 u.a., n = 383) pero significativamente mayor del observado en las células de ratas hembras 

de 45 días 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 comparación de los histogramas de 

distribución de la inmunotinción de NF68 en células adenohipofisiarias de ratas macho y ratas 

hembras de la misma edad. Se pueden observar claramente las diferencias encontradas en el 

patrón de distribución de la expresión de neurofilamentos. 

Estos resultados sugieren que 1) la expresión de los marcadores neuronales en las células 

adenohipofisiarias es sexualmente dimó1:fica (véase dimorfismo sexual, anexo 1), y 2) que 

probablemente las hormonas gonadales femeninas están involucradas en la regulación de esta 

expresión, siendo los candidatos obvios los estrógenos y/o factores liberados por los ovarios, el 

hipotálamo o la hipófisis en respuesta a éstos. 
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Fig. 12. Comparación de los histogramas de frecuencia de la fluorescencia específica de NF68 en células 
adenohipofisiarias de ratas hembras y macho de la misma edad (60 días). Datos agrupados de tres cultivos 
independientes. El histograma de columnas negras corresponde a la distribución de fluorescencia de NF68 
en células adcnohipofisiarias de ratas macho. La línea continua representa el histograma de distribución 
de fluorescencia de NF68 en células adenohipofisiarias de ratas hembras. Se indica: la fluorescencia 
específica media, error estándar y el número de células examinadas. Se indican también los rangos que 
comprende cada categoría de fluorescencia: células sin expresión (SE), de baja expresión (BE) y de alta 
expresión (AE). 
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lnjluenciade/ éicio estral en la expresión de NF68. 

Es bien conocido que las concentraciones plasmáticas de estrógenos presentan 

variaciones durante el ciclo estral (57 y 58), por lo que nos preguntamos si los diferentes niveles 

estrogénicos en estas condiciones fisiológicas podrían afectar la expresión de neurofilamentos. 

Para ello, analizamos tres estados del ciclo estral: proestro, estro y diestro, en donde el pico 

máximo 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 más detalles ver en la discusión la gráfica 21 ). Los resultados mostraron 

diferencias significativas entre las tres fases (p < 0.0001 en todos los casos). La expresión 

máxima de neurofilamentos se observó en el estro (fluorescencia específica media 63.4 ± 1.1 

u.a., n = 3704) y el mínimo en el proestro (fluorescencia específica media 31.1 ± O. 7 u.a., n = 

4772), siendo de un nivel intermedio en el caso del diestro (fluorescencia específica 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 proporción de 

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

, proestro. 

Fase del ciclo estral 

Nivel de expresión de Diestro Pro estro Estro 
NF68 (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 de células adenohipofisiarias obtenidas de ratas hembrass de 60 días de edad, en 
diferentes fases del ciclo estral (datos de tres cultivos independientes para cada condición) divididos 
según el nivel de expresión de NF68. Células con AE: alta expresión, BE: baja expresión y SE: sin 
expresión (ver figura 6 para los rangos). Las células adcnohipofisiarias fueron procesadas para 
inmunofluorcsccncia después de un día en cultivo en condiciones control. Se observaron diferencias 
significativas entre l11s tres fases (p < 0.0001 en todos los casos). 
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Efeclode la gonadecto;,,ia y el tr'a~amie1;to antieslrogénico dn la expresión de NF68. 

La adenohipófi~~k~~'!lef~d~los,órgános blanco de los estrógenos. Sus receptores se han 

identificacl~~~n~:·¿J:fo%TJ~º,\;~{~1as;d~l··1óbulo anterior, y la proporción de sus receptores varía 

según la fa~~;d~t·J¡'~l~':{~~~f~Í'~n la r~ta (26). Dentro de las acciones de estas hormonas en la 
. ,. ' ·- . . -;-· .- ·'": ·:._:-"--·'~--:: -.~;-:r?:!..· ,,._ • 

adenohipófisis~ se encuentra el "efecto positivo y negativo sobre la secreción de gonadotropinas y 

en la sehsibilid~d, d~ "r'bs tiro tropos a TRH (27 y 28). Los estrógenos estimulan la síntesis, 

almacenamiento y liberación de prolactina así como la división celular de los lactotropos (29). 

Con el propósito de explorar la participación de los estrógenos en la expresión de los 

neurofilamentos, se ovariectomizaron ratas hembras de 60 días de edad y 14 días después de la 

operación se analizó la expresión de NF68 en las células adenohipofisiarias. El grupo que se 

tomó como control fueron células adenohipofisiarias de ratas hembras de 60 días a las cuales se 

les realizó el mismo procedimiento quirúrgico, pero sin remover los ovarios. 

La ovariectomía (OVX) produjo una disminución significativa del nivel de expresión de 

los neurofilamentos (fluorescencia específica media 20.9 ± 0.5 u.a., n = 1977) en comparación 

con las células de ratas intactas o que fueron operadas pero sin la remoción de los ovarios 

(fluorescencia específica media 40.4 ± 0.8 u.a., n = 2637 y 45 ± 1.8 a.u., n = 554, 

respectivamente; p < 0.0001 en ambos casos)-:Sin ·embargo, las células de alta expresión que son 

muy raras en el macho (1.6%) y en las hembras de 45 días (I.5%) aún permanecieron en el caso 

de las ratas hembras con 14 días de'ovariectoinía (2.2%). Los resultados de estos experimentos 

se resumen en la tabla 5. 

Un procedimiento más radical que la ovariectomía y que generalmente se utiliza para 

eliminar la funC:ion estrogénica sin afectar las secreciones ováricas, es la administración de 

d~~gas:~nti estrogénicas como el tamoxifén. Esta es una droga que se une competitivamente al 

receptor de estrógeno ( 19 y 30) y tiene una potente función anti-estrogénica en el tejido mamario 

y. una débil acción estro génica en el endometrio uterino (30 y 31 ). El tamoxifén fue administrado 

. por vía oral (ver métodos) a un grupo de ratas hembras de 60 días de edad durante 15 días 

:. ~onsecutivos. Para los controles se utilizaron ratas hembras de 60 días a las cuales se les 

. administró la misma cantidad de agua que a las ratas tratadas. 
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La inmunotinción 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 días 

(fluorescencia específica media para el grupo tratado con tamoxifén 6. 1 ± 0.4 u.a., n = 71 O; p < 

0.0001 para todo los casos). Como se abordará con más amplitud en la discusión, una posible 

explicación de la menor inmunofluorescencia detectada en las células de ratas ovariectomizadas 

en comparación con las células de ratas tratadas con tamoxifén, es que en el primer caso los 

estrógenos circulantes no desaparecen completamente de la circulación (32), probablemente 

debido a la liberación de estrógenos de fuentes extra ováricas (33 y 34). 

La expresión 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 hipótesis de que la disminución de la expresión de NF68 en las ratas ovariectomizadas 

es resultado de la producción insuficiente de estrógenos más que de otros factores ováricos 

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

Nivel de Hembra Macho60 Operación ovx Tamoxifén OVX·hehículo OVX+I7P 
expresión de 60 días días control (n=1977) (n=710) (n=917) estradiol 

NF68 (n=2637) (n=383) (n=554) (n=511) 

AE 10.1% l.6% ll.9% 2.2% 0% 2.3% 7.8% 
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 

** 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 categorías de expresión de NF, obtenidas de ratas 
hembras de 60 días de edad, ratas macho y hembra de 60 días de edad: operadas control, 14 días después de 
ovariectomizadas (OVX), tratadas con tamoxifén por 4 días, OVX inyectadas con vehículo por 4 días y OVX con 
inyección de 20 µg/ 100 gr de 17 P-cstradiol. Los datos son de tres cultivos independientes para cada condición. 
Las células adenohipofisiarias fücron procesadas para irununofluorcsccncia después de un día en cultivo en 
condiciones control. Los valores de p se obtuvieron con la prueba estadística Kolmogorov-Smimov y están 
reportados con 99% de intervalo de confianza. • p se refiere a la comparación entre los grupos y las células de rata 
hembra de 60 días de edad y •• p se refiere a la comparación entre los grupos y las células de rata macho de 60 días 
de edad. 
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Influencia de la restitución de estradiol en ratas ovariectomizadas sobre la expresión de NF68. 

Para corroborar la hipótesis anteriormente mencionada, durante 4 días- se inyectó 

subcutáneamente 20 µg por cada 100 gr de peso de 17 P-estradiol a un grupo de ratas hembras de 

60 días de edad Juego de 15 días de OVX. Al cuantificar la expresión de NF68 en las células 

adenohipofisiarias de estas ratas, se observó un aumento considerable (fluorescencia específica 

media 47.8 ± 1.6 u.a., n = 511), en comparación con la expresión encontrada en células de ratas 

OVX inyectadas sólo con el velúculo o OVX sin inyecciones (fluorescencia específica 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 más bajo que el observado 

en las células de ratas hembras de 60 días (probablemente debido a la concentración final de 

estradiol alcanzada), las células con expresión (AE + BE) se encuentran en mayor proporción 

que la registrada en las células de ratas hembras de 60 días (70.2% y 48. 7% respectivamente). El 

efecto de este tratamiento sobre la proporción de células SE, BE y AE se encuentra resumido en 

la tabla 5. 

En conjunto, estos resultados sugieren fuertemente que el nivel de expresión de NF68 en 

las células hipofisiarias está afectado por la concentración plasmática de estradiol y que estos 

efectos están mediados por los receptores estrogénicos. 

Efectos de la castración y el tratamiento estrogénico en la expresión de NF68. 

Como se mostró anteriormente, la expresión de neurofilamentos es baja en los machos 

(fluorescencia específica media 22.6 ± 1.2 u.a.). Después de la orquidectomía o de la operación 

control, la expresión de NF68 aumentó significativamente. La inmunoreactividad de NF68 fue 

elevada en ambos grupos (fluorescencia específica 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 razón del aumento en la expresión 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 P-estradiol, utilizando 

el mismo protocolo que para las OVX (ver métodos), se detectó un incremento aún mayor en Ja 

expresión de neurofilamentos (fluorescencia específica 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 vehículo (p = 0.0004 y p < 0.0001, respectivamente). En este caso, la 

expresión de NF68 incluso excedió a la observada en ratas hembras de 60 días de edad (p < 

0.0001). 

Estos resultados (resumidos en la tabla 6) permiten concluir que: 1) la deficiencia de 

andrógenos por sí misma no influye significativamente la expresión de NF68 en las células 

adenohipofisiarias y 2) las células adenohipofisiarias de macho tienen la capacidad para 

aumentar la expresión de neurofilamentos en respuesta a los niveles elevados de estrógenos 

circulantes. 

Nivel de Macho 60 Operación Orquidectomía Orquidectomía + Orquidectomía + 
expresión de días control (n=636) vehiculo 1713 estradiol 

' 

NF68 (n=382) (n=438) (n=834) (n=680) 

AE 1.6% 0.9% l.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% 

• p <0.0001 p <0.0001 p < 0.0001 p <0.0001 p < 0.0001 

•• p <0.0001 - p = 0.0025 p<0.0001 p = 0.0004 

Tabla 6. Porcentaje de células adenohipofisiarias en las tres categorías de expresión de NF, obtenidas de ratas 
macho de 60 días de edad y machos de 60 dias de edad: operadas control, 14 días después de 
orquidectomizadas, orquidectomizadas inyectadas con vehículo por 4 días y orquidectomizadas con inyección 
de 20 µg/100 gr de 17 J3-cstradiol. Los datos son de tres cultivos independientes para cada condición. Las 
células adenohipofisiarias füeron procesadas para inmunofluoresccncia después de un día en cultivo en 
condiciones control. Los valores de p se obtuvieron con la prueba estadística Kolmogorov-Smirnov y están 
reportados con 99% de intervalo de confianza. • p se refiere a la comparación entre los grupos y las células 
de rata hembra de 60 días de edad y •• p se refiere a la comparación entre los grupos y las células de rata 
macho de 60 días de edad. 
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Efecto del 17 P-estradiol en la expresión de NF68 en células adenohipo.fisiarias 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 adenohipófisis in vitro, se evaluó la expresión de 

neurofilamentos de células adenohipofisiarias tratadas en cultivo con 17 13-estradiol durante 6 

días consecutivos. En la figura 13 se observa la distribución de fluorescencia de la expresión de 

neurofilamentos de 68 kDa en un cultivo representativo de células adenohipofisiarias de rata 

hembra de 60 días de edad, la expresión de neurofilamentos decae paulatinamente a partir de los 

primeros días de cultivo (fluorescencia específica media 58.6 ± 4 u.a., n = 162, 13A), siendo 

significativamente menor (p < 0.0001) a los 6 días en cultivo (fluorescencia específica media 

1 7.8 ± 0.6 u.a., n = 205, 138). La expresión continúa decayendo hasta ser muy baja o nula a los 

12 días de cultivo (fluorescencia específica media 14.8 ± 0.8 u.a., n = 86, 13C). La adición en el 

cultivo de 200 nM de 1 7 P-estradiol no modificó ni previno esta perdida en la expresión 

(fluorescencia específica media 10.2 ± 0.8 u.a., n = 132, 130). Estos resultados sugieren (aunque 

no de manera determinante) que la forma en que el estradiol regula la expresión de 

neurofilamentos (demostrada in vivo) es indirecta, de forma que esta podría actuar ya sea a través 

del hipotálamo o regulando otros factores adenohipofisiarios. 

45 



i 0.15 
.ti 
"U 

1 día de cultivo 
A o.8

1 g 0.4 

e:: I x=58.6±4.1 

B o.8 

] 0.15 

"U 

~ 0.4 

6 días de cultivo 

x= 11.s ±o.6 
n=205 ·~ • n=ló2 

j '" ~ ...... "' ..... .... 
250 

• ·a 
e:: 
~ ., 

.::: 

e (.8 

.. 
"el C.15 

~ 
8 C.4 
e:: 

" ·a e:: ¡¡ 
" .::: 

o .n 100 150 200 

.so 

fluare:;rencia especlfics 

12 días de cultivo 

x= 14.8 ± o.8 
n=86 

100 150 200 
fluorcs::encia especlfics 

250 

D o.8 

.. 
1l 0.15 

~ 
a B o.4 ., 
·a e:: 
e 
" .::: 

50 100 150 200 
fluorescencia cipccifica 

6 días de cultivo con 
200 nM 17 P-estradiol 

x= 10.2 ±0.8 
n= 132 

.so 100 Jj) 200 
fluarcii:cncia específica 

Fig. 13. Histograma de frecuencia que muestra la distribución de la fluorescencia específica de NF68 en 
células adcnohipofisiarias de ratas hembras con diferentes días en cultivo. A: 1 día en cultivo, B: 6 días en 
cultivo, C: 12 días en cultivo y D: 6 días en cultivo con 200 nM de 17 J3-cstradiol. La 
inmunofluorcsccncia específica media, el error estándar y el número de células examinadas se muestran 
en cada panel. Los histogramas están hechos con datos agrupados de dos cultivos independientes para 
cada condición. Nótese que la expresión de ncurofilamentos en las células adcnohipofisiarias comienza a 
decaer a partir de sexto día en cultivo. 
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Influencia del embarazo y la lactancia sobre la expresión de 11eurofilame11tos. 

El período de embarazo en la rata es de 21 a 22 días. Durante este tiempo, tres hormonas 

cambian drásticamente sus niveles, las hormonas ováricas esteroídeas (progesterona y 

estrógenos) y la prolactina. La mayor parte del tiempo, la progesterona se mantiene alta, pero los 

niveles bajan bruscamente en el dia 19. Los estrógenos 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 día 16 con un máximo en el día del parto (fig. 14; 36 y 37). Después del parto, el 

período de lactancia dura de 22 a 23 días. Durante este tiempo las ratas mantienen hasta 2 días 

después del parto las concentraciones de estradiol alcanzadas en la última fase del embarazo. A 

los 7 días posparto, la concentración media de estradiol es un poco alta, pero no es 

significativamente diferente de la que se encuentra en ratas hembras vírgenes (fig. 14; 36 y 37). 

A B 
2000 

pM/I pM/I 

2000 

1000 

1000 

o o 
2 7 10 V 

Fig. 14. Concentración plasmática media, de 17 j3-cstradiol en A: ratas vírgenes (V) y a los 8, 12, 16 y 22 
días de embarazo; B: ratas vírgenes (V) y a los 2, 7 y 10 días posparto. Tomado de cita 37 

47 



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 comparación al proestro. 

Con el fin de analizar el efecto que un período largo (de 2 a 4 días) de estradiol elevado podría 

tener en la expresión de neurofilamentos, decidimos examinar la expresión de NF en células 

adenohipofisiarias de ratas hembras con 15 y 21 días de embarazo y con diferente número de 

días posparto. En las células de ratas con 15 y 21 días de embarazo la expresión de 

neurofilamentos fue baja (fluorescencia específica media 32.8 ± 1 u.a., n = 722 y 22.7 ± 0.7 u.a., 

n = 2223 respectivamente), en ambos casos significativamente (p < 0.0001) menor a la de las 

células de ratas hembras de 60 días en estro o diestro. En contraste, en las células de ratas con 7 

días posparto la expresión (fluorescencia específica media 61.5 ± 0.8 u.a., n = 3052) fue 

significativamente (p < 0.0001) mayor en comparación con las ratas embarazadas. Este aumento 

en la expresión de neurofilamentos disminuye gradualmente conforme pasan los días posparto (a 

los 10 días posparto la fluorescencia específica media es de 54.7 ± 1 u.a., n = 1598 y a los 14 

días la fluorescencia específica media 55.7 ± 1.3 u.a., n = 1452), hasta los 21 días posparto 

(fluorescencia específica media 45.7 ± 0.8 u.a.; n = 1247), en donde la expresión de NF68 es 

ligeramente mayor que la observada en las células adenohipofisiarias de rata hembra de 60 días 

en diestro pero menor a la observada en células de rata hembra en estro. Los resultados de la 

expresión de NF68 en células adenohipofisiarias de ratas embarazadas y en posparto se muestran 

en la tabla 7. 
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Nivel de 
expresión de 

NF68 
AE 

BE 
SE 

• 

3.3.% 

41:4%.· 

p < 0.0001 

¡· 

Días 
posparto 

10 
(n=l598) 

12.4% 

72.2% 

15.4% 

p < 0.0001 p < 0.0001 p < 0.0001 

14 21 
(n=l452) ·(n=1247) 

13% 5.6% 

67% 72.2% 

20% 22.2% 

p < 0.0001 p < 0.0001 

Tabla 7. Porcentaje de expresión de NF68 en células adenohipofisiarias obtenidas de ratas hembras: con 
15, y 21 días de embarazo y con 7, 10, 14 y 21 días posparto. Los datos son de tres cultivos 
independientes para cada condición. Las células adenohipofisiarias fueron procesadas para 
inmunofluoresccncia después de un día en cultivo en condiciones control; los valores de p se obtuvieron 
con la prueba estadística Kolmogorov-Smirnov y están reportados con 99% de intervalo de confianza. • 
p se refiere a la comparación entre los grupos y las células de rata hembra de 60 días de edad. 

Estos resultados, junto con los de la expresión de neurofilamentos determinada durante 

el ciclo estral sugieren que el aumento en la expresión de neurofilamentos se produce con un 

cierto retraso después de que ocurre el pico máximo de estradiol plasmático (proestro y final del 

embarazo), además de que no se ve modificada con la duración de la elevada concentración de 

estradiol y comienza a disminuir paulatinamente. 

Identificación de las poblaciones de células adenohipofisiarias que expresan 

neurofilamentos. 

Un aspecto crucial de este trabajo fue identificar que tipo o tipos celulares 

adenohipofisiarios expresan neurofilamentos. Para identificar la población de células con 
' · .. · . 

expresión de NF68, se realizaron inmunotinciones dobles para neurofilamentos y para cuatro de 

·las ·cinco diferentes hormonas secretadas por los diferentes tipos celulares adenohipofisiarios. 

Estos cuatro tipos celulares representan cerca el 90% del total de la población endocrina 

hipofisiaria (36). La proporción de cada tipo celular encontrado en este estudio en adenohipófisis 

de ratas hembras sexualmente maduras, fue de la siguiente manera: somatotropos 30.6%1, 

lactotropos 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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estudios (2, 35 y 36)y las variaciones relacionadas con las fases del ciclo estral (2). Como se 

ilustra en la figura 15, las células doblemente positivas se identificaron en cada uno de los cuatro 

fenotipos celulares. Cada población celular tiene patrones específicos de inmunotinción. En la 

figura 158 y l 5C, que corresponden a imágenes confocales de un tirotropo y un gonadotropo 

respectivamente, se observa que la distribución de NF68 y LH o TSH está distribuida 

diferencialmente en el citoplasma de las células y en algunos casos parece no co-localizarse en la 

misma región. 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 días 

posparto la proporción de cada tipo celular fue del 30.9% de somatotropos, 41.6% de los 

Iactotropos , 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 Iactotropos (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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D 

Fig. 15. Identificación de los subtipos de células adcnohipofisiarias que expresan NF68. La doble inmunotinción de 
NF68 y GH, LH, TSH o PRL se realizó en células adenohipofisiarias de ratas hembras de 60 dlas de edad, 
mantenidas un dla en cultivo en condiciones control. Las imágenes de confocal para las muestras inmunoteñidas 
para hormona se adquirieron con una longitud de excitación de 488 nm y de 647 nm para NF68. La emisión se 
colecto con un fotomultiplicador en dos canales separados. En cada cuadro se muestra en rojo la inmunotición 
correspondiente a NF68 y en verde la correspondiente a la hormona adcnohipofisiaria. A: lnmnunotinción de NF68 
y GH; B: NF68 y LH; C: NF68 y TSH; D: NF68 y PRL. Cada población de células adenohipofisiarias muestra una 
tinción característica de la hormona y en general difieren del patrón de tinción de NF68. En las figuras 15A y 150 se 
identifican cuatro tipos celulares: Los doblemente negativos(•), Los positivos sólo a la hormona(®), los positivos 
sólo a NF68 (~)y los doblemente positivos (l!J). La barra en cada panel representa 20 µm. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Somatotropos Lactotropos Gonadotropos Tirotropos 
hembra de 60 % población 30.6 45.7 7.6 8.1 
días de edad 

% positivo a 11.7 ± 2 20.2 ± 3 12.6±8 33.1±8 
NF68 

~ ~~ 

hembra con 7 % población 30.9 41.6 6.6 9.8 
días posparto 

% positivo a 8.6±4 18.7 ±3 4.9± 1 56.9 ± 8 
NF68 

Tabla 8. Proporción (% población) de cada tipo celular con respecto al total de la población celular 
adcnohipofisiaria, encontrado en este estudio en adcnohipófisis de ratas hembras sexualmente maduras y 
ratas hembras con 7 días posparto. Proporción (% positivo a NF) de células positivas a ncurofilamcntos 
para cada tipo celular en células de adcnohipófisis de ratas hembras scxuahncntc maduras y ratas hembras 
con 7 días posparto. 

Estos restiltados indican que la expres1on de marcadores neuronales especificos no es 

exclusiva de un tipo celular adenohipofisiario, sino que más bien se manifiesta en un subgrupo 

de cada población celular y que puede variar el porcentaje para cada tipo dependiendo de la 

condición fisiológica del organismo. El posible significado funcional (si hay alguno) de este 

subgrupo de células que expresan NF68 y cuya abundancia está regulada por el nivel hormonal, 

queda por ser investigado. 

Expresión de 11e11rofilame111os por Western blot. 

Con el fin de corroborar la diferencia en la expresión de neurofilamentos observada en las 

células adenohipofisiarias de ratas hembras y machos se decidió utilizar la técnica de Western 

blot, como un método que permite observar diferencias en la cantidad de proteína en un 

homogenado de tejido completo. 

52 



Como se muestra en la figura 16 en el control positivo (homogenado de ganglio 

simpático) se pudo observar una banda de aproximadamente 69 kDa, mientras que en el 

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

200 

97 

69 

43 

Peso Molecular 
(kDa) 

ganglio 
20µg 

Adenohipólisis 
Rata hembra 

60 dios de edad 
200µg 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

;•;,. 

Adenohipólisis 
Rata hembra 

60 dfns de <.-dad 
300µg 

·,·: -·· 

. ,\· 

Fig. 16. Western blot de homogenados de ganglio simpático de rata y adenohipófisis de ratas hembras de 
60 días de edad. 
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Dado que en el homogenado de adenohipófisis las bandas no tienen el peso molecular 

generalmente esperado para los neurofilamentos de bajo peso molecular (60-70 kDa), decidimos 

descartar dos posibilidades que podrían producir artefactualmente un corrimiento en las bandas: 

la primera de ellas es que una alta concentración de albúmina (aproximadamente 94 kDa), 

presente en el medio en donde se colocan las glándulas 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 proteína total (300 µg) cargada en cada pozo estuviese 

influyendo en la forma de correr de las muestras de adenohipófisis. Para descartar o confirmar la 

primera posibilidad, se utilizaron diferentes concentraciones de homogenado de ganglio (5, 20, 

30 y 40 µg) mezcladas cada una con 22 mg de albúmina diluida y, para la segunda posibilidad se 

aplicó en un pozo la misma cantidad de proteína total (300 µg) del control positivo y en otro 

pozo una mezcla de 20 µm de homogenado de ganglio más 300 µg de homogenado de 

adenohipófisis. 

Como se muestra en la figura 17 B las muestras mezcladas con albúmina no son 

reconocidas por el anticuerpo de NF68. Inicialmente podría pensarse que la electro transferencia 

no se llevó a cabo adecuadamente. Sin embrago, al ser revisado el gel de electro transferencia 

con azul de Comassi no se encontró ninguna tinción, por lo que probablemente el exceso de 

albúmina enmascara los sitios de unión del anticuerpo saturando el gel en esos puntos. Este 

resultado nos llevó a cambiar el procedimiento de extracción de las glándulas, y en vez de 

colocarlas en medio de cultivo se colocaron en PBS y posteriormente en la solución de 

homogenado, cuando se volvieron ha hacer los geles utilizando esta modificación 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 proteína cargada corriera hacia abajo las bandas de NF, la 

banda correspondiente a los NF68 de ganglio simpático se vio afectada o varío su posición de 

acuerdo a su peso molecular. 

Estos controles indican que en la adenohipófisis de rata los neurofilamentos de bajo peso 

molecular tienen un peso molecular más bajo de 68 kDa, pero retienen su sitio de unión 

específico al anticuerpo en el carboxilo terminal. 
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Fig. 17. Western blot de homogenados de ganglio de rata y adenohipófisis de ratas hembras de 60 días. Se 
muestra en A: la tinción de azul de Coomassi de un gel de agarosa 8%, en el cual los cuatro primeros 
carriles (de izquierda a derecha) corresponden a diferentes concentraciones de homogenado de ganglio y 
los últimos cuatro a las mismas concentraciones mezcladas con 22 mg de albúmina. B: inmunotinción de 
NF68 de una membrana a la cual fue electro transferido un gel como el que se ilustra en la figura A. 
Como se puede observar las muestras que fueron mezcladas con albúmina no se observan inmunotcñidas 
en la membrana de nitrocelulosa. Geles de 8% con . 7 mm de grosor. 
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Fig. 18. Western blot que muestra el efecto de la cantidad de proteína cargada en cada pozo en geles de 
8% con .7 mm de grosor. Obsérvese que el peso molecular de la banda correspondiente a 300 µg de 
homogenado de ganglio no se ve modificado y que en el caso de la mezcla de 20 µg de homogenado de 
ganglio con 300 µg de adenohipófisis se observan 2 bandas, siendo la de más bajo peso molecular igual a 
la de sólo homogenado de adenohipófisis. 
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En la figura 19 al comparar los homogenados de adenohipófisis de rata hembra de 60 

días, ratas macho de 60 días y ratas con 7 días posparto, se observa que en estas últimas la 

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

200 

97 

69 

-43 

Peso Molecular Adcnohipófisis 
(kDa) rain macho 60 dlns 

300µg 

;~ ......,. 
Adenohipófisis 
rntn hembra 7 dins 
Pospnrto, 7 crías 
300µg 

., 
-.--:-

Adcnohipófisis 
rain hembra 60 dlns 
300µg 

Ganglio 
20µg 

Fig. 19. Western blot con geles de .7 mm de grosor, de homogenados de ratas hembras de 60 días de 
edad, 7 días posparto y ratas macho de 60 días de edad. Nótese que ambas bandas son más intensas en los 
homogenados de ratas hembras de 60 días de edad y con 7 días posparto. 
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Fig. 20. Western blot en geles con 1.5 mm de grosor, de homogcnados de ratas hembras de 60 días de 
edad en diferentes días del ciclo cstral (procstro, estro y diestro), ratas macho de 60 días de edad y ganglio 
simpático. Nótese que ambas bandas son más 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 comparación con ratas macho de 60 días, en este caso para lograr 

una mejor distribución del homogenado se utilizaron geles de 1.5 mm de grosor. Como se 

observa, en los homogenados de adenohipófisis de ratas hembras de 60 días en estro, las bandas 

obtenidas son mucho más intensas que las de diestro, proestro o del macho. También se puede 

observar que al emplear geles más gruesos las dos bandas correspondientes a NF68 en 

adenohipófisis se separan de mejor manera y se observa una más cercana a 68 kDa y otra cerca 

de los 48.6 k.Da. 

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 

inmunofluorescencía medida a nivel celular. Es decir, que en las ratas sexualmente maduras en 

estro la expresión de neurofilamentos es mayor que en las ratas en proestro, diestro y que esta 

expresión es sexualmente dimórfica. 
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DISCUSIÓN 

Expresión de marcadores neuronales en la adenohipófisis 

Como se explica detalladamente en el anexo 2, los neurofilamentos (NFs) son 

heteropolímeros compuestos de la combinación de 2 de los tres polipéptidos fibrilares de 

diferente peso molecular 200, 160 y 68 kDa, en algunos casos se pueden encontrar 

homopolímeros de 68 kDa. Estos neurofilamentos se consideran específicos de fenotipos 

neuronales, aunque se han encontrado en otras células como paraneuronas, células 

parafoliculares de tiroides y células del sistema endocrino del intestino así como células de 

Sertoli y Leydig (2). Además aparecen en células cromafines en condiciones de cultivo (23-25). 

La expresión de neurofilamentos en la adenohipófisis ha sido en extremo controversial (8, 11-14, 

20 y 38). Sin embargo, como este estudio claramente demuestra, en las ratas existe una 

súbpoblación de células del lóbulo anterior de la glándula que expresa tanto NFs como otros 

marcadores neuronales (MAP2). 

Los neurofilamentos tienen varios sitios de fosforilacíón en el extremo carboxilo y se ha 

descrito que cuando se encuentran completamente fosforilados se da el proceso de 

polimerización que forma el filamento de 1 O nm. Los anticuerpos empleados en este estudio 

(anti~NF68;. clon NR4 y anti-NF200, clon RM0-24) reconocen y se unen a las proteinas de NF 

· completamente fosforiladas en el extremo carboxilo terminal, por lo que podemos inferir que la 

· · . fluor~scencia que detectamos en las células adenohipofisiarias corresponde a la unión de los 

· anticu~rpos al estado polimerizado del FI (39). Esto nos da una idea de que los neurofilamentos 

están 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 función (anexo 2). 

En el caso de los resultados obtenidos por Western Blot para los homogenados de 

adenohipófisis, llama la atención 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 explicación a 
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la presencia de dos bandas específicas (dado que el anticuerpo no se une a ningún otro antígeno) 

de los neurofilamentos de bajo peso molecular en la adenohipófisis, podemos decir que, dado 

que el resultado del control positivo (homogenado de ganglio simpático) no se modificó con la 

presencia de albúmina o por la cantidad de proteína utilizada (fig. 17 y 18) el corrimiento en las 

bandas no se debe a un factor artefactual de la cantidad de proteína 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 adenohipófisis de rata, debe ser producto de que los NF-L sufren algún cambio 

postraduccional que no ocurre en el ganglio (deleción de aminoácidos) o que alternativamente no 

están sujetos a ciertos cambios postraduccionales (glucosilación en al menos dos y hasta cuatro 

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

Los NFs de bajo peso molecular tienen 93 amino ácidos (a.a.) en el segmento amino, 308 

a.a. en la región 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 proteína filamentosa de 

aproximadamente 49 kDa conserva los sitios de fosforilación y mantiene la capacidad de 

ensamblaje para formar el heteropolímero y posteriormente el protofilamento (ver anexo 2), 

aparentemente sin alterar su función en el citoesqueleto. El anticuerpo utilizado en este trabajo 

reconoce como ya se mencionó, al filamento completamente fosforilado y esta fosforilación se 

produce en el extremo carboxilo (42) antes del posible punto de deleción (a.a. carboxilo 8 I). Con 

Jos datos que contamos, no podemos dilucidar si los NF68 de las células adenohipofisiarias 

sufrieron una deleción o un cambio en el estado de glicosilación. Sin embargo, lo que si podemos 

decir es que en el caso de Ja adenohipófisis, los neurofilamentos de bajo peso molecular 

mantienen sus propiedades de fosforilación y ensamblaje, no solo porque el anticuerpo empleado 

reconoce la proteína de bajo peso molecular fosforilada, sino también porque el anticuerpo para 

NF200 (clon RM0-24) reconoce de igual forma el filamento de 200 kDa completamente 

fosforilado, lo que significa que está polimerizado y dado que esta proteína fibrilar no forma 

homopolímeros, necesariamente estaría formando un heteropolimero con NF68, aunque 

pareciera sin embargo (fig. 9) que la expresión y el porcentaje de células positivas a NF200 es 

mayor que para NF68. A pesar de que no en todos los cultivos se observó el mismo porcentaje 

de células positivas a NF200, probablemente por las diferencias en las etapas del ciclo estral, 

esta diferencia podría deberse a la accesibilidad del antígeno para ser reconocido por el 
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anticuerpo, ya que la parte carboxilo terminal de la proteína 200 kDa se encuentra más expuesta 

(ver anexo 2). Sin embargo, esta hipótesis necesitaría ser descartada o confirmada. 

Habiéndose corroborado por diversos métodos la expresión de neurofilamentos en la 

adenohipófisis, podría pensarse que ésta es una evidencia que apoya la idea de que una parte de 

la adenohipófisis tiene un origen neuroectodérmico (9, 10). Sin embargo, nuestros datos de 

hecho, son inconsistentes con esta interpretación. En el caso de las células cromafines cuyo 

origen neuroectodérmico está más claramente establecido y en las células de islotes pancreáticos 

que provienen del endodermo, los NFs se expresan en páncreas y glándulas adrenales de 

embriones, pero no en los animales adultos (3). En contraste, como se muestra en este estudio, la 

. expresión de NFs en la adenohipófisis está ausente en ratas recién nacidas y ratas jóvenes, 

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

que la expresión de neurofilamentos en las células adenohipofisiarias, más que una reminiscencia 

de origen embrionario, refleja una función activa y regulada, que está 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 están presentes, los neurofilamentos se expresan en menor cantidad. 

Al llegar la madurez sexual algunos de los cambios fisiológicos más notables son 

aquellos relacionados con las hormonas sexuales, sus efectos en diversos órganos y el comienzo 

de la etapa reproductiva. Estos cambios hormonales marcan algunas de las diferencias entre los 

machos y las hembras (ver dimorfismo sexual, anexo 1 ), que de cierta forma podrían estar 

produciendo el dimorfismo sexual observado en la expresión de los marcadores neuronales en la 

adenohipófisis. 

En el caso de las ratas hembras, el ciclo reproductor se divide corno ya se mencionó en: 

diestro, fase del ciclo durante la cual la progesterona ejerce una influencia dominante en los 

órganos accesorios y, la secreción de estrógenos es el resultado de la interacción entre las 

hormonas gonadotrópicas y el desarrollo del folículo. El proestro, durante el cual la actividad 

secretora del cuerpo luteo declina y los órganos reproductores se encuentran bajo la influencia de 
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los folículos y de las hormonas gonadales; debido al incremento de la secreción de estrógenos 

(que· comienza en el diestro; fig. 21 ), se presenta una acumulación de fluidos en el útero y un 

.ªIJrnento en ·Ja LH, que ocasiona la ovulación y el inicio de la formación del cuerpo lúteo. El 

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

al coito; en esta fase, se presenta un crecimiento rápido y corniticación (queratinización celular) 

del epitelio vaginal estimulado por estrógenos. El metaestro o diestro 1, es un estado de 

u~ansición corto posterior a la ovulación en el cual, los niveles circulantes de estrógenos son 

bajos, y por ende sus efectos declinan al tiempo que la secreción de progesterona comienza a 

incrementarse ( 43-45). 
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Fig. 21. Perfil hormonal de prolactina, 
estradiol, LH y FSH a través de los 4 
días del ciclo cstral. Las barras negras 
representan el período de oscuridad 
( 1800-0600 h) y las lineas punteadas 
marcan la medianoche (tomada de 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 están los estrógenos, que inducen 

ent.re otras cosas, la transdiferenciación de los lactosomatotropos en lactotropos (fig. 4; 51) y 

estimulan la proliferación de lactotropos (52). También induce la expresión de galanina (53), 

péptido vasoactivo intestinal (54) y el gen c-fos (55), además de incrementar el número de 

células positivas a neurotensina (56). En este estudio se demuestra que la expresión de NFs en la 

adenohipófisis es de igual forma dependiente de los estrógenos y que está regulada por los 

cambios que éstos sufren durante el ciclo estral, observándose el máximo de expresión en el 

estro, moderada expresión en el diestro y baja en el proestro. Como se muestra en la figura 21, es 

durante esta última etapa del ciclo (8 horas antes del inicio del estro) que los niveles estrogénicos 

plasmáticos alcanzan un pico máximo ( 4. 7 ng/ml), esto implicaría que dado que la máxima 

expresión de neurofilamentos se observó durante el estro, la síntesis y/o polimerización de NFs 

en las células hipofisiarias tiene un retraso con respecto a la elevación de los niveles 

estrogénicos, decayendo lentamente después de que los niveles estrogénicos disminuyen en el 

estro y hasta alcanzar el mínimo al volver a llegar al proestro. Este retraso en la expresión de 

neurofilamentos con respecto al pico máximo de estradiol aparentemente podría indicar que son 

otros factores, más que el estradiol, los que están influyendo en la expresión de neurofilamentos. 

Sin embargo, como se discutirá más adelante, los resultados de las ratas ovariectomizadas y las 

manipulaciones con 17 P-estradiol y tamoxifén, apoyan la idea de que el estradiol regula de 

manera directa o indirecta la expresión de los neurofilamentos. 

Los esteroides sexuales (estrógenos y andrógenos) son producidos principalmente en los 

ovarios y testículos. La producción ovárica de esteroides depende de la biosintesis de colesterol y 

de su transporte a través de la circulación. En respuesta a la secreción de gonadotropinas 

hipofisiarias, varios compartimentos foliculares interactúan 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 biosíntesis de andrógenos, y las células de la granulosa son capaces de 

producir progestinas y de aromatizar los andrógenos para convertirlos en estrógenos. Dado que el 

receptor de FSH está presente únicamente en las células granulosas, esta hormona regula la 

actividad de la aromatasa que transforma finalmente la androstenediona a estradiol y la LH 

estimula le biosíntesis de andrógeno a partir de colesterol en las células de la teca interna. Al 
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extraer quirúrgicamente los ovarios de la rata, los niveles de estradiol decaen significativamente 

y con ello también decae la expresión de neurofilamentos en las ratas ovariectomizadas, hasta ser 

intermedia a la observada en ratas hembras de 45 días y machos. A pesar de que la extirpación de 

los ovarios podría modificar algunos otros factores y hormonas, la recuperación de la expresión 

de neurofilamentos con el tratamiento de ratas OVX con 17 13-estradiol refuerza la idea de que es 

el estradiol el que de alguna forma regula la expresión de los neurofilamentos y produce su 

expresión sexualmente dimórfica. 

En los machos la principal fuente de estradiol se produce por la aromatización local de 

testosterona a 5cx:-DHT (dihydrotestosterona) o a estradiol. Esta metabolización está regulada por 

los esteroides gonadales (anexo 1 ). La castración supusimos debe producir una caída en la 

concentración plasmática de testosterona, que de alguna forma puede inhibir el efecto del 

estradiol sobre la expresión de neurofilamentos. Sorprendentemente, tanto en las ratas macho 

castradas como en las ratas controles de la operación, la expresión de NF68 aumentó 

moderadamente. La explicación más simple a este hecho, podría ser que el estrés asociado a la 

manipulación y la cirugía incrementaran los niveles estrogénicos plasmáticos. En estos animales, 

se sabe que el estrés incrementa los niveles de corticosterona y progesterona plasmáticas y que la 

testosterona y la androstenediona disminuyen en concordancia con la caída en la actividad 

enzimática de las células de Leydig (58). Igualmente, se ha reportado que el estrés estimula la 

liberación de ACTH y PRL de las células adenohipofisiarias de la rata macho (59 y 60). Es 

posible que .el estrés y la estimulación de los corticotropos y lactotropos en las ratas macho 

operadas control y castradas, pueda explicar la pequeña elevación en la expresión de NF68 en el 

cultivo de estas células. Este fenómeno no nos permitió evaluar claramente el efecto neto que la 

castración tiene sobre la expresión de los neurofilamentos. No obstante, si pudimos constatar que 

la aplicación de 17 13-estradiol aumento aún más la expresión del marcador. 

Numerosos estudios han documentado la importancia de los esteroides gonadales para la 

diferenciación sexual de las funciones neuroendocrinas, cognitivas y de comportamiento (ver 

anexo 1; 61 y 62). Además, se ha reconocido que los estrógenos constituyen factores de 

crecimiento neural, con acciones semejantes a las que tienen la familia de las neurotrofinas y 

péptidos tróficos (58 y 59). Los estrógenos desempeñan diferentes funciones en la glándula 
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hipofisiaria; incluyendo la proliferación celular y la regulación de la síntesis hormonal, además 

de que'aumenta la expresión del propio receptor a estrógenos (RE) en la glándula (63). El 

nÍecanislTlo,·nÍediante el cual los estrógenos regulan tal variedad de funciones no esta cabalmente 

c~. rn~~~~d;i~o •todavía. Se sabe que los estrógenos se unen a receptores intracelulares (REs) . . . 
ocasionando su dimerización y activación e interacción con elementos de la maquinaria de 

transd~p~ión. en el DNA que activan o inhiben la expresión de los genes regulados por 

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

p y RE-a. A pesar de que la mayoría de las veces se ha descrito que la ubicación de estos 

receptores es intranuclear, existen cada vez más evidencias que demuestran acciones 

estrogénicas independientes del proceso de transcripción y que dependen de receptores 

localizados en la membrana plasmática (65 y 66). La baja o nula expresión de neurofilamentos 

observada en las células adenohipofisiarias de ratas tratadas con tamoxifén (antagonista 

estro génico), sugieren que el efecto del estradiol está mediado por la unión de éste a sus 

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

El efecto tardío y sostenido de los estrógenos en la hipófisis contrasta con sus efectos en 

el útero, en donde éstos inducen una activación inmediata y temprana de genes y donde la 

activación de genes asociados a la estructura celular y el metabolismo es rápida y transitoria (57). 

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

expresión de c-fos en lactotropos y células folículo estrelladas en la adenohipófisis (55). 

Podríamos especular que c-fos puede mediar tanto el incremento de la expresión del gen de 

prolactina como la estimulación de la síntesis de proteína de NFs inducida por estrógenos, 

aunque esta especulación requiere ser comprobada experimentalmente. Otra explicación al 

retraso observado, podría ser que el estradiol esté actuando sinergisticamente con otros factores o 

esté regulando la expresión de un segundo elemento. En el caso de las neuronas, se ha propuesto 

que este mecanismo puede explicar el incremento de la expresión 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 regulación diferencial y recíproca de la transcripción de los 

receptores por ambos lígandos (61 y 67). 
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EstUdios con inmunócitoquímica (68), hibridización in situ (69) y de RT-PCR (66) han 

mostrado que de)60 al7Ó'l/c) de las células del lóbulo anterior de la hipófisis expresan REs, tanto 

en las rat~she~br~~dó~(}~en las macho (70 y 71). Además, un porcentaje alto de estas células 

sinteti~~,ta~i8~i6~"ficiJ;~;,tróficos como sus receptores, en particular, se ha reportado que el 

receptor trkX¡ (r~éib~ci;:de alta afinidad para NGF) está presente en todos los fenotipos celulares 

de la a'd~H~hm~ef ~i~< (;2) y, cerca del 30% de las células del lóbulo anterior muestran 

inm~n'¿;~~~tl~iJi~ ~~N(}F (73). Estos datos sugieren que algunas de estas células pueden ser 

blanco del estradiol y a su vez de la acción del NGF ya sea autócrina o parácrinamente. En este 

sentido, algunos resultados obtenidos recientemente en el laboratorio, sugieren que al menos in 

vitro el NGF por sí solo no es capaz de regular la expresión de neurofilamentos en las células 

adenohipofisiarias. Sin embargo su posible relación con el estradiol o su efecto in vivo no está 

determinada. 

¿El efecto del es/radio/ en las células de la hipófisis es directo o indirecto? 

Como pudo verse en los cultivos primarios de células hipofisiarias, la expresión de NF 

presenta una pérdida dependiente del tiempo (fig. 13). Esto es que, después de 6 días en cultivo, 

la. expresión de NF decae a niveles comparables a los que presentan las células de ratas macho o 

lás' de . ratas hembras inmaduras. Esta pérdida no se pudo evitar cuando los cultivos fueron 

- suplementados con 17 P-estradiol. Esto resultados indican que, al menos en cultivo, el estradiol 

no es capaz de actuar de manera directa en la expresión de los neurofilamentos en las células 

adenohipofisiarias. Sin embargo, en este sentido, Allen y colaboradores (74) también mostraron 

qÜe no es posible inducir la expresión de c-fos por estradiol en cultivos de células hipofisiarias. 

El hecho de que se haya reportado que el efecto directo de los estrógenos en los lactotropos 

aumenta al alterar los factores hipotalámicos que afectan estas células (75-77) nos da un indicio 

de que, probablemente, la optimización de las condiciones de cultivo podría revelar algunos 

efectos directos de los estrógenos (78). 

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

adenohipófisis 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 

días y su duración es del al menos 3 días. El hecho de que la expresión 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 días posparto la expresión de neurofilamentos es 

semejante a la observada en células de ratas en estro, confirma el retraso que se presenta en el 

aumento en la expresión 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 más paulatino y dura más tiempo 

(fin del embarazo y de 2 a 3 días pos parto; fig. 14 y 21) la mayor expresión se presenta hasta el 

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

. que la expresión de neurofilamentos se dispara al llegar el estradiol a cierta concentración y no se 

ve potenciada por la duración del estímulo. Algunos resultados obtenidos en células 

adenohipofisiarias de ratas hembras amamantando diferente número de crías, dejan ver que la 

expresión de neurofilamentos puede decaer aún más rápidamente si el número de crías es muy 

bajo (2) o no tiene crías. 

Así, con estos indicios, todavía resta por determinarse si la regulación de los estrógenos 

sobre la expresión de NF se da a través de incrementar la sensibilidad (aumentando la expresión 

del receptor o actuando sinergisticamente a través del mismo camino de segundos mensajeros) 

de las células adenohipofisiarias a las neurotrofinas u otros factores tróficos y si cualquiera de 

estas dos vías requieren de un período especifico de tiempo. 

Identificación de las poblaciones celulares hipoflsiarias que expresa11 11eurofllamelllos. 

En los cultivos primarios de células de la adenohipófisis de ratas hembras sexualmente 

maduras, la población de células positivas a NF68 se encontraron en proporciones que varían 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, están presentes en el 13% de los tirotropos en ratas control y que su expresión se 

aumenta a 75% en ratas hipotiroideas (20). Nuestros resultados demuestran que la expresión 
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específica de marcadores neuronales no es exclusiva de un tipo celular adenohipofisiario, sino 

que todos los fenotipos endocrinos contienen una subpoblación de células que expresan NFs. Por 

l()S res.ultados obtenidos de la identificación de células que expresan neurofilamentos en células 

adénohipofisiarias de ratas con siete días posparto y de los resultados obtenidos por Quintanar y 

colaboradores (20), podemos decir que el porcentaje de células positivas a los marcadores 

neuronales en cada tipo celular varía dependiendo de la condición fisiológica. Los factores que 

dét~~}!iin~n ~stas variaciones y que podrían ser independientes del estradiol restan por conocerse. 

Trabajós recientes con interrupción de la expresión genética (knockout) han mostrado que 
, . .,· ... _,'. 

las' s~bu~idad~s' de NF de diferente peso molecular tienen diferentes funciones en el ensamblaje . ... . ·.:'\'"•'.• ~:· ·:.- .. : •.' . 

-. de· los ried'r2fümhentos y el crecimiento radial de los axones en células nerviosas, y que las 
.• .. - . ··'; -·. 

mlJtáciori~~;d~: (~'s génes de neurofilamentos están involucradas en algunos modelos de muerte 

neur~~~I .:~;if'<:~ión (78). Sin embargo, el rol funcional de los neurofilamentos en células no 
~<:: ' ·/.- ~.,:, .:_,'. ~ ... ;, .. 

neuronales iÍO'.Se ha examinado a detalle. Recientemente se ha sugerido que el incremento en la 
.. -'~ ,• .:_ -' . ;.'·. ·_:, <: ;~!;:· ;~':.,' ·. ' 
expresión-~e/NFs en las células hipofisiarias puede afectar la tasa de secreción de TSH y otras 

. . - - '':''.'- ·~·-« ' ·' . 

' hormo,nás (22°)'_\<\.simismo, las diferencias sexuales en la expresión de marcadores neuronales en 

las células':adenohipofisiarias de animales maduros, puede incluir cambios en el número de 

•. re~eb¡or~~-ho~onales o función además de producir cambios en la secreción hipotalámica y/o 

hipofi~i~Íia. Así, la hipófisis puede ser una vía a través de la cual los esteroides actúan para 

producir diferencias sexuales en la propia adenohipófisis. 

Durante muchos años se pensó que las diferencias entre las células de la glándula 

adenohipofisiaria solamente dependían del tipo de hormona que cada una secreta, e inicialmente 

se planteó que cada tipo celular secretaba sólo un tipo de hormona. Con el tiempo y el avance de 

las metodologías y los instrumentos de estudio, algunas de estas ideas empezaron a cambiar y se 

encontró que hay células que pueden sintetizar y secretar más de una hormona 

(lactosomatotropos o los gonadotropos que secretan FSH y LH) y que estas mismas células 

pueden cambiar el tipo de hormona secretada dependiendo mayoritariamente de factores 
'· 

fisiológicos como la edad, el sexo, la fase del ciclo reproductivo, etc. Ahora, se considera bien 

establecido que las células de la adenohipófisis representan una población celular muy 

heterogénea y por lo tanto la cabal comprensión de los mecanismos de regulación y organización 
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de esta heterogeneidad se ha vuelto más complejo (ver anexo 3). En el caso de las células que 

-expresan neurofilamentos bajo una regulación estrogénica dependiente del ciclo estral se 

necesitan más investigaciones para poder entender el significado funcional (si es que existe 

alguno) de esta subpoblación de células. 

Conclusiones 

Estos resultados demuestran incuestionablemente que las células adenohipofisiarias de 

rata expresan marcadores neuronales como los neurofilamentos de 68 y 200 kDa, así como 

MAP2. Los NF68 se expresan en gonadotropos, tirotropos, lactotropos y somatotropos de las 

ratas hembras adultas y los niveles de expresión dependen de la edad y el sexo. La expresión de 

neurofilamentos cambia en respuesta a manipulaciones endocrinas que modifican tanto las 

concentraciones de las hormonas ováricas, en especial del estradiol, como la inhibición de su 

acción por medio del tratamiento con drogas antiestrogénicas. Dado que los NF68 son más 

abundantes en células adenohipofisiarias de ratas hembras, se puede concluir que la distribución 

de NF68 en las células adenohipofisiarias es sexualmente dimórfica y sugiere un rol fisiológico 

diferente para esta subpoblación de células positivas a NF68. 
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ANEXO 1 

DIMORFISMO SEXUAL EN EL SISTEMA NERVIOSO 

La mayoría de las especies animales tienen dos diferentes formas sexuales (hembras y 

machos) que generalmente exhiben una conducta dimórfica. Con regularidad, los patrones más 

complejos de actividad que tiene un animal (el cortejo, el apareamiento, la crianza, etc.) son 

específicos para cada sexo. Sin embargo, de todos estos patrones con diferencias sexuales, es 

necesario distinguir cuáles son directamente generados por la determinación sexual propia del 

organismo y cuáles se adquieren secundariamente como resultado del aprendizaje o imitación. 

Desde hace muchos años, la observación de las diferencias en el comportamiento entre 

hembras y machos, llevó a plantear la idea de que sus cerebros debían de presentar diferencias 

anatómicas y funcionales. Desde entonces, el dimorfismo sexual en el sistema nervioso se ha 

descrito en cada nivel posible (molecular, ultraestructural, celular, etc.) según el desarrollo 

científico y tecnológico (tabla 1 ). Las diferencias que existen no sólo comprenden la presencia o 

ausencia de un tipo celular, sino a un conjunto de caracteristicas como el volumen de un núcleo 

neuronal, dado por las diferencias en el número absoluto de neuronas, la densidad y tamaño de 

neuronas en lo individual. Dichas diferencias no se encuentran concentradas en una sola 

estructura, sino que están 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 mayoría de las diferencias sexuales son controladas por 

· 1as hormonas. El desarrollo de las diferencias sexuales en el sistema nervioso es un proceso en el 

cual intervienen múltiples factores. Este empieza con un periodo de determinación sexual 

primario, en el cual los factores ambientales (en el caso de tortugas y reptiles en general) o 

genéticos (la mayoría de los organismos; mamíferos XX y XY; pájaros ZZ y ZO; etc.) determinan 

el sexo gonadal. La determinación del sexo de las gónadas hace posible la producción y 

secreción de las hormonas esteroideas gonadales (andrógenos y estrógenos) de lo cual depende el 

patrón para hembra o macho. La acción epigenética de los esteroides gonadales, es una de las 

determinantes en la diferenciación sexualmente típica del cerebro, que inicialmente es 
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monomórfico (igual en las hembras y en los machos) (Hodgkin 1991; Breedlove 1992; 

Anderson 1993; LeDouarin et al. 1993; McEwen 1994b). 

Sin embargo, existen comportamientos sexualmente dimórficos, que no están tan 

claramente asociados a las funciones gonadales. Por ejemplo, en humanos algunas funciones 

cognitivas (percepción, memoria, lógica, etc.) (Springer y Deutsch 1998), o las diferencias 

sexuales que se presentan en las neuronas mesencefálicas e hipocampales del embrión de rata y 

ratón, observadas in vilro en el desarrollo morfológico y funcional sin la presencia de esteroides 

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

En la mayoría de los casos las estructuras sexualmente dimórficas del sistema nervioso en 

mamíferos, se debe a que en las hembras son más grandes en volumen y contienen más células 

que en los machos. La ausencia de testosterona sobre todo en etapas tempranas del embrión, hace 

que el sistema nervioso se desarrolle pasivamente en un modo femenino primario; la presencia 

de testosterona induce la masculinización del cerebro, indicando que en estos casos, el 

dimorfismo sexual del cerebro está mediado por la acción epigenética de los esteroides 

gonadales (Gumey et al. 1980; MacLusky et al. 1981; Kim et al. 1989; Simpson et al. 1991a, b; 

Burek et al. 1995; Kawata et al. 1995). 

El descubrimiento de la actividad paradójica de los estrógenos mimetizando el efecto de 

los andrógenos, permitió que se desarrollara la teoría de la aromatización. Esta teoría, propone 

que algunas áreas del cerebro (al igual que la placenta) son capaces de convertir testosterona a 

Scx:-DHT (dihydrotestosterona) o a estradiol. La metabolización de la testosterona, está regulada 

por los propios esteroides gonadales (figura 1). En los mamíferos, la actividad de la aromatasa 

neuronal se encuentra regulada por los andrógenos a través de su receptor específico. Para el 

desarrollo femenino del cerebro, se requieren niveles locales bajos de estrógenos, mientras que 

para la masculinización del cerebro se requieren de niveles altos de estrógenos (Simerly 1991; 

Beyer et.al. 1993; McEwen 1994 b; Kawata 1995). 

Estudios inmunocitoquímicos utilizando anticuerpos específicos contra la aromatasa, 

demostraron que durante el período neonatal temprano y prenatal las neuronas que contienen esta 
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enzima, están distribuidas en el núcleo preóptico medio y periventricular, en el fondo del núcleo 

de la estría terminal y, en el núcleo medial amigdaloide (Shinoda et al. 1994). Esto sugiere que la 

aromatasa neuronal juega un papel muy importante en el dimorfismo sexual de estas áreas. 

Después del estado infantil, la actividad de la aromatasa se incrementa en el seplum lateral, en el 

fondo del núcleo de la estría terminal y en el núcleo central amigdaloide (Jakab et al. 1993). El 

análisis con microscopía electrónica, ha permitido determinar la presencia de la aromatasa en la 

membrana nuclear y la membrana del retículo endoplásmico (Shinoda et al. 1994), sugiriendo 

que la conversión de andrógenos a estrógenos ocurre antes de entrar al núcleo y unirse al 

receptor nuclear específico. 

5 a-Dlbidroxitestosterona 

QH 

5 a.-Redtl;~ 

Testosterona 

Arormtasa _ ~ iJ::S 
H~ 
Estradiol 

Fig l. Esquema que ilustra la metabolización de la testosterona a estradiol, por la enzima 
aromatasa y a Soc-dihydrotestosterona (Soc-DHT) por la enzima Soc rcductasa. 
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Tabla J 
Parámetros de dimorfismo sexual 

Macroscópicos 

volumen, peso, !amarlo y simetrfa del Cerebro. 

largo de la medula espinal 

fonna y tammlo regional 

conexión de fibras 

Microscópicos 

Neuronas 

número de células 

tamaño 

núcleo y nucleolo 

árbol dendrítico 

organización sináptica 

(densidad, tipo, salida axonal) 

Glia 

velocidad de diferenciación 

forma y citocsqueleto 

Fenotlpicos 

Péptidos, enzimas, proteínas, mRNAs 

Tabla 2 
Regiones scimalmente dimórficas 

Telencefalo 

Núcleos relacionados con el canto 

CVA (en español), HVC (en inglés) 

RA 

Neocorte1..a 
cortczn primaria motora. corteza scnsorfal, corteza visual 

bulbo olfatorio accesorio (NBBOA) 

núcleo basal de la siria termina/is (NBST) 

núcleos amigdaloides (MeA y MeApd) 

hipocampo y giro dentado 

comisura anterior 

cuerpo calloso 

Diencéfalo 

Área preóptica 

NAPV-APO, A VPN-POA (en inglés) 

NSD-APO, SDN-POA (en inglés) 

Hipotálamo 

núcleo intersticial del hipotálamo anterior 

núcleo supraquiasm:ílico 

núcleo supraóptico 

núcleo ventromedial (HVM) 

núcleo arcuato 

Massa intermedia 

Mesencéfalo 

Substancia negra 

Romhoencéfalo 

Locus coeruleus 

Cuerda e.'ipinal 

Núcleo intermediolateral 

Núcleo estriado bulbocavemoso (NEBC) 

Núcleo de Onuf 

Si.'itema nervioso periférico 

Ganglio cervical superior 

Ganglio pélvico 

Ganglio hipogástrico 
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En este trabajo, se describirán algunos de los modelos de dimorfismo sexual que han sido más 

ampliamente estudiados. 

1.-Aves. 

Muchas caracteristicas fenotípicas de las aves son sexualmente dimórficas. Las hembras 

parecen escoger a los machos según como defienden su territorio, la complejidad de sus cantos, 

el plumaje o los ornamentos fisicos. La mayoria de estos comportamientos en hembras y machos 

están controlados por los esteroides gonadales. Sin embargo, a pesar de que pareciera que esto 

significa que el comportamiento típico femenino está controlado por estrógenos y que el de los 

machos está controlado por andrógenos, ya habíamos mencionado que la testosterona puede 

funcionar como una prehormona que puede sufrir una conversión hacia estrógenos en el cerebro, 

siendo éstos críticos para el desarrollo del cerebro del macho (Balthazart et al. 1996; Schlinger et 

al. 1998). El hecho de que los comportamientos masculinos y femeninos sean activados por la 

. misma hormona, implica que deben existir diferencias en los mecanismos locales por medio de 

los cuales los estrógenos pueden tener diferentes efectos. Las diferencias en el comportamiento 

dimórfico se pueden deber tanto a la secreción hormonal por si sola como a las respuestas que 

tienen los cerebros de los machos y las hembras pueden tener a los esteroides gonadales. Dentro 

de los variados comportamientos que presentan dimorfismo sexual en las aves, el 

·.comportamiento reproductivo de la codorniz Japonesa macho y el canto del pinzón cebra macho, 

. son los que más se han estudiado. De estos dos, en esta revisión haremos referencia el canto del 

pinzón cebra. 

l. l.- El ca11to del pi11zó11 cebra 

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

sexuales anatómicas en el cerebro de algún vertebrado. 

El pinzón macho adulto canta una canción que aprende durante su desarrollo, 

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

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 administración de testosterona restaura el canto en los 

·machos castrados (Amold 1975). A diferencia de lo que se ha podido observar en muchas otras 

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

tratamiento de testosterona (Nottebohm 1980; Gurney et al. 1980; Simpson et al. 1991; Shlinger 

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

se modifica aun cuando exista una manipulación endocrina en la vida temprana del embrión que 

__ P[O,~uce el desarrollando de grandes cantidades de tejido testicular (Wade et al. 1996). Es por 

~llo,. 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 diferenciación sexual del circuito de control vocal en el pinzón cebra. 

En el pinzón y en el canario se ha demostrado que las áreas del cerebro que están 

relacionadas con el control del canto (denominado núcleo de control de canto) son seis veces 

mayor en el . macho que en la hembra; estas diferencias pueden notarse en cortes de cerebro 

(NottebÓhm et al. 1976a; Brenowitz et al. 1985). 

El núcleo de control del canto, (que contempla el control vocal) está constituido por dos 

circuitos; el· primero es una vía motora para la producción del sonido y está compuesto a su vez 

por tres'partes; el hiperestriatum ventral y caudal, conocidos como el centro vocal alto (CVA en 

español.y higher vocal center CVA); el núcleo robusto del archistriatum (RA), ambos ubicados 

en elp;ose~céfalo posterior; y la porción traqueosiringeal del núcleo hipoglosa! (nazi) en el 
: ._ . .,.· __ ·-,. 

bulbo raquideo (Gumey 1982; Kawata 1995; Schlinger 1998). Las neuronas del RA reciben 

entradas del CV A, y algunas de ellas proyectan hacia las moto neuronas de nazi. Estas moto 

neuronas envían sus axones directamente a los músculos de la siringe que produce los sonidos 

· que· forman el canto. El segundo circuito del sistema de canto está a su vez integrado por tres 

partes: el prosencéfalo anterior (que consiste del Área X), la porción media del núcleo 

dorsolateral del tálamo; y la porción lateral del núcleo magnocelular del neostriatum anterior que 

indirectamente conecta CV A a RA (Arnold 1992; Schlinger 1998). Este camino del prosencéfalo 

anterior, es esencial para el aprendizaje del canto (Bottjer et al. 1986, 1988; Amold 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 cantan, estas regiones del cerebro son monomórficas o muy poco diferentes (Brenowitz et 

al..1985; Gah et al. 1998). 

macho de pulZon cebra hembra de pulZon cebra 

/fÑ~c, 
( RA M~ti 

® •.,.' \ 
1Co 1 

~ ~ ~ ' 

~'---/ 
~ 

.l9fJ. __ @_rc __ º ~) 

Fig 2. Diagrama que muestra las áreas neuronales que están involucradas en el control del canto en el 
pinzón cebra. Los círculos representan las áreas específicas del cerebro; el tamaño de cada círculo es 
proporcional con el volumen que ocupa esa región. Los círculos con líneas punteadas son volúmenes 
estimados. Los números en cada círculo representan el porcentaje de células que incorporan testosterona 
marcada. Las diferencias de volumen entre los machos y las hembras son significativas en tres de las 
áreas (CVA, RA y nazi), el área X no se ha observado en el cerebro de las hembras pinzón. Las flechas 
indican la conexión axonal entre las diferentes regiones en el cerebro del pinzón macho. Tomado de 
Dcvelopmcntal Biology, Gilbert 1997. 

El dimorfismo sexual del circuito motor, puede deberse a la acción hormonal durante la 

neurogénesis. Los núcleos RA y CV A son mucho más grandes en volumen en el macho adulto 

que en la hembra, cuyo canto es mucho menos elaborado (figura 3). Las características 

sexualmente dimórficas en el sistema de canto, incluyen no solo el volumen de los diferentes 

núcleos, también implican el número y tamaño de las neuronas de estos núcleos, su capacidad de 

ligar andrógenos y su conectividad. Individualmente, las neuronas de estos núcleos son mucho 

más grandes, y tienen mayores extensiones dendríticas y conectividad sináptica en los machos 

que en las hembras (De Voogd et al. 1981; Arnold, 1992). La aparición inicial del receptor de 

andrógenos en CV A, es inicialmente dimórfica, no así para el receptor de estrógenos (Gah et al. 

1999). 
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Pinzón cebra 

................. 
.• ·••• C) .• 

:· ... 
macho hembra hembra+ E 2 

Canario europeo 

macho hembra hembra+ E 2 

Fig 3. Esquema que ilustra el hemisferio izquierdo telenccfálico del núcleo de canto del pájaro, en una 
sección coronal. El diagrama muestra el tamaño relativo de los 2 núcleos (CVA, claro y RA, obscuro), 
en adultos normales macho y hembra y en hembras a las que se trató con cstradiol (E2). Esquema 
tomado de Schlingcr 1998. 

Durante la época reproductiva (primavera) los adultos machos, generan un canto 

compuesto de patrones estereotipados de sonidos individuales, denominados sílabas. Estos 

patrones fijos de sílabas son denominados sonidos estables. Durante el verano, los pájaros 

· vocalii:an patrones variables de sílabas, denominado canto plástico; en esta etapa, la 

concentración de testosterona es baja. Posteriormente, la concentración de testosterona se 

incrementa y los núcleos RA y CV A aumentan el doble de tamaño (Nottebohm 1976, 1981; 

Amold 1992). En la siguiente época de apareamiento, el canto es modificado por la adición de 

nuevos elementos al estereotipo estable y por la remoción de otros (Nottebohm et al. 1976, 1981; 

Margoliash et al. 1994). 
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En los machos, el núcleo CV A presenta variaciones estacionales en la actividad 

metabólica que dependen de los cambios en los niveles circulantes de testosterona, mismos que 

están correlacionados con el tiempo en que se da la adquisición del canto. Un aspecto interesante 

en la remodelación de la conexión entre neuronas, es que no sólo pueden preexistir conexiones 

que son modificadas por las hormonas, sino que también pueden sumarse más neuronas en el 

camino. Cada otoño, nuevas neuronas en el CV A 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 próxima estación de apareamiento. Al 

parecer, esta neurogénesis representa el remplazamiento de aquellas neuronas que se pierden, 

más que un continuo incremento en el número de células (Alvarez-Buylla et al. 1988). El núcleo 

RA presenta un período de muerte celular ontogenética, que es mayor en las hembras que en el 

macho (Konishi et al. 1990); este período ocurre antes del establecimiento del dimorfismo sexual 

en RA y, antes de que las fibras aferentes del CV A hayan inervado las neuronas de RA. La 

muerte celular en RA, empieza cuando las fibras de CV A invaden RA, indicando que una 

conexión aferente apropiada, o la acción de factores tróficos, pueden regular la muerte celular y 

de esta forma también controlan el dimorfismo sexual (Hermann et al. 1991 ). En este caso, CV A 

detenninaría la masculinización de RA. Los estrógenos previenen o disminuyen la muerte celular 

en RA que ocurre durante las primeras semanas después de la eclosión (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 química del cerebro. El 

tratamiento de la hembra pinzón con estradiol después de eclosionar, causa la masculinización 

del sistema neural de canto, incluyendo la capacidad de cantar en el adulto y la masculinización 

anatómica 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 andrógenos exógenos tienen 

poco o nulo efecto directo (actuando sobre los receptores androgénicos) en la masculinización 

del sistema de canto del pinzón cebra; más bien parecen actuar a través de su conversión 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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fueron bajos y no había diferencias entre las hembras y los machos (Schlinger et al. 1992). Estos 

últimos elementos reafirman la teoría de la aromatización, y por lo tanto, que la formación local 

del estradiol en el cerebro masculiniza el sistema de canto de las aves (Schlinger et al. 1992; 

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

La distribución del receptor estrogénico (RE) en el neostriatum caudomedial del macho y 

la hembra del pinzón es similar en etapas del desarrollo temprano del CV A. Debido a que los 

ER' s son expresados en el CV A hasta el día posnatal 15 (P 15) cuando el CV A ya es sexualmente 

dimórfico en tamaño y número de neuronas, el mecanismo dependiente de RE no puede estar 

involucrado en el desarrollo sexual inicial del CV A (Gah et al. 1999). Similarmente, el 

mecanismo local dependiente de los receptores de andrógenos (RA) no podría controlar 

inicialmente el desarrollo del dimorfismo sexual del CV A porque la distribución de AR es 

altamente dimórfica y no se encuentra antes de P9 (Gah et al. 1999). Sin embargo, alguna señal 

sexualmente dimórfica se difunde a través de vías de conexión o factores difusibles al CV A 

desde otras zonas del cerebro que expresan RAs o REs antes del desarrollo del sistema de canto. 

Estos factores dependientes de esteroides pueden entonces inducir el desarrollo dimórfico sexual 

del tamaño del CVA y la expresión de RA. Una de estas áreas puede ser el área preóptica

hipotalámica que expresa altos niveles de RA y RE antes de E 1 O (Kendrich et al. 1996; Arnold 

1996). Otros autores han planteado que el 60-70% del patrón de crecimiento del CV A en los 

machos, es determinado por la expresión genética de una forma esteroide-independiente en P9; 

esto explicaría en parte, por qué los intentos de feminizar el tamaño de las áreas 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 núcleo de canto de los canarios es plástico aún en el 

adulto, es decir, las diferencias sexuales se pueden producir no sólo durante el desarrollo, sino 

que pueden ser afectadas por la exposición a hormonas en el adulto. Estos efectos, pueden ser 

detectados en las estructuras del cerebro (Cooke 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 núcleo de control del canto en el pinzón cebra. 
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sexo genético 

l 
sexo gonadal 

i 
~ sexo del cerebro 

l 
comportamiento sexual 

2.- Anfibio.'> y peces 

2.1. El ca/1/o de las ranas 

Fig 4. Un nuevo modelo para la diferenciación 
sexual del cerebro y el comportamiento en 
vertebrados. La mayoria de los modelos de 
diferenciación sexual del cerebro (líneas 
sencillas) sugieren que la acción cpigcnética de 
los csteroidcs gonadalcs controla totalmente el 
sexo del cerebro. En contraposición, Gah et al., 
proponen factores que determinan el sexo 
cerebral por un mecanismo independiente de las 
hormonas cstcroidcas, pero que no excluye su 
acción (líneas dobles). Esquema tomado de Gah 
y Mctzdorf, 1999. 

La rana Africana (tanto la hembra como macho) al igual que las aves, utiliza 

vocalizaciones para la comunicación social. El macho produce un canto de cortejo que las 

hembras no producen, en parte porque la laringe de éstas es más pequeña (Kawata et al. 1995; 

Cooke et al. 1998). Los andrógenos inducen este dimorfismo por la potenciación 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 dimórfico. Las moto 

neuronas del los núcleos IX-X del nervio craneal que inervan los músculos laringeos son más 

grandes y numerosos en el macho (Simpson et al. 1990); hay un mayor número de axones en el 

nervio laringeo y las dendritas de estas neuronas son también mayores y más numerosas en los 

machos que en las hembras (Kelley et al. 1983, 1990). 

Se ha demostrado que la secreción de andrógenos en los machos regula la mayoria de los 

dimorfismos sexuales en el sistema de canto en las ranas. Durante la metamorfosis, las 

concentraciones plasmáticas de andrógenos 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 andrógenos se 

incrementan nueve veces más en los machos (Kelley et al. 1986) y los niveles de estrógenos son 

.má~ altos en las hembras. Sin embargo, en el adulto, el sistema laringeal femenino permanece 

sen.sible a la acción de andrógenos. El dimorfismo sexual en el sistema de canto de la rana es 

conducido por la exposición a andrógenos, antes y después de la metamorfosis en los machos, 

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

.es cr-f tica para la efectividad del receptor androgénico. El proceso de diferenciación sexual en 

este/Sistema, como en muchos otros, es más complicado que la simple acción activadora y 

org~~izacional de las hormonas esteroideas. Las interacciones entre las hormonas, la duración y 

la a1nplitud de la exposición, así como el tiempo en el cual se presentan durante el desarrollo, son 

· · .'parámetros críticos que determinan la respuesta del sistema nervioso y el último estado de 

diferenciación sexual (Cooke et al. 1998). 

2.2.-Peces 

Algunas especies de peces teleosteos generan sonidos por contracción del músculo 

sonical. Estos· músculos vocales están inervados por el nervio occipital ventral que se considera 

homólogo<al .~eryio .~ipoglosal de los mamíferos. Estos peces tienen dos tipos de machos 

reproductiv()s)designadé>s como tipo 1 y tipo 11; el tipo 1 construye nidos en la zona intersticial, 

donde p~n~~ ·sÜs h~e~os; el tipo 11 no construye estos nidos (Bass et al. 1989 a y b). Los machos 
' ·,'· ~-,,, .. -

del tipolí gé'n~ran una vocalización larga, denominada zumbido. Este llamado es producido casi 

· .e:speCífi~~~~·~te para cuidar el nido y se detiene cuando una hembra preñada entra a él, por lo 

que' 'se ha supuesto que este canto es un atrayente (Bass 1992). Los andrógenos, pero no los 

éstrógenos, inducen la expansión del músculo sonical y amplían la población de moto neuronas 

.clel b~lbo raquideo caudal (Bass et al. 1990). Los esteroides gonadales regulan la diferenciación 

sexual de los músculos vocales y de las moto neuronas (figura 5). 
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A. Porichthys notaius 

C. Netvios sónicos occipitales 

Fig 5. Ilustración del sistema sónico motor de Porichthys notatus. (A) dibujo lateral del pez. Barra 
de escala = !cm. (B) vista ventral de un macho tipo 1, mostrando con flechas la posición de los 
músculos vocales (sonic swimbladdcr musclcs). (C) vista dorsal del sistema nervioso central del pez. 
Dos vías occipitales (OC) se encuentran vcntralmcntc de cada lado del cerebro, caudalmentc al 
nervio vago. Cada uno de éstos, incrva un músculo sonical. La barra de escala= lmm. C, cerebelo; 
M, cerebro medio; T, tclcncéfalo. Tomado de Bass y Bakcr, 1990. 

3.- Mamíferos 

3.1.- El núcleo espinal tlel 1111Ísc11lo b11lbocm1ernoso 

Un sistema neuromuscular sexualmente dimórfico en mamíferos, parece tener muchas 

similitudes con las características sexualmente dimórficas del sistema neuromuscular laríngeo de 

las ranas. Un grupo de moto neuronas en la medula espinal lumbar baja inerva el músculo 

estriado bulbocavemoso (BC) y el músculo elevador del ano que está unido al pene. Las moto 

neuronas forman el núcleo estriado del bulbocavemoso (NEBC en español, SNB en inglés) en la 

porción 'd~r~omedial del asta ventral en los segmentos lumbares 5 y 6 en ratas; estas neuronas 

so~ tres veces más 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 

músculos bulbocavernosos. Sin embargo, los músculos y las moto neuronas normalmente 
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degeneran poco tiempo después de nacer en las hembras, estableciendo la diferencia sexual en el 

número de moto neuronas NEBC (Sengelaub et al. 1986; Breedovle 1986; Rand et al. 1987; 

Tob.in et al. 1991 ). La evidencia más convincente sobre el efecto de los esteroides en la 

masculinización del sistema NEBC es la feminización 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 andrógenos, desarrollan un fenotipo femenino incluyendo BC y 

NEBC. El tratamiento androgénico de ratas hembras recién nacidas resulta en más moto 

neuronas NEBC y fibras musculares BC más grandes (Breedlove 1997). 

3.2.- Núcleo sex11almente dimóifico del área preóptica (NSIJ-APO o SDN-APO) 

Gorski y colaboradores en 1978, fueron los primeros en mostrar que una parte del área 

preóptica (APO o POA en inglés) en la rata es cinco o seis veces más grande en los machos que 

en las hembras. Desde entonces, esta área fue denominada NSD-APO. La NSD-APO está 

ubicada rostralmente de área preóptica y caudalmente del hipotálamo, verticalmente del quiasma 

óptico a la comisura anterior. El descubrimiento del dimorfismo sexual dio bases morfológicas al 

importante papel del APO y el hipotálamo en la regulación del comportamiento sexual y los 

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

EL NSD-APO de rata, al igual que el sistema de canto en los pájaros, ejemplifica la 

conjunción de las hipótesis de organización y aromatización. El incremento del número de 

neuronas en el NSD-APO del macho, es resultado de la acción de la testosterona durante el 

desarrollo. La manipulación hormonal en el adulto no altera el volumen del NSD-APO en 

ninguno de los dos sexos. La administración de esteroides gonadales en ratas adultas 

gonadectomizadas, no tiene ningún efecto en NSD-APO (Gorski et al. 1978; Hines et al. 1985), 

sugiriendo que existen períodos críticos para el desarrollo del dimorfismo sexual. La 

administración de testosterona a ratas hembras neonatas, produce un incremento en el volumen 

de NSD-APO (Gorski et al. 1978). La masculinización de este núcleo depende de la presencia de 

esteroides gonadales entre el día posnatal 1 (PI) y P7 (Cooke et al. 1998). Sin embargo, la 

manipulación hormonal durante el período neonatal no ocasiona una reversión completa de las 

diferencias sexuales en el NSD-APO. Algunos autores han propuesto que para que se dé la 
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diferenciación, es necesario que se presenten una serie de pasos que actúan acumulativamente o 

secuencialmente (figura 6). 

anterior 

supraqui asmático Núcleo 

Q.iiasma óptico 

Fig 6. Esquema del núcleo sexualmente dimórfico del área prcóptica (NSD-APO) en el cerebro de rata. 
(A) plano sagital. (B) plano coronal. Tomado de Principies of Neura/ Science, Kandcl. 

El dimorfismo sexual de los tipos de sinapsis en APO de rata, ha sido detectado 

utilizando microscopía electrónica. El APO de las hembras contiene un mayor número de 

dendritas sinápticas que las que contienen los machos; dado que el número 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 área para el desarrollo de dendritas (Arai et al. 1994; ver figura 6). 

Sin embargo, el dimorfismo citoarquitectónico ha sido demostrado en el NSD-APO y la 

identificación de neuotrasmisores y neuromoduladores han contribuido a establecer las 

diferencias sexuales en la comunicación neuronal (Simerly 1989; Alexander et al. 1991; Yuri et 

al. 1991, 1993; Herbison et al.1992, 1993). 
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Núcleo anteroventroperiventricular del APO (NA VPV-APO o A VPN-POA) 

No todo el dimorfismo sexual en el número de neuronas es mayor para los machos; el 

NA VPV-APO es mayor y más densamente poblado en las hembras, en las cuales este núcleo 

contiene mayor número que en los machos de neuronas secretoras de colecistocinina (CCK)

(Micevych et al. 1987), TH- (Simerly et al. 1985), factor liberador de corticotropínas (CRF)

(McDonald et al. 1994) y de neuronas con receptores estorogénicos (Simerly et al. 1990). En 

contraste, en las ratas macho, el NA VPV-APO contiene más neuronas encefalinina positivas que 

las hembras (Simerly et al. 1988). Este núcleo es muy importante para la regulación de la 

secreción de gonadotropinas, a pesar de que no tiene cuerpos celulares positivos para GnRH. La 

formación de las neuronas NAVPV-APO, comienza en el día 13 y termina en el día embrionario 

18, tanto en las hembras como en los machos (Nishizuka et al. 1993 ). El tratamiento peri natal de 

las ratas hembras con testosterona o estrógenos, reduce el volumen de este núcleo y dado que el 

metabolito 5oc-DTH no tiene este efecto, se ha propuesto que la aromatización es crucial para el 

desarrollo dimórfico de este núcleo. 

3.3.- El sistema 1•0111eronasa/ (VNS). 

El sistema vomeronasal, sexualmente dimórfico está compuesto de circuitos 

multisinápticos que comienzan en un órgano sensorial, el órgano vomeronasal, y termina en 

diferentes órganos, endócrino, motivacional, y centros motores como el hipotálamo, el ganglio 

basal y en el tallo cerebral (figura 7). 
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Fig 7. (A) Estructuras principales del sistema límbico. (B) Diagrama esquemático del circuito 
ncural que recibe infonnación del órgano vomcronasal (VNO), receptor de las señales 
fcromonalcs. En la rata se ha reportado dimorfismo sexual en cada una de estas regiones. BOA, 
bulbo olfatorio accesorio; NA VPV, núcleo antcroventral pcrivcntricular; NBBOA, núcleo basal 
del bulbo olfatorio accesorio; NBST, núcleo basal de la siria termina/is; McA, amígdala media; 
mAPO, área prcóptica media; HVM, hipotálamo vcntromcdial; tomada de Cookc y col. 1998. 

La mayoría de los datos que se tienen sobre VNS provienen de estudios en roedores, 

debido a que ellos dependen mucho de la acción de las feromonas para regular su sistema 

reproductor y el ambiente interno hormonal. También se ha encontrado dimorfismo sexual en el 

sistema límbico olfatorio de humanos y primates no humanos (amígdala, estria terminal, área 
. . . 

preóptica y· varios núcleos hipotalámicos; Cooke et al. 1998). A nivel del órgano vomeronasal 

(VNO) existe un dimorfismo sexual en varios niveles. Uno de ellos es el patrón de mRNA del 

receptor de feromonas en las dendritas de las neuronas bipolares (Herrada, et al. 1997). Los 

machos tienen más células bipolares que las hembras, pero los somas de las células bipolares de 

las hembras, tienen núcleos más 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 dimórfico, las 

ratas macho tienen más neuronas, con un árbol dendrítico más 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 amígdala medial (MeA) y el núcleo basal de la estría 

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 información que viene del BOA, así como la que proviene de los 

genitales. El volumen total del MeA es sexualmente dimórfico: más grande en los machos que en 

las hembras (Cooke et al. 1998); en especial, la porción posterodorsal de MeA (MeApd) es 85% 

más grande en los machos y contiene un gran número de células que concentran andrógenos 

(Smerly et al. 1990). La función de los receptores androgénicos y estrogénicos todavía no está 

clara, sin embargo se ha demostrado que la distribución 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 determinación de las diferencias 

sexuales (Cooke et al. 1998). 

El núcleo basal de la siria termina/is (NBST) recibe conexiones aferentes de la MeA a 

través de la siria termina/is y directamente de BOA; es blanco de los esteroides gonadales y está 

involucrado en el control endocrino y en del comportamiento reproductor (Commins et al. 1985). 

El volumen total de NBST no es sexualmente dimórfico, pero algunos subnúcleos 

complementarios sí lo son. Segovia y Guillamon dividen el NBST de los roedores en cuatro 

grandes partes de acuerdo a dos ejes (antero/posterior y medionateral). El medial posterior 

(NBSTmp) es un núcleo que se observa obscuro y al cual también se denomina principal 

(Canteras et al. 1995) o encapsulado (Hines et al. 1992). Esta región está muy interconectada con 

MeApd y otras estructuras límbicas que son sexualmente dimórficas y/o que expresan receptores 

hormonales. El NBSTmp es sexualmente dimórfico, en el macho se observa que este núcleo es 

más grande y tiene un mayor número de neuronas que en la hembra (Gullamón et al. 1988 y 

Hines et al. 1992). Diferencias análogas se han encontrado en el cobayo (Hines et al. 1985) y en 

el humano en los cuales, el núcleo es 2.47 veces más grande en los machos que en las hembras 
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(Allen et al. . 1990). Otras regiones del NBST son también sexualmente dimórficas, pero en 

dirección.contraria a las observadas en el resto del VNS. Por ejemplo, el NBST anterior-lateral 

tier;ie más neuronas en hembras que en machos. 

_- Existen grandes diferencias en el patrón 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 más de dos veces más grande en machos que en hembras y esta 

diferencia depende de la concentración androgénica en el adulto (Malsbury et al. 1994 ). Otros 

dos péptidos que están presentes en MeApd y que se sabe tiene una distribución sexualmente 

dimórfica son CCK y vasopresina (Cooke et al. 1998). La presencia de hormonas gonadales 

durante el desarrollo parece determinar el número de células que posteriormente serán positivas 

para estos péptidos. 

El hipotálamo ventromedial (HVM) es, como ya se señaló en la figura 5, un núcleo que 

recibe señales de VNS, y proyecta al núcleo supraquiasmático, al núcleo supraóptico, a la 

eminencia media, al núcleo arcuato y otros. Este núcleo, que está 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 Dorner y Staudt 

( 1969) quienes demostraron que el núcleo celular de las neuronas de HVM es mayor en las 

hembras que en los machos, mientras que el volumen total de HVM, es más 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 mayoría de los casos 

anteriores, en este caso, la castración de las ratas macho produce una feminización de HVM 

(Cooke et al. 1998). 

3.5.- Otrlls árells 

En el núcleo supraquiasmático, la densidad de espinas dendríticas es mayor en los 

machos que en las hembras (Guldner 1982). El hipocampo de macho, contiene más 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 núcleo arcuato y el /ocus c11en1/e11s de la rata, pero existen 

algunas controversias al respecto (Guillamon et al: 1988; Pérez et al. 1990; Segovia et al., 1993 ). 

Se han descrito diferencias estructurales entre los dos sexos en la neocorteza de Jos 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 más 

uniformemente. La corteza visual de la rata macho es más gruesa y contiene más neuronas y 

células gliales que la de la hembra (Reid et al. 1992 a, b ). Durante el desarrollo se han contado 

más espinas dendríticas en las células piramidales de la capa V de la corteza visual de la rata 

hembra que de la del macho, (Muñoz-Cueto et al. 1991) pero en el adulto, se han encontrado más 

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 más obvias que podemos sacar a partir de todos los casos de 

diferenciación sexual del sistema nervioso aquí expuestos, es el papel crucial que juegan las 

hormonas esteroideas. La acción de estas hormonas es sumamente versátil. 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 migración celular (Breedlove et al. 1985; Sengelaub et al. 

1986), el crecimiento somático neuronal (Cooke et al. 1998), el crecimiento dendrítico 

(DeVoogd et al. 1981; Kurz et al. 1986; Forger et al. 1987), la formación sináptica (Leddy et al. 

1987), la eliminación sináptica (Jordan et al. 1989), la expresión de neuropéptidos (Micevych et 

al. 1987; DeVries et al. 1990), etc. Esta multiplicidad de mecanismos celulares afectados por los 

esteroides, resultan de la poderosa acción que estas hormonas pueden tener en la regulación 

genética. 

El efecto que tienen las hormonas esteroideas raramente es sobre un solo parámetro del 

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

canto de las ranas, el núcleo espinal del bulbocavernoso y el sistema vomeronasal). 
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Comúnmente, la acción 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 visión que 

anteriormente se tenía sobre el efecto de las hormonas. Actualmente se sabe que los cambios en 

las estructuras nerviosas pueden ser afectados por la exposición o cambios hormonales. Sin 

embargo, en el adulto no todas las estructuras son plásticas y muchas de las diferencias sexuales 

que se establecen durante el desarrollo no pueden ser revertidas parcial o totalmente en la etapa 

adulta. Esto ha hecho pensar que el dimorfismo sexual se establece por los efectos genéticos y 
- -- -~ ·-= ·' -7-- - __ 

_ horme>nales_; que se combinan en diferente forma y producen una gama de variaciones en el 

sistema ne'rvioso, llevando a generar el dimorfismo sexual en los animales. 
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ANEX02 

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 expresión de las 

subunidades de los neurofilamentos. El mecanismo molecular de la expresión de estos genes, 

todavía ria se conoce. Sin embargo, se ha demostrado que el NGF a través de sus receptores de 

alta afinidad modula la expresión de NFs y que la presencia de estradiol aumenta la expresión de 

estos filamentos intermedios, posiblemente a través de estimular un aumento en la expresión 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 regulación de la expresión 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 proteínas 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, 

formándose un filamento heteropolimérico. El primer paso en el proceso de ensamblaje del 

filamento en el citoplasma es la formación de dos cadenas enrolladas, que posteriormente se 

unen con otro para y forman un tetrámero (protofilamento) y finalmente 4 protofilamentos se 

unen de manera enrollada par formar un neurofilamento (fig. 1). El tetrámero, es la forma más 

pequeña y estable que pueda haber en solución (21 ). 
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Fig. 1 Esquema que muestra la formación de 
ncurofilamcntos. La unidad más pequeña son 
monómcros, que forman hetcroclímeros enrollados. 
Estos hcterodímcros forman un complejo tctramérico 
que se convierte en el protofilamcnto. Dos 
protofilamcntos se unen para formar una protofibra y 
cuatro protofibras fom1an un ncurofilamento de JO 
nm. 

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

postraduccionales que regulan su dinámica y organización. El comportamiento dinámico de las 

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

fosforilación, al cual afecta el proceso de transporte y ensamblaje. Varias proteínas cinasas están 

involucradas en la fosforilación 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 proteína 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. Representación diagramática de la secuencia aminoacídica de las proteínas de 
neurofilamentos, se muestran los segmentos KSP que son fosforilados, en la última porción de 
NF-H se muestra con un rectángulo cuadriculado una zona con alta frecuencia K-SP o K-SP. 

Durante la maduración neuronal, el número de NF con relación al de microtúbulos y 

filamentos de actina se va incrementando, hasta convertirse en el filamento predominante del 

citoesqueleto en las neuronas mielinizadas. El incremento en el número de neurofilamentos en 

general se presenta en coincidencia con un aumento significativo en el tamaño axonal, lo cual 

facilita la conducción de los potenciales de acción a través del axón 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 correlación con el número de 

neurofilamentos y el diámetro del axón. La mayor consecuencia de la pérdida de la expresión de 

NF es la incapacidad de los axones de crecer radialmente. Algunos autores han planteado la 

hipótesis de que los brazos fosforilados del extremo carboxilo de los neurofilamentos al cambiar 

su carga podrían regular el calibre axonal (fig. 3) y que esta fosforilación al menos en las 

neuronas del ganglio de la raíz dorsal está regulada por la mielinización 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 que ilustra la modulación de las propiedades axonales por medio de las células de 
miclinización Schwann. Los efectos de la miclinización y dcsmiclinización en la densidad de NF, el 
calibre axonal y el trasporte axonal lento parecen estar relacionados con un cambio neto en el estado de 
fosforilación de los NFs y posiblemente de otros substratos. El modelo más simple que explica este patrón 
indica que ligandos (estructuras en V) de la célula de Schwann se unen a receptores del axón. Esta 
interacción modula a su vez las fosfatasas cinasas axónicas. En este diagrama las letras mayúsculas 
abiertas representan la cinasa (K) y las fosfatasas (P) activas, mientras que las letras minúsculas cerradas 
correspondes a las formas inactivas (k y p). El resultado es que la actividad de las cinasas predomina en 
las partes miclinadas y la de las fosfatasas en las partes no mielinadas. Cuando los brazos del NF están 
altamente fosforilados la carga de la superficie es alta y por lo tanto se repelen generando un 
engrosamiento del calibre axonal en estas zonas (tomado de Wacgh S y col. 1992). 

La expresión de neurofilamentos se ha reportado además en células no neurales; las 

células cromafines a medida que maduran y comienzan a secretar catecolaminas pierden sus 

rasgos neuronales. Ésta inhibición 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 

PCl2, expresa NF. En ambos casos, la capacidad de expresar marcadores neuronales está 

relacionada conque ambas tienen su origen embrionario en las crestas neurales. Finalmente, la 

expresión 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 expresión varía según el estado de la 

espermatogénesis (Davidotf y col. 1999) y en las células neoplásicas del tracto gastrointestinal y 

pancreáticas las expresión 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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ANEX03 

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 sedimentación, 

desviación de la luz, antígenos de superficie, etc.) se basan en las diferencias entre las 

características de cada tipo celular como son la densidad y el tamaño de los gránulos y el tipo de 

hormona que sintetizan y secretan. 

Además de las diferencias existentes entre las poblaciones que específicamente sintetizan 

y secretan un tipo hormonal específico, se ha visto que cada población celular puede a su vez, 

tener subpoblaciones que difieren morfológica y funcionalmente. Por ejemplo, los lactotropos, 

difieren en sus características inmunocitoquímicas, en su tamaño 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 fisiológicos 

(Velkeniers et al. 1988). 

Mucho del conocimiento que ahora tenemos sobre la ontogenia, anatomía y fisiología de 

los lactotropos y gonadotropos en la adenohipófisis se ha obtenido empleando estudios de 

inmunocitoquímica, microscopía electrónica y medidas de la concentración hormonal de 

eXtractos, medíos de cultivo y muestras de plasma de adenohipófisis utilizando por ejemplo 

radioinmunoensayos. Neil y Frawley (1983) iniciaron el uso de otra técnica llamada ensayo 

hemolítico de placa (RHPA por sus siglas en inglés), para medir la liberación hormonal en 

células individuales en cultivo. El uso de esta técnica junto con otros avances en la microscopía 

electrónica, en la separación de las células adenohipofisiarias, y en otros métodos de estudio de 

células únicas, han revelado nuevos aspectos de la morfología y fisiología de las células 

adenohipofisiarias que sugieren una gran heterogeneidad en estructura, anatomia, distribución y 

comportamiento funcional. 
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En esta revisión 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 gránulos secretores más grandes. Estudios posteriores, demostraron que 

en la adenohipófisis la prolactina se produce por una subpoblación heterogénea de lactotropos 

que pueden identificarse utilizando diferentes técnicas, como inmunocitoquímica, ensayos 

hemolíticos de placa y sedimentación en gradientes discontinuos de Percoll o de albúmina de 

suero bovino (BSA). 

• S11hpohlaci011e.\· moifoliígica.\'. 

El gradiente diferencial de Percoll o de BSA es una de las técnicas más empleadas para 

obtener poblaciones enriquecidas de los diferentes tipos celulares adenohipofisiarios. Esta 

técnica se basa en las diferencias de velocidad de sedimentación que tienen las células y se 

realiza utilizando una columna de gradientes de densidad discontinuos de Percoll o 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 según los 

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

Se ha reportado que en la separación 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 Iactotropos de la 

glándula 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 glándula de cobayo y cerdo también se pueden separar dos 

tipos de lactotropos con una morfología característica, una de ellas con gránulos relativamente 

grandes (250-350nm de diámetro) y el retículo endoplasmático (RE) bien desarrollado y las otras 

con muy pocos gránulos pequeños ( I 80-200nm). En la rata, algunos autores, han reportado la 

presencia de tres tipos diferentes de células secretoras de prolactina; las de Tipo 1, que contienen 
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gránulos esféricos y pequeños (130 a 200nm de diámetro); las de Tipo 11, que poseen gránulos 

·esféricos. o polimórficos de tamaño mediano (de 250 a 300nm) y, las de Tipo III que contienen 

gránulos grandes y polimórficos con un diámetro de 300 a 700 nm (Nogami H. 1984; Vila

Porcile E. et al. 1996; De Paul A. et al. 1997). La distribución, frecuencia y abundancia relativa 

de estas 3 subpoblaciones de lactotropos varía dependiendo del sexo y la edad de los animales: a 

los 20 días de edad (animales prepúberes), los lactotropos de la adenohipófisis de rata, muestran 

mayor inmunoreactividad que a los 1 O días de edad y sus porcentajes con respecto al total de la 

población celular de la glándula son de 10.7% en el macho y 13.5% en la hembra. En las ratas 

hembras prepúberes, los lactotropos son usualmente redondos o poliédricos y en algunos casos 

elongados. Sus gránulos secretores son pequeños (80-120nm de diámetro) y están esparcidos en 

la región periférica del citoplasma. El retículo endoplasmático es escaso y se encuentra aplanado, 

el complejo de Golgi no es muy prominente. En los machos prepúberes, la mayoría de las células 

inmunopositivas para PRL son inmaduras y contienen sólo un pequeño número de gránulos 

secretores (semejantes a células Tipo 1). Ocasionalmente en estos animales se pueden observar 

células de tipo 11, con gránulos secretores de tamaño mediano ( 150-200 nm), siendo 

posteriormente más comunes en ratas macho adultas (Nogami 1-1. 1984 ). A diferencia del macho, 

en las hembras prepúberes, las células de Tipo-11 son las que constituyen la población más 

grande, mientras que las células de Tipo-111 con gránulos polimórficos raramente se observan 

(Nogami H. 1984). Así, la relación poblacional de los tres tipos celulares varia entre los machos 

y las hembras prepúberes, siendo en las ratas macho, las células de tipo-l cerca del 60% de los 

lactotropos, mientras que en la hembra, son las células de Tipo-11 las que representan un poco 

más 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 (fü), un 

efectivo secretagogo de PRL que juega un papel muy importante en el desarrollo de los cambios 

morfológicos en los lactotropos y en sus gránulos de secreción. Con el objetivo de ver como el 

estradiol o la testosterona afectan la proporción y el tipo de células adenohipofisiarias, algunos 

autores han hecho estudios en los que tratan a las ratas con E2 o testosterona. Lo que han 

observado (tabla 1) es que después del tratamiento con E2 las células de Tipo-l disminuyen 

numéricamente en ambos sexos y las de tipo 111 aumentan, en tanto que las células de Tipo-11 se 
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incrementan un poco en el macho y disminuyen en la hembra. Con la administración de 

propionato de testosterona (TP), el cambio más significativo es que las células de Tipo-II 

incrementan moderadamente en machos y se vuelven la mayor proporción de lactotropos en 

ambos sexos. Por otro lado si las ratas hembras son tratadas con nafoxidina (antiestrogénico), las 

células de Tipo-111 rápidamente disminuyen en número, mientras que las de tipo 1 y 11 

incrementan. En los machos el tratamiento con este antiestrogénico no tiene un efecto 

significativo (Nogami H. 1984; De Paul A. et al. 1997). 

Hembras Machos 

Con TP Con nafoxina. .Con .E1 . Con TP Con '!ªfoxin(l 

tmás que el 

macho 

t. 

·.·.J.:·· 

tpoco 

t 

Tabla l.- Respuestas observadas en la proporción de los subtipos de lactotropos de ratas hembras y 
machos después de ser tratadas con estrógenos (E2), propionato de testosterona (TP) y el antiestrogénico 
nafoxina. Las flechas indican incremento (t), disminución (..t..) y sin can1bio (-). 

Existe una polémica en cuanto a si la heterogeneidad morfológica observada, puede estar 

relacionada con diferentes estados de maduración 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-11 y Tipo-111 provengan de diferentes células primordiales, lo cual claramente 

indicaría que los diferentes subtipos representan diferentes estados de maduración postnatal. 

Nogami y colaboradores (1984), sugieren que los tres tipos de lactotropos pueden representar 

una interconversión entre ellos y que la secuencia de interconversión es del Tipo-! a Tipo-11 o a 

Tipo-111. Finalmente, estos autores plantean que esta conversión puede reflejar cambios en la 

actividad secretora regulada por E2 (Nogami H. 1984; De Paul A. et al. 1997). Esta idea se ve 

reforzada por el hecho de que las diferencias en cuanto a secreción de PRL de los lactotropos 

· .· · obtenidos en diferentes densidades de un gradiente de Percoll, se mantienen aún después de 3 
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días en cultivo (ver más 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 disposición espacial diferencial de estas subpoblaciones en la glándula, siendo las 

células con gránulos grandes las que se encuentran mayoritariamente en la zona externa 

(periferia) de la misma. 

• Secreción 

Como se mencionó anteriormente, existe una discusión sobre si las diferencias 

observadas entre las dos o tres subpoblaciones descritas de Iactotropos implican o no diferencias 

funcionales. Podría ser razonable pensar que los dos tipos de células obtenidas por Percoll, 

representan dos (sub)poblaciones de Iactotropos en diferentes etapas de desarrollo secretor lo que 

explicaría que tienen más o menos gránulos de secreción o éstos son más o menos densos. Por 

esta razón es importante determinar si las diferencias morfológicas antes mencionadas se 

acompañan de diferencias funcionales. 

La mayoría de los estudios de secreción se han realizado utilizando RHP A. Este tipo de 

ensayo permite registrar diferencias en la magnitud de la secreción hormonal en células 

individuales. En general, en este método se emplea la proteína A de staphylococos conjugada a 

eritrocitos (RBCs) por medio de la incubación con Cr3
•. Los eritrocitos son posteriormente 

diluidos en proporción uno a uno con las células secretoras. Los anticuerpos específicos para la 

hormona que se desea medir, se unen a la proteína A a través de la porción Fe y a la hormona 

secretada a través de la porción Fab. La unión 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 

cercanía de la célula secretora en dependencia con la cantidad de hormona secretada (Smith P. et 

al. 1984) El tamaño de la placa de hemólisis es proporcional a la cantidad de hormona secretada 

por la célula endocrina y entre más grande es su tamaño mayor es la secreción. 
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Mediante el RHP A se ha caracterizado la formación de dos clases de placa de hemólisis 

en los lactotropos, estas placas difieren en su área y pueden ser placas pequeñas (SP) que tiene 

un área <l,420 µm 2 y placas grandes (LP) de 1,420 µm 2 de área. El porcentaje de lactotropos que 

forman placas de hemólisis es de 19.5±1.3% en los adultos macho y 5.9±0.6% en los neonatos. 

El área de la placa promedio es de 3,090±240 µm 2 en los adultos, con algunas células que forman 

placas pequeñas y otras que producen placas grandes. En contraste, en los neonatos la placa mide 

en prome~io 780±60 µm2, y la mayoría de células forman placas pequeñas (Cota et al. 1990). 

En las ratas hembras, la abundancia relativa de las células que secretan PRL varía según 

la fase del ciclo estral. En comparación con la fase lútea temprana, durante la etapa media lútea y 

folicular el número de células que secretan PRL se reduce, mientras que la proporción 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 dramático en la 

abundancia relativa de estas subpoblaciones dependiendo de la fase del ciclo que podría producir 

las diferencias en cuanto a secreción. Kukstas, Kineman y colaboradores (Kukstas L. et al. 1990; 

Kineman R. et al. 1991) encontraron que los lactosomatotropos (células adenohipofisiarias que 

sintetizan y secretan PRL y GH) son más abundantes en las hembras de animales preñados que 

en las lactantes o hembras vírgenes. También observaron que la abundancia relativa de las 

·: células que secretan PRL incrementa y que las que secretan GH disminuyen durante la transición 

del embarazo temprano a la lactancia (Kukstas L. et al. 1990; Kineman R. et al. 1991 ). 

Se ha observado que al igual que las diferencias morfológicas antes descritas que varían 

en alguna medida con la regionalización de la glándula en zona interna (cercana al lóbulo 

neurointermedio) y zona externa (en la periferia de la glándula), el tamaño de las placas de 

hemólisis formadas por las células de estas diferentes regiones también varía; en las células 

aisladas de la zona interna estas miden de 5,000 a 9,000 µm 2
, y las de la zona externa de 2,000 a 

7,500 µm 2
• En células estimuladas con solución de alto potasio, los tamaños de las placas de la 

. :zoná interna varían entre 8,000 y 24,000 µm 2 mientras que las células de la zona externa presenta 

un rango más estrecho que va de 6,000 a 8,000 µm 2 (Vila-Porcile E. et al. 1996). En condiciones 

basales, los lactotropos de la zona interna secretan más que los de la zona externa y al ser 
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estimuladas con el secretagogo específico para lactotropos y tirotropos, la hormona liberadora de 

tirotropinas (TRH), el área de las placas de hemólisis producidas por las células de la zona 

i11t~rna aumenta; sin embargo, las células de la zona externa forman más placas nuevas, es decir 

que aumenta el número de células secretoras de PRL. Además se ha demostrado que estímulos 

fisiológicos como la succión de las crías aumenta la secreción de las células de la zona interna 

(Vila-Porcile E. et al. 1996). 

• Resp11esttl " ftlcf<Jres i11/1ihit<Jrios (DA) <J esti11111lt1t<Jrios (TRll y estrógenos) tle '" 

secreción. 

Dentro de la caracterización de las sub-poblaciones de lactotropos, un parámetro 

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 fisiológicamente controlan 

la síntesis, almacenaje y secreción hormonal. 

· La·secreción de PRL se encuentra bajo el control inhibitorio tónico de la dopamina (DA) 

hipotalámica que tiene un gran número de efectos en los lactotropos: por ejemplo; a través de G;, 

mediaJa reducción de AMPc, inhibe la fosfolipasa C (PLC), activa canales de K+, induce el 

ensamblaje y desensamblaje de la red cortical de actina. La estimulación fásica de la liberación 

de la hormona, una vez que ha sido transformada post-traduccionalemente se encuentra regulada 

· ~ por otros factores hipotalámicos como la hormona liberadora de tirotropinas (TRH) que actúa a 

través de la activación de PLC; el péptido vasoactivo intestinal (VIP), que activa la adenilato 

ciclasa y el péptido liberador de PRL, que eleva el ácido araquidónico (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 electrofisiológicas se encontró que la respuesta 

eléctrica a DA difiere, existiendo 2 poblaciones de lactotropos, una que se observa en células que 

· en sU mayoría son separadas de las fracciones 3-5 (gradiente de BSA de 0.3-2.4%) y que 

muestran una hiperpolarización a partir del potencial de reposo, asociado con un incremento en 

la. conductancia de K+ después de la aplicación de DA (respuesta tipo 1) y, las otras que en su 
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mayoría 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 repolarización 

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

Kukstas L. et al. 1991 ). Además 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 [Ca2+]¡ en respuesta a DA también se 

han descrito dos poblaciones; en uno de los tipos se observa un aumento en la concentración de 

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

Los lactotropos que son separados en gradientes de Percoll o de BSA y que están en las 

capas de baja densidad, tienen un alto nivel basal (sin estímulo) de secreción (mayor número de 

placas LP) y una alta actividad sintética. En contraste, los lactotropos que tienen alta densidad, 

tienen baja capacidad secretora espontánea 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 área 

promedio de las placas (pequeñas y grandes), pero no altera la fracción de lactotropos que 

forman placas (Luque et al. 1986), y al separar la adenohipófisis en zona interna y zona externa, 

en la zona interna las áreas de todas las placas de hemólisis son mayores a 10,000 µm 2 (10,000-

28,000 µm 2
) mientras que en la zona externa son de 6,000-14,000 µm 2 (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 

dramáticamente la acumulación del mRNA de PRL en las células de la capa 1 pero no en las de 

la capa 2. Sin embargo, el promedio de gránulos aumenta significativamente en las células de la 

capa 2, lo que contrasta fuertemente con la inhibición de la liberación de PRL (Kazemzadeh et 

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

mostraron que la población de lactotropos que se inhibe con dopamina aumenta de manera 

dependiente de la dosis. Ellos y otros autores han visto que la población de células que forman 

placas grandes disminuye considerablemente a una concentración de 10"7M de DA, sin un 

decremento en las células que forman placas pequeñas. Esto sugiere que la dopamina inhibe 

preferencialmente la subpoblación de lactotropos que forman placas grandes. Además 
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observaron que el 6% de la población de lactotropos no se inhibe con concentraciones de 10"5M 

de· DA, indicando que existe una subpoblación de lactotropos con muy baja sensibilidad a la 

. dopamina. Puesto que la concentración fisiológica de dopamina en la sangre hipofisial parece ser 

menor a 10"7M, es posible que estos lactotropos que no fueron inhibidos con 10"5M 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 localización en 

la glándula. A este respecto, se han identificado dos regiones, zona interna (en la vecindad con el 

lóbulo neurointermedio) y zona externa (comprende la periferia de la glándula). Muchas de estas 

diferencias regionales en las respuestas a TRH y DA están relacionadas con la variación en la 

concentración de los factores hipotalámicos de regulación, 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 

inhibición de la secreción de PRL por DA es dependiente de la concentración, por lo que una 

posibilidad para explicar la heterogeneidad de los lactotropos con respecto a la inhibición por 

dopamina podría ser que, como acabamos de ver, las células que se encuentran más cercanas a la 

región central de la glándula sean más sensibles al efecto de DA, lo cual podría implicar que las 

células que se encuentran en ésta región sean en su mayoría 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 glándula secretan rápidamente PRL en 

respuesta a TRH y están moderadamente afectadas por DA. En contraste la tasa de liberación 

lenta de PRL de las células de la región central está escasamente influenciada por TRH y 

disminuye considerablemente con DA. Así la incubación de las células de la parte interna de la 

glándula con TRH, resulta solo en un pequeño aumento de la tasa de formación de placas de 

hemólisis, mientras que el tratamiento de las células de la zona externa con TRH, causa un 

marcado aumento de la tasa de formación de placas. Sin embargo, después de 6 horas en medio 

de incubación, los porcentajes de formación de placas son los mismos en ambas regiones 

(Boockfor F. et al. 1987), perdiendo así las diferencias existentes entre ambas regiones y 

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

los lactotropos de responder a estos importantes factores hipotalámicos. 

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 más progesterona son significativamente más sensibles al efecto inhibidor de dopamina 

(Hu and Lawson 1996). Estas diferencias regionales que se observan cuando la población 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 así, se puede ver que en 

presencia de DA el estradiol genera un aumento en la liberación de prolactina de las células de la 

zona externa cuando no están 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 estrógenos son potentes estimuladores de la expresión genética, la síntesis y 

secreción 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 11 (A-11), el péptido vasoactivo intestinal (VIP). Asimismo los 

estrógenos están involucrados en la regulación de la síntesis y secreción 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 02, además de interferir con la habilidad de los 

lactotropos a incorporar DA y reducir el número de receptores 02 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 mediaría la regulación de liberación de prolactina, mientras 

que la unión al segundo tipo de receptor podria contribuir a la regulación del mRNA de 

prolactina. Así, según esta hipótesis los lactotropos de la segunda capa expresarían el receptor 

tipo 1 y no expresarían el receptor de tipo 2. Una explicación alternativa es que el receptor de 

dopamina utilice diferentes vías de segundos mensajeros o que, como se ha visto en el efecto de 

las señales de una célula puedan afectar la liberación hormonal de otra, como se ha mostrado que 
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el GnRH estimula Ja liberación de PRL de Jactotropos cultivados en conjunto con una población 

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

Recientemente se descubrió que en el cerebro de rata existen dos isoformas del receptor 

membrana! para dopamina 0 2 (02;11 y 0 20), probablemente estas isoformas tengan vías de 

segundos mensajeros diferentes. Esto apoyaría la primera hipótesis y sugeriría una mayor 

plasticidad para la respuesta de los lactotropos a la DA. Además de esto, se ha visto, que la 

relación entre estas dos isoformas del receptor 0 2 es significativamente diferente entre las 

poblaciones de los lactotropos de las fracciones 3-5 y 7-9 y que el estrógeno y la testosterona 

sólo modifican la relación de su expresión (Kukstas L. et al., 1991 ). 

Como hemos visto, la respuesta a DA y TRH es heterogénea y esta heterogeneidad 

funcional depende de muchos factores además de la ubicación y la densidad individual de los 

lactotropos, entre ellos, la presencia o ausencia del estradiol o DA y la comunicación célula

célula, dejando ver que no solo existe una heterogeneidad morfológica entre las regiones de la 

glándula, sino que además existe una heterogeneidad fisiológica celular. 

• Nil•eles tle calcio libre intracelular y canales i<foicos 

En estrecha relación con la secreción y los posibles diferentes efectos que tienen los 

secretagogos o factores inhibidores sobre los lactotropos, está la concentración y dinámica 

intracelular de calcio, que se modifica o mantiene según el estímulo y que podría variar según las 

subpoblaciones celulares que hasta aquí se han descrito. En ese sentido se han desarrollado 

algunos experimentos que también han mostrado diferencias entre los lactotropos. 

En ausencia de estimulación, se pueden observar dos grupos de lactotropos; el primero 

con grandes fluctuaciones de [Ca2+]; (máximo de 300 nM) probablemente debido a potenciales 

de acción, y el segundo con [Ca2+]; estables (entre 65 nM y 200 nM). El efecto de la DA sobre la 

[Ca2+]; basal no es homogéneo, pudiéndose observar al igual que para el resto de los parámetros 

antes descritos, dos tipos de respuestas; una se observa en el grupo de las células en las cuales la 

[Ca2+]; es estable, en las cuales aún con concentraciones muy elevadas de DA no ocurren 
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cambios importantes, mientras que en el primer tipo las fluctuaciones desaparecen y disminuye 

marcadamente la [Ca2+]; (Horta J. et al. 1993; Malgaroli A. et al. 2000). Algunos autores hacen 

una división más detallada de los tipos de células según el efecto sobre el [Ca2+]; proponiendo 

que hay células que no presentan oscilaciones de [Ca2
' ]; (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 están 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 [Ca2+]; (Gore A. et al., 1999). 
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Fig. 1 Patrones espontáneos de oscilación de [Ca2+]; en lactotropos. Se muestran los 4 patrones 
descritos en el texto como A, B, C y D. Tomado de Gorc A. et al. 1999. 
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La presencia y abundancia de estos subtipos de lactotropos en la glándula también varía 

según el sexo y elesÚid~ fisiológico. Los lactotropos de las ratas lactantes, tienden a presentar 

mayore,s prop~rcicmesde células tipo C y D y pocas de tipo A. Los machos, tienden a tener una 

. alta pr~porcióri de células de tipo A mientras que, una proporción abundante de células en las 

ratas h_emliras ciclantes tiende a ser intermedia entre machos y lactantes, excepto en las células 

de subtipo B, que parecen no cambiar en función del sexo o la edad del animal (Gore A. et al. 

.. 1999). 

De las células que aparecen en la fracción ligera el 73% muestra un nivel basal de [Ca2+]; 

. alto (114±34.3 nM), generalmente asociado con oscilaciones espontáneas de Ca2
+ (Lledo P. et al. 

1991; Kwiecien R. et al. 1998). En cambio en las células de la fracción pesada el 79% se 

caracterizan por tener un nivel de [Ca2+]; basal bajo y estable (61±13 nM) y muchas de ellas 

responden solo a 1 O nM de TRH. Sin embargo el 28% de las células de esta fracción tienen 

oscilaciones espontáneas de [Ca2+];, son insensibles u TRH y tienen una respuesta a DA similar a 

las de la fracción ligera (Lledo P. et al. 1991). 

Utiliza~do ·poblaciones de células separadas por centrifugación diferencial, se ha visto 

qu'e.eJ:poténcial de reposos de la membrana (Vm) de las células de la fracción pesada es más 

negativb (~6s.s±10.2mv) que en las células de la fracción ligera (-47.4±8.4 mV) mientras que 
. .·. -.· ' -

los valores d~. rnsistencia de la membrana (Rm) no varían significativamente entre ellas. Las 

células de I~ fracción pesada parecen ser más grandes (9.3±3.18 pF) que las de la ligera (7.4 
. '.:._.--~ .... _-; .. - -- . :::e_· -

2±2.25_ pF).y las curvas de conductancia-voltaje, así como las propiedades correspondientes a los 

dos compo.rientes de la corriente de Ca2
+, son similares en las células de ambas fracciones (Lledo 

" - . -"- . -;.::' 
et-al.. 1~9))::·-. ·' 

., ':'·:_·:'. -
. ·, ,;:··· 

Cu~Hdd[1~ corriente de Ca2
• se registra utilizando pulsos de voltaje, se pueden activar 

dos compC>~e~ici's:, uno de decaimiento lento (SO o corriente tipo L) y otro de decaimiento rápido 

·.(FO. o corrl~nt~ tipo T). La contribución de cada componente al total de la corriente de Ca2
+ de 

los . lactotr~pos. varia de célula a célula. La contribución de la corriente FO es pequeña en la 

célul_as de la fracción ligera y grande en las de la fracción pesada. La relación corriente-voltaje 
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(1-V) determinada por la medida del pico de la Ica2+ muestra diferentes máximos: -10 mV para 

las células de la fracción ligera y + l O m V para las de la fracción pesada (Cota et al. 1990). 

Cota y colaboradores encontraron que en los lactotropos de ratas macho, la corriente 

macroscópica que se produce a través de los canales de calcio activados por alto voltaje (HV A 

por sus siglas en inglés) en respuesta a una despolarización bajo fijación de voltaje es mayor en 

las células LP que en las SP. En los lactotropos de animales adultos esta corriente llega a ser tres 

veces más 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 HV A 

puede ser un determinante crítico para la tasa basal de secreción de PRL (Felix R. et al. 1993; 

Horta J. et al. 1993). La inhibición de la secreción de PRL por omega-conotoxina (ro-CgTx) o 

nifedipina (bloqueadores orgánicos de los canales de calcio HV A) tampoco es uniforme en la 

población de lactotropos; ro-CgTx así como nifedipina, reducen la fracción de lactotropos que 

forman placas grandes, pero incrementa la proporción de los que forman placas pequeñas. Esto 

indica que los bloqueadores de HV A, disminuyen la secreción de las células LP a niveles 

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

Con respecto a otros canales, se ha descrito que en los lactotropos de ratas macho, la 

expresión de canales de Na+ no es uniforme; la despolarización induce una mayor corriente de 

Na+ en los lactotropos LP que en los SP. Los lactotropos LP parecen expresar un mayor número 

de canales funcionales de Na+ por unidad de área de la membrana plasmática que los SP (Harta 

J. et al. 1991). 

En resumen podemos decir que los lactotropos se subdividen en tres sub-poblaciones 

morfológicas basadas en la densidad y diámetro de sus gránulos de secreción y en 2 sub

poblaciones según sus características fisiológicas y los parámetros que para evaluar esta 

característica se observen (calcio intracelular, potencial de membrana, secreción, etc.). Sin 

embargo no se ha establecido la relación entre estas sub-poblaciones y más aún, dentro de las 

sub-poblaciones fisiológicas pocas interrelaciones se han hecho con respecto a cada uno de los 

parámetros que se observan y que se describieron anteriormente. 
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GONADOTROPOS 

Los gonadotropos (GtH) son células de la glándula pituitaria que al ser estimulados con 

hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH, por sus siglas en inglés) secretan dos 

gonadoíropinas hormona folículo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH). Al igual que 

en .los lactotropos, en los gonadotropos se ha detectado la presencia de subtipos morfológicos y 

. se ha observado que la distribución de las hormonas varía según el sexo, la edad y ciertas 

' co~diciones fisiológicas, llevando a pensar que además de la heterogeneidad morfológica, existe 

también una heterogeneidad funcional. Sin embargo pocos estudios se han realizado en cuanto a 

la heterogeneidad funcional de estas células. 

Debido a que las variantes funcionales de los gonadotropos parecen estar relacionadas 

con los mecanismos de control de la secreción de gonadotropinas, la caracterización de estas 

variantes es muy importante. Sin embargo, no se ha desarrollado tanto como para los lactotropos 

(Denef C. et al. 1978). 

• S11bpob/aciones morfológicas. 

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 morfológicas y funcionales. 

En· 1as ratas, utilizando un gradiente de 0.3-2.4 de BSA, el porcentaje de gonadotropos 

incrementa gradualmente del 13% en la fracción 3 hasta el 75% en la fracción 7 (Denef C. et al. 

1978) .. A su vez, los gonadotropos de porcino se pueden dividir en tres subpoblaciones: de baja 

densidad (fracción 8, densidad l.087g/cm3
) de densidad media (fracciones 13-12, densidad 1.062 

g/cm3
) y de alta densidad (fracciones 15-14, densidad 1.049 g/cm3

). Los animales neonatos 

poseen células de alta y baja densidad, los prepuberales poseen las tres subpoblaciones, mientras 

que los maduros sólo 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 J.049g/cm3 y J.087g/cm3 correspondiendo respectivamente al 57% y 19% del 

total de gonadotropos. En estos animales la subpoblación de baja densidad esta compuesta en su 

mayoría por células bihormonales FSH/LH (74.3%), aunque algunas células sólo 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 gránulos de secreción (GS) en pequeñas 

cantidades. Por el contrario las células de alta densidad tienen grandes cantidades de gránulos 

(Torronteras R. et al. 1993). 

En los animales prepúberes de cerdo, la población de gonadotropos está separada en tres 

subpoblaciones de acuerdo con su densidad: l.087g/cm3
, 1.062 g/cm3 y 1.049 g/cm3 con 41%, 

21 % y 8% del total de células GtH respectivamente. La población de baja densidad está 

básicamente compuesta por células monohonnonales de LH (82.2%) e incluye pequeñas 

cantidades de monohormonales FSH y bihormonales. Tienen gránulos de secreción 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 biosíntesis pobre. La subpoblación de 

densidad media tienen pocos y pequeños GS y muy poco desarrollado el RER y GC. Por el 

contrario, en los animales maduros sólo 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 están 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 morfológicamente similares 

a las de baja densidad de neonatos y prepúberes 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 prepúberes y maduros en su mayoría son 

monohormonales LH. Estas diferencias pueden estar relacionadas con los cambios en la 

secreción de las hormonas gonadales durante el desarrollo. 
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De acuerdo con Torronteras R. y colaboradores ( 1993 ), las subpoblaciones morfológicas de 

los gonadotropos se pueden dividir de la siguiente manera: 1) células que sintetizan y que 

corresponden a la población de baja densidad, estas células tienen muy desarrollada la 

"maquinaria" de síntesis (RER y GC) y pocos GS; 2) células en descanso (población de densidad 

media), con pocos GS desarrollados y maquinaria de síntesis. Por último, la subpoblación de alta 

densidad o células de a/mace11aje, con abundante GS y poca maquinaria de síntesis. 

Existen diferentes interpretaciones de la función fisiológica que pueden tener estas 

subpoblaciones. Childs y colaboradores ( 198 1) sugieren que en la rata las células con pocos 

gránulos de secreción 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 subpoblación celular podría representar células maduras en una fase del ciclo 

secretor en el cual las células sintetizan hormona. Una explicación semejante se le da, al único 

grupo de células que no se encuentra en el animal maduro, la subpoblación de alta densidad o 

células de almacenaje según Torronteras y col. (1993) podrían 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 tamaño pequeño o medio 

pueden agrandarse o volverse más densos durante el diestro temprano y ser reclutadas para 

contribuir al pico de secreción de LH durante el proestro. Esto sugiere que los cambios de 

tamaño y densidad son fisiológicamente 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 están presentes en 

animales neonatos, prepúberes y maduros tienen muy pocos gránulos de secreción que ocupan 

cerca del 10% del citoplasma, tienen muy desarrollado la maquinaria biosintética (retículo 

endoplásmico rugoso y Golgi) lo cual ocupa cerca del 30% del volumen citoplásmico. Esta 

subpoblación de gonadotropos es equivalente a las células de síntesis y almacenamiento. 

Preferentemente son bihormonales en los animales prepúberes 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, 

están ·presentes en animales prepuberales y maduros. Tienen pocas vesiculas de secreción que 

ocup_an cerca del 12% del citoplasma y muy poco desarrollado RER y GS y por último los 

gonadotropos de alta densidad que sólo están presentes en animales neonatos y prepúberes. Sus 

gránúlos de secreción tienen gran diámetro y ocupan cerca del 25% del volumen citoplasmático. 

EL RER y las GC están escasamente desarrollados así, estas células representan un grupo de 

ccé!ulas de almacenaje que contienen ambas hormonas (Childs G. et al. 1983). 

• Secrecián 

El GnRH es el principal regulador fisiológico directo de la secreción de gonadotropinas por 

los gonadotropos de la adenohipófisis. Otras hormonas y neurotransmisores como arginina, 

vasopresina (A VP), oxitocina (OT), neurotensina (NT), serotonina (5-HT), polipéptido pituitario 

activado por adenilato ciclasa (PACAP) y endotelina 1 (ET-1), pueden afectar la liberación de 

las gonadotropinas así como diferenciar entre grupos de gonadotropos y regular diferencialmente 

la secreción de FSH ó LH. Los gonadotropos difieren en su sensibilidad a estos factores (Billiard 

J., 1996). 

Las células obtenidas de ratas hembras, forman placas de hemólisis cuyo tamaño es mucho 

mayor (8668±399 µm2
) que las de los machos (1667±152 ~1m2). El porcentaje de células 

positivas para LH aumenta significativamente con la edad en ambos sexos, de 5.2±0.4% y 

5.6±0.2% del total de la población celular de la adenohipófisis en la hembra y en el macho 

respectivamente a los 5 días, a aproximadamente 10% en ambos sexos al día 15, cayendo 

después significativamente a 5.7±0.4% en la hembra en proestro y 6.7±0.4% en el macho. No 

existen diferencias significativas entre el macho y la hembra excepto a los 30 o 40 días de edad 

· (Chen':H. T. 1988). La media de secreción de LH de células individuales indicadas por la media 

d~l"·t~foaño de las placas en RHPA también incrementa gradualmente con la edad en ambos 

.sexos}~ 1141±120 µm2 en la hembra y 1301±138 µm 2 en el macho a los 5 días de edad, hasta un 

pico c~~ca de los 50 días de edad de 3193±55 µm 2 en el macho y 8668±399 µm 2 en la hembra 

(Chen H.T. 1988). 
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Los gonadotropos pequeños son multipotenciales y responden inicialmente a la estimulación 

con GnRH sintetizando y almacenando una de las gonadotropinas, mientras que los 

gonadotropos grandes se han reportado diferentes patrones de secreción de LH y FSH según si 

las células son monohormonales o bihormonales. Los gonadotropos grandes monohormonales 

presentan una mayor tasa de secreción y los gonadotropos grandes multihormonales responden 

incrementando tanto el número de células secretoras como la cantidad de hormona secretada y 

tienen una secreción de ambas gonadotropinas no paralela cambiando la tasa de empacamiento 

de las subunidades y su tránsito en el complejo de Golgi (Torronteras R. et al. 1995). 

• Variaciones ele calcio libre intrace/11/ar. 

En comparación con todo lo que se ha estudiado y caracterizado acerca de las subpoblaciones 

entre lactotropos, poco se ha reportado a cerca de las subpoblaciones fisiológicas de los 

gonadotropos. Se sabe que en ausencia de GnRH, cerca del 50% de los gonadotropos presentan 

potenciales de acción espontáneos y fluctuaciones pequeñas de [Ca2
']; basal con un nivel de 

[Ca2+]; de aproximadamente 198 nM mientras que el otro 50% mantiene un nivel estable de 

[Ca2+]; ( 175±3nM) (Lida T., et al. 1991 ). La respuesta de [Ca2+]; al estímulo 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 concentración del 

secretagogo (Kwiecien R. et al. 1998). La señal de [Ca2+]; está fuertemente influenciada por la 

etapa del desarrollo, el ciclo estral y la ovariectomia, pero entre las células de la glándula 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 [Ca2+]¡ y en otras no tiene ningún efecto (Rawlings S. et al. 1991 ). 
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CONCLUSIONES 

Durante muchos años se pensó que las diferencias entre las células de la glándula 

adenohipofisiaria solamente estribaban en el tipo de hormona que cada una secreta, e 

inicialmente se planteó que cada tipo de célula secretaba sólo un tipo de hormona. Con el tiempo 

y el avance de las metodologías e instrumentos de estudio, algunas de estas ideas empezaron a 

cambiar y se encontró que hay células que pueden sintetizar y secretar más 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 fisiológicos como la edad, el sexo, 

la fase del ciclo reproductor, etc. Ahora, resulta un hecho que las células de la glándula 

adenohipofisiaria representan una población celular muy heterogénea y por lo tanto la 

comprensión de los mecanismos de regulación y organización de esta heterogeneidad se ha 

vuelto más complejo. 

A medida que se avanza en el estudio de los mecanismos de regulación de la secreción 

nos hemos dado cuenta que si bien existen características generales, como secretagogos 

especificas, mecanismos de cambio en la [Ca2 ']¡, tipos de canales iónicos, 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 adenohipófisis se han observado grupos de células (19-39%) que a pesar de que 

muestran un aumento en (Ca2+]¡ al ser estimuladas con una despolarización de la membrana, no 

responden a ninguna de las hormonas estimuladoras de la liberación de hormonas (HLHs). 

También existen células (31%-50%) que solamente responden a un HLH y, grupos (29%-31%) 

que responden a más de un HLHs, incluyendo una minoría (3%-7%) que responde a todos 

(Villalobos C. et al. 1997). El significado de esta heterogeneidad, incluso en la respuesta a los 

secretagogos "específicos" dista mucho de estar aclarado. 

Como se ha descrito en esta revisión, muchas de las características o parámetros que se 

estudian de las células adenohipofisiarias, varían dependiendo del sexo, la edad, la fase del ciclo 

reproductor y la región de la glándula y, en su mayoría están asociadas con diferencias en la 
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secreción (síntesis, transporte y liberación) de hormonas. Sin embargo la discusión sobre el 

significado de estas diferencias no ha ido muy lejos, puesto que resulta dificil comprobar si estas 

diferencias se deben a que cierto tipo de células es más o menos inmaduro y por lo mismo no 

desarrolla los mecanismos o instrumentos para la secreción o si por el contrario constituyen 

subtipos diferentes con otras funciones como sintetizar y secretar factores tróficos o regular la 

secreción de otras células a su alrededor. 

Por todo lo anterior, para poder estudiar y entender la hipófisis se vuelve cada vez más 

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

pueden intervenir en establecer dichas diferencias. 
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Oestrogen Regulates Neurofilament Expression in a Subsetsof 
Anterior Pituitary Cells of the Adult Female Rat .. ,'i'.'y:rf ;Y 

T. Fiordelisio and A. Hernández·Cruz .• y;p>., •-.:;.:;¡. 
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Key v.ords: piluilary, anterior pjluilary, net.rolilarrerl, oestrogen, subpopulallons. ., .. 

Abstroct 
lt Is the prevailing view that the neurohypophysls derives from neural eres! while 
anterior lobo Is of cctodermal origin. However, lt has been recenUy suggosted tha 
cells could have in part neuro-ectodermal origin, and thus should express spe • · 
Thls issue was examined previously wilh oonflicting results. The present study . ....... to clarify 
tho question of whethor or not neuronal markers aro oxprossed In the adenohypophYi¡I~. Using 
quantitative immunofluorescence, we have positively ldentified a subset o.r, •. ll.IJ.lerior pituitary cells, 
which oxprcss immunorcactivity for neuronal mnrkcrs, including 68 kDa ••• ~ürri!Jl!!ment (NF68). 
lnterestingly, we noticod that the oxpression of NF68 Is sexually dimo¡pliic (i.e:';í'f.eurofilament·positive 
cells are more abundan! in sexually malurc fcmale rats). In ndditiori,··;,¡~ exµiii°ssion in female rats 
increases during ontogenic dcvclopment and reachos a plateau 1~.)iet a.ttei'p.U!)iirty. Thereaftor, it 
displays plastic changos along lho ocstrous cycle, with the max.iriJilll),ói ne\Jmfilament expression 
al oestrus and the minimum at procstrus. NF68 immunoroactivlfy,,wá!{examined alter ovariectomy, 
oestradiol replacemont and treatmont with an specific oestrogen ·rocoptór··antagonisl Bilateral 
ovariectomy induced a significan! roduction in the number.of·.l\IF68·posiÍive cells. This offect was 
completely preventcd by trcatmcnl of ovariectomizcd rats;\i.¡jjif~stradiol. When lntact fcmalo rats 
were treated wilh tho anti-oostrogon tamoxifcn, a drastic.-:docrcáiíó °in NF68 expression in anterior 
pituitary colls was observad. Furthermore, oestradiol•admlnistmtion in castratod malo rats increased 
NF68 immunorcactivity. Doublc·immunolabelling extiorimeniS:provided evidence lhat pituitary cells 
expressing neuronal traits correspond to subsots of iactotro1:ibs, somatotrophs, thyrotrophs and 
gonadotrophs. lt remalns to be cslablished if ll¡f6e i,ridi:ic:;uOii· in the pituilary is duo to direct and/or 
indirect elfects of oestrogens. Also, the possiblé functional role of lhis subset of NF68·positive 
anterior pituitary cells in the female rat remál~s •• tcl 60.eíci1mined. 

"'''(:';. 

Thc pituitary compriscs an cndocrinf;~ni~~~~:~ :nd a neural 
(posterior) lohe. Gcncrally, it .is•1lccepfo(f>;that the neuro· 
bypophysis derives from neuraJ c~esL:..Vbile the pituitary's 
anterior Jobe is of ectodermill:::ci~igin. l-lowever, scparate 
observalions ha ve led sorne ¡¡.u.t.lÚ>rs:tq suggest that at least a 
subpopulation of antcrio~··pituíiary cclls could have a neuro· 
eclodermal origin. Tak:ur and Pcarse (1 ), working in the 
leghorn chicken, suggestCd .. that. the two lobcs of the pituitary 
originate from lhe;yeniraí•ricural folding. More recently, 
Eagleson et al. (Zf:Úgued)hat at lcast lhe corticotrophs from 
thc frog piluitary:•originat~:rrom the ventral neural plale, and 
Ogawa et al ... (~) sb~"'e¡l that cndocrine cells from the anterior 

Jo be ofhuman pituitary can express both keratin (an epithel.ial 
marker) and neurofilaments (a neuronal mnrker). Stud>es 
focused on the early development of the gland gave experi· 
mental support to lhe notion that the anterior piluitary cells 
could be partly of neuro·ectodermal origin. Peñonning 
microsurgical cxperiments on the chicken embryo during t!>e 
open neural state, EIAmraoui and Dubois (4, 5) found e-.;. 
dence suggesting that the anterior ridge of the neural plate is 
predetermined to fonn part of the adenohypophysis. 

If lhe above-mentioned hypothesis is corree!, thcn it codd 
be expected that at lcast a subsct of anterior pituitary cdls 
should express specific neuronal markers. This questioo b.as 
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2 Oestrogen regulates neurofilament expression in anterior pituitary 

been examined in the past with conflicting resuhs. Ogawa et al. =:i ';!1~~h. rcsulis ben: rcporu:d """' cuTicr:I out with cultures 

(3, 6) reported the expression of neurofilaments in human 
mate and fema le adenohypophysis and Tooze et al. (7) showed 
that adrenocorticotropic hormone (ACTH)-secrcting 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 rcccntly,, Halliday 
et al. (9) in human pituitary and Back: et al. (JO) in rat pitui
tary, reported that neurofilaments were absent in the anterior 
Jobe, being only present in the ncurohypophysis. Thcsc 
conflicting results could be due lo dilferences in experimental 
conditions, dilfcrenl sensitivity of the assays or uncontrolled 
factors, such as age and sex of the animals. 

The present work begao with the specific goal of 
re-examining the expression of dilferent neuronal markcrs 
[neurofilament (NFs) 68 kDa, NFs 200 kDa and MAP-2] in 
short-term primary cultures of rat pituitary. Our results pro
vided convincing evidcnce thal a subset of pituitary cells from 
the aduh rat have a robust cxpression of thcse neuronal 
markers, which in addition is scxually dimorphic. Pituitary 
cclls cxprcssing neuronal traits corrcspond to subscts in thc 
population of lactotrophs, somatotrophs, thyrotropbs and 
gonadotrophs. Onc qucstion that rcmains to be answcrcd is to 
what extenl lhc findiogs of this study may imply dilferenccs 
in thc physiological role of subsets of pituitary cells in males 
and fcmales. 

CU/ti~ of rat .T)9tpallrctic lt'f.aT.ltC1'" ... · .·,/(< 
G.dtun:s ofsupcriorccrvical pnglion ncuron=s ~~~~y 
describ:d (11). BrieOy, ganglia from 10-day-old rats::~n: úrit.~~c:d. undcr 
a>cptic oonclitions afu:r cthcr amrsthcsia nnd a:rW:al clislocition Aflcr 
clcaning and cbop¡íng. thcy """' in::ubnhxl in C..2~/Mg'2'.'=fn:c Hanks ..;th 
1 nl}'tnl tJyp>in (\\brthington Bioclan O>.) nnd 2 RW'.~ DNA'lC I foc 30 min 
at 'I1 "C Al1cr di1J5tion, tJyp>in was iBlc:tiv.ihxl,_by:dilution in DMEM 
COnlaining 10'/o fetal bovinc !Crum (FH<;) .. and•l.q,rn!··trypr¡in lnhlllito< 
(s;gnu) nnd tlJC tissuc was incubnto:I in Hu'iks with 2·,q,;m1 coll"IJ'IR'lC an;! 

2~ ONAsc J farJOmin at 37 "e ~~turati~:~th a Pastcur¡:ipctte. 
tho a:ll susp:mion WJS a:ntrif._J, ""5bo<I ~ in~ and rcsuspcndcd in 
frcsh oontrol <:Wtun: m:diurn Cdls ~ ."""°1d ciií poly Lrl}Sino-trcahxl U 1 
round glassooo.erslip;(l X l~a:IJs p;..·wi!J);lind.inúntainocJ in control cultun: 
mxli lall sup¡icmcntcd _,;th 30 r.if.ii:i of 7S NGll (Sigrm) at 37 "Cin a ru.nidi
ficd atmospbcrc of 9.S-/. air amJ\.5'/. CO::a/9-Utwc rtE:dium was ~ 
thrce tUn:s per ~ AD ex~.~ c¿Urifrl out v..itb cultures k:sc> than 

5 dlys cid ;•:::';ti·· 
Odt<n:ofOrinc<e han<ti'r..~· (CHO) ccll< 

OlO a:lls (a-tO-~k,Oitfu.. bum.ce ov.uy, N=ican 1)pc OUtun: 
O>lloction llATQ:;:ca1i1 fi.rá''Oi'1CtuU< gri.""", a gil\ of Dr llcmardo 
Rudy). """'cul~ in ~MEM(pH 7.4, Obco BIU.) s"fPcnElltcd with IC7'/o 
FIJS in tlJC ~.\lf.l'cnicillin nnd strepl~ al 'I1 "C in a 95%alr with 
!l'/nofCO;,a~in l!XHnndianJCtcrculturcdishcs (Oiritar). \\ben tho 
c.c)b wcrc conftucnt. till~Onolaycr was incubatcd with trypsin-EDTA (Gibco 
BIU.) flJ!:.l,u,>n ruxl tbca:Us ro-s~ in a-MEMoontaining 10'/aFllSand 
platcdafa 1 !·.IQdilution in ncw l!XHnn dishr:s oc in 111 glass aMnlip;. 'lb: 
•"""!i.liiii""" d~ """Y t"<> days and tho a:lls """' ptssa¡µI """)' 4 days. 

. .-.:.· 

::::,:d111CTifrwpilllit<ry<dlr . '.i~~~;~~~~~~i:~ 
AD nninnl studics "'!re pcrfonn:d wd::r an institutionally nppuvcd put~-- ·:·,:::JU!,.-1, brlorc dccapit."ltion unó!r ctl.:r nnacstl.:sia for prinruy culture of 
similar to tlJC L5PI IS Guide far tlie Gire nnd Use of L'borntc<y AnirciR1';. fiifui.biy a:Us. 
~ar rats "°1: rm.intainod in thc lrr.'titute's nnirml f"acility unr::b' a 12;ttli 
ligJ.it/dack cydc RJd v.crc íed Jnl chow CM/ /i/Jih•n 1h:y YoCl'C k.i°DOj bY ·.:···:,>:Girari:."t1t'"lf'1ry.' 

cb:apitation wx.hctlla' anae.-Ur:si.'l and pittútary glanck \O.Credi~ undcr A group of 90 WWtat fcrm.lc or n:nlc rats 60 cbys oí agc v.cn: bilatcrally 
ascptic oorditions. Pituitruy glands Yo<:rC takat from famlc rux1 in~<Uats á ~ following l=ütutionaDy al'J"O'<d guXlclincs for aninnJ can: 
diffürent D1'!S ruld cxpcrinDll.al conditions,, und cclJs oblnirlCdfire cult~ n.r.i wc. TilC surgical pua::dwe w.t:s conductcd under a.o;ieptic a:>nditicos and 
""f"U'\tcly. Mult fcrinlc rats """' of random ocstrous C)diJ1&',::>. f.;:· ¡p>eral nmcsthosia using pentolnrbital 20 n1ikg i.p. Sham o¡rrntions """"' 

Allcr tli=tion, rituitary glatds -= trnnsfcmxl to:)co-<'xilél:~ pcñOfllD! by surgically cxpooing tho gonads witl>OUt thcir rennv.d Afler 
(Dulbccco's Modificd Eaglc Media. Gibco BRL. Ro4vill<?<·MD;····USA) ~ from anacstbcsia in~~ th: rats \.'Cl'C treatcd orally foc 
suRllcrrentcd witl1 OOvine sccun1 albtmn (BSA F~ y;i<:Ji~ BRL) s days with 0.01 mglkg of JO"/o Ouoñcnicol solution {NuOor. Shering Plougb) 
0.75 ajml (DMEM-llSA). 'lle 1kbiohypopbysls Wos 'tcpiuiihxl · fr'om tho and =nincd WiJy foc po&Sl"ble infoction. Rats _,,, fod ad /ihito1>1 an;! rroin-
nourol1ypori1)Sis uncia' a stcn:oo>croo<x>p: <Nikon.::foki<l;·,Ja,{llii>i cut into laincd on a 12: 12 b light/dañ. C)dc. Afler 15 days pootopcration. ralS"""" 
ricccs nnd <ij¡psU:d by irruhation with 2.5 n.~ml · tm>dn·'·(Worthington l<lllcd and rituitary a:IJ eultW'CS _,,, pqnrod as JTI"'iO«ily opaincrl. 
l~ochcm C1>., L~ NI, LSA) nnd O.l tiu'riil .• fypc, .. 1 oolL'=""' 
(W<Xthington Biochan Co.) in OMElVt for ~.riin .a.t.37 "C Tiic tl.,,....te fmg· 
mcnts wcrc gcntly uiturated with a firc poJis~bl:~ilí~nized Pastcur pipcttc 
and thc c:clls \\CJ"C w;1shxl twicc Yritli ~B)A llnd·~trifl.J{J!d far 10 mn 
al J2CX> r.p.m Tic frllct w.tS re>~~xk4 ·:.~/~-cultW'C mxliuru 
(DMEM sup¡-bn:ntcd witl1 10'/olrai,h~~ ... fud (W"C, 1 b) llor.ic Scnan, 
Gib:o mu., 2% 110at-inactivahxl l'd.'11 flóviB, Serum Gibco mu... 10 000 u 
pcrúcillin Gb:o llRL, 10 ng'mL 61J'<pl0in)cit.~ Gibco BIU., nnd S µglml 
insulin. Signn. St Louis. fl.-0 •. l&\). Tbó;~tration of'ocstnctiol in the 
butclES of scrum urW in thi~ si.Udy (bcf~ lnactivation) was appn.Unutdy 
6.8xl0-1 1M (Serum Diochemical Profi!t;·Gibco DRL), whicb gives a final 
COR:'Crllrntion in ti.: cult~ ·~wn. o(: 8.0 x JO -1:2M Pituilal)' a:Ds ~ 
prcplatcd for 45 min ott ~~rile pllistio Pctri disbes to rcmovc fibroblasts and 
otln- contaminating ~~ AliqUOfS of .50 iJ of umttachxl pituiLvy a:lls v.cn: 
thcn scedcd on U 1 rollild glass covcrslips (lbomas Scientiftc¡ Swcdesboro. NJ, 
USA) JTI=ViOIB!y tn:91e<1 witl1 100 µgfml ¡x>ly L-lysinc (Si!}m) nnd ria=! in 
tlie bottomof l~nulil.;..,n. <:Wtiiic riatcs (Costar,~ MA, USl\)at a 
dcrnity of 5 x Jcr' a:lh: Pe< \i.clJ. Aller 30 ruin. 1 mi of C\~twc mxlium """ 
acklcd to tt.c \l.Cl~-~.cultwt:S "'-ClC nnlntalred at 37"C in a humidificd 
a~ (95",¡;air Md !l'/o(D3. Routinc mxlium ~ """'canicd out 
tlimc: tirn:s pi:r ."""1<. AltlJOUgh hctltliy a:lls coukl be rrnint.-iincd far up to 

a.."'ftrq:t:n rqJ/acan:nJ tlrcmp;• 

O:stro¡pJ trcatnJCnt "°'' conchcted as ¡-.=iousJy cbcnbxl (12). 'llie ocstn>
IJCll 17/l-OCStradiol; l,3,5(10)-0cstratrierc 3,17/Xliol (Signn) was dilutr:d in 
sr:s:unc oil (02 II1lfml) nnd admnistcmd sulrutanr:ously (20 µg pcr 100 g 
\\cight) daily at moming; ap¡ro¡Wmtdy 02 mi ocs:uu: oil inj<cta:I pcr (rat). 
for4 cornx:utÍ\C days to a group of IS ganadcctonized rats,. trginningon thc 
IStb day aOer th: opcraúon. Contcol DJmdcctomired rats \ollCl1! ll\ic:cttd '-"ith 
tlie sanr: nrnxmt or oíl. Aflcr thc treatncnt. rats \\Cl"C kilJcd and ¡:ituitary ccD 
cultW"CS """' prq-nl'cd as JTI"'iO«ily cbcnbxl. 

.Anli-octltngC1riC ln:n/11Url 

Tum:l>lifcn adninistr.ition""" canicd out as ~by Donath nnd Nishino 
(13). Tam:lJÜf"cn 1 <q¡ (N:llv.>di:x; z.:mca Mexicana, México Oty, Mcúco) 
\MlS dissol\00 in 25 rnl oftap water. 'This amount of "'°tcr \o\.QS gi'.al cbily to 
four fcnnlc rnlS 60 dlys of a¡¡,: foc 15 "º"'"'culhcdays. Control ralS"""' ghcn 
tbc s;am, llltDWll of tap """""· RalS c6d not drink any othcr """"' during tbc 
tarnoxifcn trcatmont p:riod. 11rrcaflr:r, ralS """' l<lllcd and rituitary a:IJ 
cultures """' prq-nl'cd as JTI"'iously dcs:nbxi 
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lmmunojluor~sunu 

lm:munostainlng of spccifk DHlronal markcn and quantlflcation of 
únmuoore.diTity 

Oestrogen regulates neurofilament expression in anterior piluitary 3 
tissuc was dchydratcd in gradcd cthanol and cmbcddcd ln pa.raffm as dcscribed 
previously (14). Soctions á 5 µm in thickno:ss """' cut and llDUnlcd on gja .... 
si id es. Thc paraffin was thcn removed aud slioes wcrc rcbydratcd .. .for immuno-

Thc primary antibodics uscd wcrc anti-ral 68 k.Da ncurofilamcnt Jmonoclonal 
ilmnunuclobulin (lg)G anti-NF68; clone NR4, n.ko, CuPnteria, CA, USAj, 
anti-rat 200 k.Da. ncurolilamcnl (monoclonal JgG anti-NF200~ RM0-24, 
Zynul Laboratoncs In:., S."Ul l'mn:isco, CA, UiA) and nnti-rat rtiautubule 
asscciakd rrotdn (anti-MAP-2; clone HM-4, Si171I1). 11ic socondary anti
body lRX1 foc d.-tcction of rruron..'l1 nnrkcn; was tct.ran'Elllyl-rt1ocbrrarc 
isothiocyanate (llliTC}<onjUll>llcd antiim= antilxxly (Zytmd). 

labclling. thc samc ¡-rotoccl as far ocD cultures "°" a¡:.p.ii!i1;•'»-tth snnD 
modifications: thc concentratioo ofTriton X 100 in thc es~ _biockiiiS"solution 
"°" U-=asod fnxn ni lo 1% (v/v), and ali incubatioiili· • ..rtl{'"anulioclics 
"""'. condu:tod in thc .,...,,.,...,, á ll'il\-o:mtaining ~Pónzaliillz;ng 
solu:tion. /·:> :· .. /_:;:: .... 

Cultures wcre washed twioc with phosphatc-huffered satine (11BS), futcd witb ldmlificatioo wUll doublf...lmmuaolabelline or.pihdi~tti¡s: eSprtsSine 
4"/n pamfornxüc~hydc in PllS for 30 min al room lempcrntun:. v.wJicd with nttrooaJ mar kas :·· · .. · · ........ 
PBS ruxl irrubatcd wjU1 a bloding-pcnn:alilizing solution rontaining 0.2"/n 
DSi\(Wv) and0.1%(vlv)TritonX 100 for JO rtínal roomt~ture. Tiicn, Doublc>irtni..nllabelling was carricd out tOb-tain t.be· identity of pituital)' 
cultures """' wa..licd. and incumlcd in a burtid chambcr """1úght al 4 "C cdls cxpr=ing neuraial mub=. l'rirllú)'..· •. anl.!aódics a~ piluitazy 
'""' anc á thc ...n~~ ---•on.a1 u~~ e--·' ~·=·· . --~ hannoncs ta:d""""' rabbit anti-a follidci~ ..... =·'--- anti---'·-·-

·-·----, "~~ an ·~ ~~-·~-.... anu-.~-~ or and anti-a th....,,;d -'-·'ating· .·.,'.:·""~.··: •.. ·.~1"'·1)"';;'.;:::;,""y •. ...!.;;::;-~by· 
anti-MAP-2; dilution 1: 100). Tiic ncxt diy, cultures "Cl1: .....Jm and ,__ ·~- PD•··~- '·~ ,_~ ....,.,....... 
incubnt<xl foc 2h al room laTIµ:rnture ..;th TIUTC<:onjUll>lli:d antinDUSC Dr AF. P.ulow from lb: Nitiaríiii l'rogranfi>r l'ltuitary tt>nmncs á thc 
sccondary antibody (dilution 1: 80). After fmal washiog wilh PHS, covcrslips NU-1-NHl..DDK). as 'M:f1 as pll~ ra~ antibodics anti-a Jutcinizing 
"""' mountcd on glass slidcs ,.;th mounting nlOdi...n containing 15 ntMá horrncnc (lif) and anti-~~(GH) (Bi~s l...aborat.cwy, UK). 
NaN3 (Dlko). ~ti"' oontrols """' fRP<UOO by reacting cultures ..;th Auo..,..,,,;n isotlUocyam..,,,~ugilt.crl IJlQl antirabbit lgG (Sigrm) 
(i) thc prinruy nntilxxly alonc oc (ii) thc sa:orxluy anulxxly alonc. As ""5 LRrl as lb: sa:onclu•ji ~~:.fur bamionc dotect.ion. l'<Y wuhle-
c:itpcctcd, thesc s:unplcs showcd no fiuorcsccncc. i~unolabclling. ne~~~¡::· stiiñing was carricd out wilh a CyS-

Cuhurcs wcrc viewed wilh cpifluoresccncc microsc:opy (ucitatfon: ~~~ .. ~ .• · grc:ab., .•.•..• • .. ~''e..· .. ·· .. ·.,·~·.(·••2",ymrl)·.~·-~~ ~thc~on~~~ 
510--560 nm, dichroic mirror 580 nm, barricr filler 590 nm) with a JOO-W ---. ~ .~-'' , ~Wll:;IQI• u.1c: ..,......__, ua .... &a...,,. -...--- .. -
~ larnp nnuntcd on a Nkon Diaphot TMD rricracop: (Nkon) and and to mmuruz.e Jl.~~cc blced·through betwecn thc two dct.ectors of the 
using an oil-Unn!cion ot;ccti"' (l'l."Ul Apo ffix, NA 1.4, Nikon). 11=¡:,:s oonfocal ~ (l'!Í'ibdow). 
v.ere acquired with a coolcd ca:> digital c:un:ra of high !1.'n'iil:ility and Fua::I and ~ oclls w:n: in:utotcd O\'CnÚgbt at 4 "C ~th onc á 
lincarity ( 16 bit resolution; MCDICXX!; SpoctraSow= lnstrurrcnt.<, 'M:stlakc lb: prinwy ~ ,....Ubodics, and afta ""'2ul "-'1Shos ,.;th POS, thcy 
ViD~ CA. LSA). lllwri11'ttio11 wa.'i limitcd to tJ.c oc.pa>ure tinc "1th an \'A:lt:incubatcdfar2b~th:flTC..o:xijugatodSUX>ndaryantibody(dilution 
clectrorüc shuttcr (L-unh.b JO, Suttcr Jmtnrrrcnts., Axon Ins., Unjon Gty, 1: 100>:.:::·~\thmc ~ v.a..oJirs, thc ccDs ~ incubani far 1 h at room 
CA. USA). To cstablish tl:ic appopriatc °'po&ure mtl{J:. C>lJXclcd minimum ~t~···v.;.!!J:,tbc ~ab'hfraction á guúra-pig anti-rabbit JgG (dilution 
and maximum fluorcsccncc intcn!>ities wcrc dctennincd by mcasuring thc mean 1 :~.~:punficd ~t F(ab'hanti-rabbit JgG (H+L). Oxiarl~ Laboratory. 
fluorcsccn~ inlcnsity of noncxprcssing CHO cclls and strong.ly cxprcssing rat ~.~). 'This pnx:cdure bloc.ks residml bi.nding sil.es in the prinnry 
syrqxitlrllc ncumrrs (ncgath1c and paiitivecorurol<;., n::spxthdy). &posWl:S -.'!llibody~~~~!.;nry honnonc complcx, thus prcventing nonspccific blnding 
of 0.2S s wcrc found bcst for the muge of Ouorcsccncc intcnsitics of lhc .. :;:.··ª~.~~ pinnry anti-Nr-()8 nntibcxty or áth: sa::ord sa:onWry antJ"body 
s:aJlTllcs. l.Jncu:11{X'C"3Xl A,S inll(JS '1.\-t're a:>11\.el1od to 'JlFF inTige fomnt-: .:.:·:·. q/~)> ~ .. thme rtDre w.ish:s. a:lls \lt.Cll: incubatcd al room la"q:cratun: 
(8 bits) and storod far analysi.<;. 111'1= '""" amly.,cd ..;th lnn&!'-l'rn P!i¡; .. .,/': fQr2 h,::S'lth tbc rnonccloml anti-Nr-ai anulxxly, nnd thcn, for an additional 
son"""' CMxlia Cybcrnctics, Vccsion 2.0. Sílvcr Srring. MD, L&\). A sm'1lJ 21i}mm thc scmnd 9:IXJfduy anubxly (dilution 1: 100, Cy5-0a<]iu¡¡;it.cd 
cir.Je (S.O µm in diamctcr) was dcfined as thc nrca of intcrcst from w""hich lll111nDl8::; Zyrmd). Famlly, th: oo\CJ"Sliµ; ~ m>untcd on glass slidcs \\.ith 
OCUl bighuc;s 'M\S dctcnrincd. FllI>rt.."'lttOC'C iJUCffiity nca.'iuran::nts' -\o.ciC :\· . .- .. Dlk.o nDWU.ing mod.iwn 
oblaincd by placing this cirdc on tl.c cytopla.<ilnic (rai-rudcnr) n:g¡~ ~cach . · · .::-:;·\· ~ ~ti\C caJtrols ~ rnquin::d to nclijcve a rcljaNc doublc--
cdl of the ~ 3.'i \A.Cll 11.'i from 3--8 arcas of tlr ~ip r~:or"c:dls 'irnnu:nolabclling. ~ti\C control of tb: primuy anll1xx!ics, \.\.OS~ 
(background valucs). Pituitary cclls werc casily distinguishcd froill fibrobl:Ut$ Pishxt by inculutingfar2ba prinnryantibcdy in lb: ~ofancxa:ss ol 
and otb:r contaninating O!lls fn..~l in tJr:se prinnry adt~ Tiic nciri tbeir spccific honnonc (100 µlfml; supplicrl by Dr ParlcrN, NlH-NHlDDK), 
background Oorcsccncc from cach ficld wa.s then subtractcd riVm. the ri\"W and then rcacting cultures, first with thc prcincubatcd antibody and thcn witb 
Ouorcsccncc intcnsities of ali cclls mcasurcd from tbc samc ficld. Baclcii:9\md- the sccorduy nntilxx!y. l'b in:n.n>IC!Ct.ivity was fowd afta t.his pn:o:durc. 
corrccted fluorcsccncc intcnsitics (spccific fluorcsccncc) "ftOm .atl cclls com- l1Cll" by rcacting cuJtwa ~th thc pimuy antibcdy aJonc oc thc soo:n:la.ry 
priscd in up to 100 fields of al lcast thrcc indcpcndeiJt'.cuh"utes frOm cacb FTIC-Jab:llcd antJDodynlonc. ~ti1o1: conlrol for tbe 5IX.Xmdu)' antibxlics 
cxpc:rirn:ntal group v.cre coUcctai nnd proo....'">SCCI (!ii!C ~. ·11c ~ults v.cre was accomplishcd by two approachcs. In thc füst case, cultures wcrc incubatcd 
plottcd .~th Clri!Jin 3.8. (Microca~ Northan"""1, MA,. USI\) rud in"!)' ..;th thc primuy ant.1bxly for a gha1 hormonc (rabbit antihonnonc) in thc 
"""l"""tion """nnre with Microoon Poocrfuint (~ Cb., Rcdnund, fXl3:llCC á thc f'(ab'hfractian á guinca-pig anti-rabbit JgG (dilution 1: 20) 
w A, L&\). ., •. • . · •. · · · , · ·.. and thcn rcactro with th: unnntchi:d scconduy anul:ody r:üood a¡;üim 

E\oC!)' cxpcrim:nta1 c:ordition WlS rep:itcd nt lcást" Uuu.: tin-cs. aOO d1ta r.:urona] nndcrs (CyS-coqj~tcd antinDUSlC tgG). -p.;.:; ~ j;l\C ID 
rcsul~~g ~rom. thc ann.Jysis of up to 30!? .ficl<:t$"oC.1:fic: samc experimental CyS immunoOuorCSOCl"lc:e. In thc sccood case, cultura "-crc incubatcd wilh lhc 
ccndition ut dilfcrcnt cultwcs \\al! poolcd. "fP: n'Cih. Sa-t and n reportaJ primary antibody (rabbit lgG), spccific for a [:ivcn hormoac, tbc corrcspood-
com:spond to aD O.e odls countnd in rul repitiliCllis. a thc sanic condition. ing ~ anubody (ATC<Dllju¡;lt.cd anw-abüt lgG) and thc f'(ab'h 
Dita annlysis \W.'i ¡r;rfonnxl using".tb: !ifatisticaJ ·JTO&rnln Stntvicw 4.57 fractican á ~-pig antirabat JgG. Fi!Wly, 1hc cultu.n: w.as incubatcd 
(Abac_us ~ ~ey. CA. ~). ~ _a:xf1li\rl...ans using anaJysis of with tbe sccondary antibody spccific for tbc neuronal marker alonc 
factoOa.I vanancc (fitetona.1-~: i.~ 95% aonfidcncc intcrval bascd u pon (CyS-<:anjugatcd aoti.mousc lgG). Again, it was confinncd that this proccdurc 
Fisb:r's Pt.SD test (this statistic.ls not showtt). A ID1JUfiUU..'1riC stati.<.1.ical test gave no CyS inununoftuorcsccnce. 
(Kolnngorov-Sn"imov) was ~ lRXl. 'Ibis test a~ more nppmpri:ltc to Ot tlic day nf\cr tlic staüüng, ali cultures from a gi\Cll c:xp:rin:cl1 "-Cn: 

~ompa~e our dala groups, since thc distributiou of the Ouorescenc.c intcnsity irm.(JXI ~lb R L'\SICI" scaruüng caúcx:::al nlicn.:.8:ope (Bio-Rad MRC 1024, 
m ptwt.'U)' CltltW"CS confom.. U 1~· distrib.rtior1 ratl.:r tlrut 8 nocnnl Iba.des. CA. l..SA). cqui(pxl -Mtl1 a J<r/Ar lól'ilCI". Th: corúo:al mic:n:J9:X>P1C 
dislribution. Signi6can:t '.difl'úcn~ ·Obtaincd with the Kolmogorov-Srnirnov "65 n:JOU11.tcd on a 1'6k.or1 :'l\.oCl1c:d niaos:x>p: (Oiapiot JCX>. N.k.on) and an 
are r~portcd atthe 9~ ronfidcnoe interval. TI1e main condusions ofthis study oil-illim:mon oqccti~ (1.4 NA. Plan Apo ro X. .Nilwn) \"15 LD:d for th: 
n:nxúrr.d Wl.r."lltcred ~css ~ tlc stati'>lical test tr:ed. oOOcrvations. &citatian aJd csnissian ~ ~ a.s folJows:: cxcitation 

488 nm, erti"""'1 522 nníDF32, far inngjng FITC staining and cu::itation 

lmmunolabdlin¡t o( Pif~lary sliet'S 

Tbe pituit~ frtfi11"6o.:Jay old fcmalc rats werc removed and fixcd for 72 b ln 
10'/n b~éréd ·~in ( ICT'/n reulrn) fomul). nficr \MlSlúng Q\.a"Jljglrt. tlic 

~.noo2 llhicki.ell Sciena: Ltd, Juumal uf Nt-ur0tTlllocrl11t1/u¡:y, 14, 1-19 

647 nm. cniwon 600 mYDF.32, for bni¡¡ing Cy5 staining. Iris aJ'CflJ=. 
gain and lascr power rcmaioed fi.xcd for thc samc batch of cultures. Tbcy 
~ from2.5-2.7, 98--l500and 1-3'/~ respocthdy. lnnpsat488nmand 
647 nm cxcitation '-'Cft: aiJo:1J::d cithcr sepiratdy <X" a:>B::Urratt.ly with thc 
nJd ar thc ~ l.CIZ pngrrun (Bio-Rad). Su!ux¡ucnt analy.¡is and 
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4 Oestrogen regulates neurofilameot expression in anterior pituitary 

¡niocssingofconf<xalirnt¡pwoscanicdwithson-n=writtmbyToddOarlr. difficult to quantify than in cultured ceUs because of partial 
lln:ilc (Olnfocal A""5tant 4.!12). sectioning of ceUs and diffcrcnccs in Ouorcsccnce intcosity due 

In eacb cx¡rrimmt. appll><Únltdy OOXl odJs from 4--S co\Cr.ilips """' . . 
anal)""'I. QlloountingindLdod =imd. NF68-pa;ithe, ¡ituitruyhomnrc to variation in focal plane. However, as sbown.,1n;!:F1g. 3(11). 
pa;;ti"' anc1 doublc posithc odls. 11c results....,.., cxpr=n1 as t11c pcrocnt· NF68-positivc and NF68-ncgative endocrine .cells .,corild be 
agc ofNF68·positiveoells out of the total ofidentified oells positive for a givcn distinguished witbout difficulty in thc adeno!IYJ><¡pbysis; As 
¡ítuitruy ~ 11üs pct=Uai;,:wasdclCrmiral bydividinga:lls ilunmo- shown in Fig. 3(n), the distribution of JlfJ".68·::exp~essión is 
n:acti"' to both Nr-<.S and ª ci= pituitary horno>: by tbctot.-.J number of hcterogeneous across thc gland (Figs 3c:¡6iT)<ThUs;'·a: direct 
cdls o:pressing th: san.: ¡:ituitary honnln!. comparison of the relative proportioni0Q(:Jbe·se ceJls in tbe 

Results 

NF68 immunojluorescence in the populatio11 of anterior 
piruitary ce/Is. 

intacl tissuc witb that in primary ct1ftu~c'·i& of little value. 
lnterestingly, in three out of severt·"'gfafids proccsscd far 
immunofluorcscencc, NF68-exprcs5iiig ccllswcrc conccntratcc 
in more or lcss well defined arcas ottb~ glat:)d} Fig. 3 shows the 
positioo of onc such zooe, an~ lb• fl,úO~ncc núcrograph ia 
Fig. 3(!Y illustratcs dctails ofsui:h anarea. The conclusion that 

The speci6c immunofiuorcscence of 68 kDa neurofi.lnmeols can bedrawn from thesc stÚdies is thafboth jn situ and in ••itro. 
(NF68) in cultured anterior pituitary cells was first obtained a subset of anterior pituitaty:cells exjsts that exprcss neurona: 
from cycling young adult female rals (60 days of age). traits. To avoid redun'!.aocy}.:.itubsequently presented data 
Fluorcscencc microscopy rcvealcd a continuum of Jabelling refer exclusively to r~fotis:'1>bta.ined using immunoreactivity 
intensities, which we decided to arbitrarily divide in to three of thc NF68 proteií¡( ,/'> ·· ..-... , 
groups. The firsl group consisted ofceUs with vcry low specific Conceivably, ~.f68'J'it)sitive ce lis in the pituitary gland of 
lluorescencc (i.e. less thnn 25 arbitrary units; au). Since this 60-day-old rat.;j'cdiild represen! a population of immature 
level of immunolabelling was similar to that of negative con- anterior pituifai-y cdls. If that were the case, tbey should be 
trols (e.g. CHO ccUs that were stained concurrently; Fig. 1 A, more abundíin(!1(early stages ofontogenetic development. To 
and histogram distribulion in Fig. 211. lhese cells werc classi- explore this posslbllity, NF68 immunostaining was carried ou: 
fied as nonexpressing cells (NE). A second group of cells, in cultur~s of antúlor pituitary ceUs obtained from femak 
wbicb showed weak NF68 immunoreactivity (25-100 au) was newbqffi·'fats, as wcll as from fema le rats of 1 O, 20 and 45 days 
classified as weakly expressing cells (WE). Finally, a third ofaáe'. DaúFfrom these experiments are summarized in Fig . .! 
group, showing robust NF68 immunorcactivity (100-250 au) ~nd:lnTableJ. The expression ofNF68 protein in cells fror:: 
was termed strongly expressing cells (SE). Immunostaining .i)ew.bó'nrrnts was minimal (mean specific Ouorescencc 8.9:: 
of SE cclls was similar to that of positive controls (e.g. rat .. ·· 0.3iilU, n=i3SS) cornpared to that ofCHO cells (mean specifi;: 
sympathetic neuroncs that were stained concurrently; Fig. 1 n. ·: .:':-llticircs;ii:nce 5.6± 0.3 au, n = 332, P < 0.0001 ), and weak i=: 
and histogram distribution in Fig. 2c). Examples of piluitary·:· '<fats .• 10; 20 and 45 days of age (mean specific Ouorescence 
ceUs, groupcd in to three different types by its NF68 protfin 12:6± 0.4 au, n = 346; 17.2± 1 au, n = 139; and J 5.1 ± 2.2 at:. 
expression are sbown in Fig. l(q. lmportantly, NF68-posiii;.ie ·::::.: ... n= 137, respectively) (Fig. 4). In cells from 45-day-old rats. 
pituilary cclls retained their round to polygonal cell 'mor- · .':¡¡ smaU increment (3.5%) was seen in the percentage o! 
phology typical of the endocrine phenotypc (i.e. tli"ey»werc NF68-positive cells, altbougb SE cells were still infrequent 
otherwise indistinguishable from NF68-negative:«lls). Thc (1.5%) (Fig. 4tj. In contras!, thc mean specific Ouoresccncc 
histograrn distribution ofspecific lluorescence data'tiom three of pituitary cells from 60-day-old rats (Fig. 2A) was high 
independent cultures, is shown in Fig. 2(11).,lJcrc·;'t~('pér- (40.4f0.8 au, n= 2637), and the lluorescencc distribution 
centages of cells classified according to thei(NF.6!i'-immuno- showed tbe tbree subsets previously dcpicted. Here, tbe total 
labelling were NE, 51.3%; WE, 38.6% and:·SEJ .. 0"..1°/0::'When perccntagc of NF68-positive cells (WE and SE) was 48.7%. 
immunoslaining far the neuronal markers:NF2oQ,aa:d MAP-2 NF68 protein expression in 90-day-old rats was very simila: 
was carried out in pituitary cultures, a •Úiining,paltern similar to that of rats aged 60 days of age (specific Ouorescence 
to tbat ofNF68 was revealed (data nót"sboviri):::,These results 33.7±2.2 au, n= 751). These results clearly indicate that tbe 
suggest that the subset of pituitary"·eeJIJ(.that express NF68 expression of neuronal markers in pituitary cells increase< 
may also express other neurone~specific:.markers (14, 16). gradually during ontogenetic development, reaching a platea,; 
However, Ibis supposition awáitS cíiófinnation by multiple leve( by the time the female rat acquires sexual maturity. 
immunostaining with antibodjes}··· against the different 
neuronal markcrs. . . "<H 

Even when previous stlidfos\derifíinstrated that pituitary 
cells in culture can maiiHain thHr functional differentiation 
for several weeks, and sÓmetime1(l'or months ( 17), it could be 
argued that the syntbi;sis:or.neuronal markers could reflectan 
anomalous condHiCJ'ñ·=:.:¡..cs~Hirlg from tissue dissociation or 
culture conditiorá: In thisregard, il should be mentioned thal 
adrenal chromaffiri cells, ~hich do not express NFs in si tu, can 
express them)u~dcr culiifre conditions ( 18). To rule out this 
possibility, NF68 ·immunolabelling was conducted in 5 µm
thick secti.ons·ofinlact pituitary glands. The intensity ofNF68 
irnrnur1omi~rescencc in slices of the intact tissue is more 

Sex11ally dimorphic expressi011 of N F68 protein 
i11 pit11itary ce/Is 

The fmding of an apparent link betwecn the expression o:· 
neuronal markers and the beginning of sexual maturiry 
of female rats prompted us to examine if an age-dependen: 
increase in NF68 protein expression afso occurred in pituitar;o· 
cells from mate rats. Contrary to our obscrvations in cell! 
from female rats of tbe same age (P < 0.0001 ), the expressio:: 
of NF68 in cells from adult male rats was weak and uni
form (mean speci6c fluorescence 22.6± 1.2 au, n = 3831. anc 

q.noo2 Dlack""11 Science Ltd, Journcil <!( N<'llTCJ1.7ltÍa:ri110lugy, 14, 1-! ~ 
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Oestrogen regulates neurofilament expression in anterior pituitary 5 

Fo l. Dctennination of 68 kDa ncurofilniri~t_P.i~tcin ~F68) cxpression by digital Ouorcscencc microscopy. (~ NF68 immunoOuoresccnce oí CHO 
cclls. uscd as ncgativc control. (Al) Ph_~·~orl~t ... micrograph. (A2) Epifiuorcsccncc imagc of lhc same ficld showing ncgligiblc immunorcactivity 
(1t Epinuorcsccnce imagc of culturcd r"at ~pat.h~tiC ncurones, uscd as positivc cootrols. (e) Pituitary oells in prinm.ry cultw-e staincd for NF68. Cells 
wcrc obtained from a fcmalc rat aged.60 ~a,Ys. Thc figure illustratcs cxamples of noncxprcssing (NE), wcak.Jy cxpressing (WE) and strongly cxprcssing 
pituitary cclls (SE; scc tcxt for dcfinitions). Tbc whitc circlc (5.0 µm in dian"rler) iUustrates the ouea of intcn:st from wbich m::an brigbtness wns 
OOtennined. lime of cxJXlSure is the sa~ (250 ni.e;) in A2. (1t and (e). Sctlc 00.r=20 µin 

slighlly, bul slalislically significantly higher lhan in cells from 
pubescen! (45-day-old) feinalc rals (P< 0.0001 ). This is shown 
in Fig. S, which compares the hislogram distribution of NF68 
immunoreaclivity, in pituiiury cells oblaincd from male and 
female rats of tlie'same agé (dala from three repelitions were 
pooled). Thc.proporti<:>JÍs ofNE, WE, and SE cclls are shown 
in Table 2. These resulls indicale that lhe expression of 
neuronal.m.Jlrj¡_crs:íii the pituitary is sexually dimorphic, and 
impli~s tliáHemale gonadal hormones are likely to be involved 

d.~2002 D13cic.~ll Sciencc Ltd Jounri/ ,9 Nt.•11ro1t!11tlt.KTútulogy. 14, 1-19 

in lhe regulation of its exprcssion. Obvious candidates 
are ocstrogen and/or factors released by thc ovaries, 
hypotbalamus or by tbe pituitary itself. 

lnflucnce of oestrous cycle on tire expressio11 /el'els of N F68 

lt is well establisbed lhat oestrogen plasma concentrations 
undergo large variations during the oestrous cycle (19, 20). 
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. Effe~i;i of go~adect~my and antiestrogenic treatment 
011 ille e:tpre.<sion of NF68 protei11 

With the purpose offurther exploring tbe extentpffo~ale sex 
steroids involvement in oeurofilament expressi0n, fem'ali:.rats 
60-day-old were ovariectomized, and the expression of, NF68 
in anterior pituitary cells examined 14 day~'postopi:iaiion. A 
second group of control rats underwen(.t~e ·••me surgical 
procedure but withoul removal of tbe ()val'~ (sbam opera
tion). Ovariectomy (OVX) produ"<!d iLSígnificaot decline in 
the cxpression leve! of oeurofilaments (mean• specific fluores
cence 20.9± 0.5 au, n = 1977) compared tó}either intact or 
sham-opcrated rats (mean spccific:•flul)res<ience 40.4±0.8 au, 
n=2637 and 45± 1.8 au, n.,,.554;·re$peciively; P<0.0001 in 
both cases). NF68 immunor!iactivit)tfü OVX rats even dimin· 
ished below that of cclls fróm adult male rats (mean spccific 
Duorescence 22.6± 1.2 au,it;';;383; P<0.0001). Nevertbeless, 
SE cells, which are scafC<!irí 111:ihfrats (1.6%), were still present 
(2.2%) in cultures ftoÍn.OVX·rilts at 14 days postoperation . 
These results are siimmarized in Table 2. 
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A more radicáfproceditre, afien used to eliminate oestro
genic function·:':wil11out affecting other ovarían secretions, is 
the administlilion.óf antiestrogenic drugs. Tamoxifen, wbich 
binds competiÜvc.ly. to oestrogen receptors (13, 21), and has 
potent antiestrogeri function in breast anda weak oestrogenic 
action•In::P,c uterus and endometrium (22-24), was adminis· 
tere<fiO reffi·ate rats 60 days of age for 15 consecutive days. A 
gróiip.of corifrol rats reccived the same amount of tap water. 
Tamoltifen· treatment diminisbed NF68 immunoreactivity 

1 in pituitary cells more drastically than ovariectomy (mean 

llu .. : speéific fluorescence 6.1 ±0.4 au, n = 710, P<0.0001 between 

1 •• · ·:.bolh· treatments). The difference was also significan! (P < 
··--·-••. o:OOOI) compared to control fcmale rats 60 days of age. A 

~-~--5~0-~--1JOO- 150 200 250. possible cxplanation for the weaker effects of ovariectomy o 
Spccific fluorcscencc 

FJO 2. Frcqucncy hislogram distribution ofthe intcnsity of ~F68-spccifi"c: 
immunoOuorcsccncc. Data pooled from threc indcpcndcnt c.ulturcs :of 
eac:h conclition. (~ Distribution of nonnnliz.cd Ouores«ncc ~l~sity_:or 
pituitary c:clls frcxn 60-day-old fcrm.Je rats. (1t DistributiOn c;>C !J.Omli\lin:d 
fluorcsccncc in Chincsc hnmstcr ovary (CHO) ccll~.· (e:) ~~ution of 
nonnali.zcd Ouorcsccncc in cullurcd rat sympnthCtlc nCurones. Mean 
spccific Duorcsccnce. SE and numbcr of cclls .c~.mínc~.'_aro··indicatcd 
in each panel. The ranL""' chosen to discriminate.•noncxJll=ing (NE), 
""'1kly cxpressing (WE) and •trongly explCSSing ceib (SE) are aiso 
indic1t«l in (..,¡. · · 

Thus, we wondered if oestrogenlc lcv~ls in these physiological 
conditions could also affecl pituitary neurofilament expres
sion. Three stages of thc. oe~trous'cyclc wcre analysed: pro
cstrus, oestrus and diestrus. Sig0ificant dilTerences were found 
between these stages (P< 0.0001 .. in ali cases), with the maxi
mum of neurofilament ·expressión al oestrus (mean specific 
íluorescence: 63.4±1.1.aii~ ¡,,;,3704¡ and thc minimum al 
proestrus (mean specific lluorescence: 31.1±0.7 au, n = 4772). 
As shown in Table 3, the' pcrcentage of SE cells diminished 
from 19.6%.atoestrusJto 12.3% at diestrus and to 8% at 
proestrus. Similárly, the proportion of WE cells diminisbed 
graduaUy from:52~6% (oestrus) to 45.8% (diestrus) and finally 
to 18.5% (pro~strus). 

comparcd with anticstrogenic lrcatment is tbat oestrogens 
do not disappcar from circulation in OVX rats (25), probably 
duc to ocstrogcn rclcase from extra-ovaric sources (25, 26). 
Exprcssion of NF68 protein aftcr tamoxifcn treatment was 
below that found in cclls from adult malc rats (P<0.0001), 
and even below that of cells from newborn rats (P<0.0001). 
Results obtained after tamoxifen treatmcnt support the bypo
thesis that thc effccts of ovariectomy on NF68 expression 
result from insufficient production of oestrogen rather than 
from shortage of other factors (i.e. proteins and peptides) 
secreted by the ovaries (27). Data from tbcse experiments 
are summarizcd in Ta ble 2. 

lnflueoce of oestradiol replacement therapy in ovariecto· 
mized rats on tbe -.pression levels of NF68 protein. 

To provide additional support to the above-mentioned 
hypothesis, 17/1-oestradiol was injected subcutaneously (20 µg 
per 100 g wcight), to a group of OVX rats 60 days of age for 
four consecutive days. Treatment began 15 days after surgery. 
When NF68 protein expression was determined after the 
oestrogen replacemen t therapy. it was found considerably 
increased (mean specific Duorescence: 47.8 ± 1.6 au, n = 511) 
compared to OVX with vehicle injections or OVX with no 
injections (mean specific Duorescence 23.7±0.7 au, n=917 
and 20.9±0.5 au, n= 1977, respectively; in both cases 
P < 0.0001) and even beca me bigher than thal of 60-day-old 
fema le rats (P < 0.0001 ). Together, these results, strongly 

q_noo2 Black""11 Scicna: Ltd, Jmn.,/ tif NturtJ<?ldtK.Tiw.J/ogy, 14, 1-19 
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Oeslrogen regulates neurofilamenl expression in anterior pituitary 7 

FK:4 3. NF68 immunofluorcsccncc in 11 pituitaryslicc from a fcmalc rut ogcd 60 J~ys.(S µ~~·~~~k). (~ Phosc contrn.st compositc imagc al low megniftcation 
(x 10). (tt Fluorcsccncc imagc from thc same ficld. Noticc tbc hctcrogencouS dist.ribution of NF68-positivc and NF68·ncgativc cclls througbout the gland. 
(e) Detail of u regjon sc:mu: in NF68·posilivc a:lls. (Q Detail of a region "-itb rnodcmtc abundanl"C of NF68-po6itive c...""Clls. (1) DetaiJ of a rcgion v.ith 
nutn::rous NF68--positivc o:lls. 1be diagmm in the uppe:r Jcfi comer ilJÚ'Jtr.ucS tlWi p0&ition in lhc gland of the arcl of detail (contour) and of tbc ~gjon 
denscly populatod wilh NF68-positi"" cclls. a, Adcnohypophysis; n; iieurohypophysis. Gimem cxposurc was 250 ms for (1j lo (1) and 100 ms íor (A). 
In (A) arxl (1j, selle bar=20011m In (C), (cj und (Q, ,;cale bar=SOµm' · 

suggest that the expression leve! oí NF68 protei11 iri pit!'ilaiy 
cells is affected by the plasma leve! of fema le ste"róid)iórmóries 
and that these eITects are medialed by oe.s~ogc~'··rcceptors. 
The effects oí !bese maneuvers on lhc propOriio"ii"" oí.NE, WE 
and SE cclls in pituilary cultures are s.~!?')'D,¡¡_rízed"_in Ta ble 2. 

Effect.r o/ orchiec/omy and oestroglJ/l::',iJiJ~;:,:,,, 
on the expre.r.rion /ei•els o/ NF68..:_.:• , .. ,,_ .... ·. · ·· 

As shown earlier, NF68 prot~i~ cil·~~~sii~n is weak in the 
pituitary of male subjects (mean sj:;t:cific lluorescence 22.6± 
1.2 au). Aítcr cithcr orc.biécióin"y cir sham operation, NF68 
protein cxpression increascd in culturcd pituitary cells from 
male rat. NF68 immunoti;aclivily was nol significantly dirrer
ent between castrat~4 .• alld;"sham-operated rats (mean specific 
fluorescence 42.6±0.8>áu,· ri;,, 636 and 40.2 ± 0.8 au, n = 438, 
rcspectivcly, P;=0.0025);"/:Thc rcasons for lhc incrcascd 
exprcssion oí Nt'68 immiinoreactivity in sham-operatcd rats 
in compariscih·.\lliih)ntlú:t malc rals (P<0.0001) is unclcar. 
When a grou¡{ of...castrated rats was injccted wilh 17/1-
ocstradiol;:- .u~ing· .the· same procedurc Iban with OVX rals, 
a íurthcr lncr.ease in neurofilament expression was observed 

!j_!..•20)2 Últtck~ell &..;enu: Ltd, Joun'lal o/ Nt..11ro1..•ntÍJK.Tint1/"gy, 14, t-19 

(mean specific lluorescence 45.9 ±O. 9 au, n = 680). This differ
ence is significant compared to sham-operated rats or cast
rated rats injected with vchicle (P=0.0004 and P<0.0001, 
respeclively). In this case, NF68 exprcssion even exceedcd lhal 
oí ícmale rals 60 days oí age (P<0.0001). These rcsults 
dcmonstralc that (i) androgen deficicncy by itsclf does not 
substantially inlluence the expression of NF68 in pituilary 
cclls and (ii) piluilary cclls írom male rats retain the 
compelence lo respond wilh incrcascd expression of NF68 
lo elevated concentrations of circulating ocslrogen. 

/de111ijicatio11 of pituitary ce// pop11/ario11s expres.ring 
11e11rofila11re11ts 

To idcntiíy the population oí pituitary cells expressing NF68, 
double-immunolabclling experimcnts were carried out for the 
hormones secreted by four of the five diITerenl cell populations 
oí tbc adenobypophysis. These four ccll types represen! 
approximatcly 90% oí thc total endocrinc populalion in lhe 
piluitary (28). Thc proporlions oí each cellular type found in 
our sludy wcre: somatolrophs, 30.6%; laclotropbs, 45.7%; 
gonadotrophs, 7 .6% and thyrotrophs, 8.1 %. In general, thcse 
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FIO 4. Frcquency histogrrun distributiao ofNF68-spccificfiuof;.~ricc in pituitary cells from fcmale rnls of dilfercnl postnatal ages. (~ Ncwbom, (It, (Q 
nnd (e) 10, 20 and 45 dnys old, rcspcctivcly. Thc mean SJ>C9~C immun~.~.uorcscencc, SE and numbcr of cclls cxaminc:d are indicatcd in cnch panel. The 
histogram includcs dat'! poolcd from thrcc indcpcndenl c~Juire~.Pf enc~.:~ndition. Noticc that ncurofilament--exprcssing pituitary ce lis bcgin to appear at 
arolUld 20 days aficr birth. ,. ,, ··\+r,:;:'·''' 

TAmEI. Percenlages of Pituitary Cc11f',Q1;fJ:¡::cJ'iY from 
Fcmalc Rats of DilTcrcnt Agcs (Dlí\a. 'p6(\J.ffi From 
Three Indepcndent Cultures of EaF1fYc&Jiditi9ri) Rankcd 
According to the Expression Leve! o(::Nf6S~ 

&~ion 
lc:vcl of 
NF68 
prolcin 

SE 
WE 
NE 

Dtys of n¡¡e 

Newbom 
(n=355) 

ID :20 .<·':"· °" 45 60 
(n=2637) (n=346), (n;;;.IJ9J (n=137) 

O'/., a>A..- . · ·o.7v.. 1.5% I0.1% 
()"/,, .S.2% .5% 7.Jo/c. 38.6o/c, 

100% ~.8% 94.3% 91.2% 51.3% 
P<0.0001 :: P.«l:l.WJ, l'<0.0001 P<0.0001 -

S~ Strongly ex~ WF .... wCakly cx~ing; NE. nonexprcssing cr:JJs 
(sec Fig. 3A for ran8t$). Pituil2:rY cclls werc proccsscd íor immunoOuor· 
cs::cnce al\er l:day lt('~ultufe· undc:r contro1 conditions; P·valucs wcrc 
obtained with thO ~~Qgrirov-Smimov test and are reponed b:rc ut the 
99% confidcn.cc.!nt~ry~J._,;Noticc that thc eJ:prcssion incrcascs signillcantJy 
between4SWld60dAy9"ofn!)!. P·vJlucs""1!recomputed agairl.5t.dat.a from 
GO-Oay,old. femalc. 

percenlages are in agreemcnt with lhose rcporlcd previously 
far cultures of ral adcnobypopbysis taking in to consideration 
differcnces bclwcen studics (28-30) and varialions relalcd to '41 
the pbases of the ocslrous cycle (30, 31). As illustrated in l!!..I 
Fig. 6, double positivc cells were identified within each of thc 
four pituilary cell phenolypcs sludied. Each pituitary cell 
population displays a characteristic hormone-specific stainiog 
pallern. As shown in Fig. 6(n,tj, which corrcsponds to con
focal images ofa gonadotroph anda thyrolroph, rcspcctively, 
immunoreactivitics to NF68 and LH or TSH are dislributed 
differenlly within thc cyloplasm ofthe ce lis and, in sorne cases, 
1hey appear not 10 be colocalizcd in thc samc cell rcgions. In 
pituitary cultures from femalc rats agcd 60 days of age, 
NF68-positivc cells were found to correspond lo 20.2% ± 3 of 
laclolrophs (n=537), 12.6%± 8 of gonadotrophs (n=47), 
11.7%±2 of somalotrophs (n=279) and 33.1%±8 of 
tbyrotrophs (n = 229). Thcse results indica le that the exprcs-
sion of specific neuronal markers is nol exclusive of a parti
cular cell type in the adenohypophysis. bul rather of a subsel 
within each population. The possible functional significancc 

<J.~2002 Dlack~I Sciem.'C Ltd. Joun'IO/ <if NnmntdocrilrJf<'!!)'. 14. 1-19 
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Oeslrogen regulates neurofilamenl expression in anterior pituitary 9 

TA!ILE2. Percentages of Piluilary Cells Obtained from Control 60-Day-Old Female and Male Rats, and 60-Day-Old Female 
Rals Aftcr Diffcrenl Experimental Condilions: Sham Operation, 14 Days Aíler Ovariectomy (OVX), Treatmenl with Tamoxifen 
for 4 Days, OVX wilh Vehicle Injection for 4 Days and OVX witb Trealment witb 20 µg per 100 g of J7P-Oestradi~l:J!ir 4 Days. 

Expression leve! 
of NF68 protcin 
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10.Jo/i, 
38.6% 
Sl.3o/o -· P<O.CXX)J•• 
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45.Jo/.1 
P=0.0031 
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(n= 1977) 
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Tamoxifen 
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0% 
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=.: 624°/.1 
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Data are poolcd frorn thrcc indcpcodcot cultures ofcach condition. Pituitary cclls wcrc proccsscd for immunoOuorcsc~ ~lct ·J·day in culture undcr 
control conditions: p .. valucs wcrc obtaincd wilh thc Kolmogorov-Smimov test and are rcportcd herc at thc 99% ~onftdcticc:.intci-val. •P-values computcd 
against data from ffi.day-cld fernale. ººP-values computcd against data from ffi.day-old mate. · · · 
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TA01E3. Percentage:{i'~/:PituÚary Cells Obtained From 
60-Day-Old Femaic Rats at Different Phases of 1be 
Ocstrous Cycle, .. ~a.iiiied:.According lo lbe Expression Leve[ 
ofNF68 ages;:J?··: · · 

&pression leve! 
ofNF§l!.!"'."'~n 

.4/" 
SE·'"" 
wri:i 

...... 1'!E . (\:,., 

:/ ·"::.:• Diestrus 

(n-3493) 

12.3'% 
45.8"/.. 
41.9% 

Proestrus 
(n-4772) 

8% 
18.5% 
73.5% 

Ocstrus 
(n=3704) 

19.6"/.1 
52.6% 
29.5% 

.,,, .. :~ .....,,,,,..-----------------------
SE 

(100-250 au) 

150 

./ (.ni·fü poé)Jerl from thn:e inclependent cultures of each con<lition. SE, 
'-\jSiío~ 'exprcssing; WE. ""3k.ly expr=ing; NE. nonexpressing cclls (see 
Ñ~\~Afor rangcs). Pituitary ccJJs wcrc proccsscd for immunofiuorcsccncc 
aftCC-:onc day in culture undcr control conditions. Significant diffcrcnccs 

250'·:• .... .,.,,.'."':re found bet-= the three stag<s (P<0.0001 in all cases). 
Spccific fl uorcsccnce 

FJG 5. Com{Xlrison of fn:quency histognun distributions : of NF68~ 
spccific fluorcsccncc in pituitary cclls oblaincd from malé:. ·;:_ind fcm~Je 
rdts of the same age (60-day-okl). Dita are pooloo fromthn:e1ii<loP.:ndiint 
cultures of each concUtion. Tiie continuous line rcprcsents the ccintó"ur of 
thc histogram distribution of NF68 spccific fluor~ i_n Pituitary cclls 
from fanale mts. The histogrdm of black bars éorresponds to thc 
distribution ofNF68-spccific fluorcsccncc in cu_lturcs ófinaJc ints. Mean 
spccific Ouorcsccncc, SE and number of cclls cxarnlnod for e.ach condition 
an: indicatcd. Rangcs scµm1ting noncxpressing (NE); """1dy e><pressing 
(WE) and strongly cxpressing cclls (SE) ,u-e a~ _sholMl for referencc. 

(if any) of the prescncc of ·a subgroup of pi1ui1ary cells 

151 expressing NF68 whosc .. ,.abnndance is rcgula1cd by tbe 
l.!!..I hormonal slalus remains:·tO be inlicsligatcd. 

Discussion 

Expre.rsion of N A::~~·;,;011~!':'111arker.• i11 a11terior pituitary ce/Is 

NeuroftlamentsJ;k;ibétei~~polymers composéd of three dis
lincl polypepil&~il'.of molecular wcight 200, 160 and 68 kDa. 
They re~ut:i(t:lass ofintermediate filamenl proteins highly 
specifi.c; roF:.n;ci:irones (32, 33). In addition lo. mature nerve 

q.~ 200~\~j¡.,~f'~c:ncc Ltd. Jwmal 1![ N<"Ur<"-••ltxTi1r1/ogy. · 14, 1-19 

cells, small populations of paraneurones, including gut endo
crine and lbyroid parafollicular cells. as well as Scrtoli and 
Leydig ceUs, are immunoreactive to neurofilaments (34). 
Moreover, adrenal chromaffm cells express neurofilaments 
under culture conditions ( 19). The expression of neurofila
ment prolcins in the adenohypophysis has been a subject of 
controvcrsy (3, 6, 8-10, 14). Nevcrtheless, as this study clearly 
demonslrales, a subset of anterior pituitary cells express 
neurofilaments and possibly other neuronal markers in 
normal cycling rals. Tbis conclusion is supporled by positive 
and negative immunotluorescence control experiments. More
over, Western blot analysis of protcins isolated from ral 
adenohypopbysis indica te lhat piluitary cclls cxpress a protein 
of similar molecular weighl to that abundanlly expressed 
in neurones (Fiordeliso, Hernández-Cruz and Zentella, 
unpublisbed data). 

As for the possible meaning of neurofilament expression in 
lhese cclls, it may support the notion 1ha1 thc pituilary (or part 
of it) is of neuro-ectodennal origin (4, 5). However, our dala 
are inconsistent with this inlerpretation. In tbe case of pan
crcatic islet and adrcnal chromamn cells, whose neuro
ectodennal origin is more finnly established, neurofilamenls 
are expressed in the cmbryonic pancreas and adrenal glands, 
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10 Oestrogen regulates neurofilament expression in anterior pituitary 

Fa::. 6. Idcntific.ation of pituilary ccll subt~~:;~~·~.'.'.~~68. Doublc-immunolabclling for NF68 and cithcr growtb bormoac (GH). lutcinizing 
honnone (LH). thyroid stirnulating honn:m~~J"fSH) or j)rOláct.in was perfonncd in pituitary cullun5 obtaincd f ran (JÜ.-<L .. y-old fonale mts afler eme day in 
vilm. Data from five indepcndcnt cultures WcrC ~lcd (scc dctails in Mclhods section). Lascr-scanning confocal imagcs wcrc acquircd with cxcitation at 
488 nm for imaging honnone staining ~ ~t.1~ ~l 647 mu for irnaging NF68 staining. F.missions "ae collected with l\.\IO 9eJXirale pbotomultiplier 
channels. In each (Xlnel, the red colour.~·to NF68 ini:nlmon:activity and thc green colour to immw10rcactivity for a gjven pitWtary honn:me.. 
(;V Staining for NF68 and GH. (•t Sliiining for~ and LI-1. (e) Slaining for NF68 and TSH. (tj Staining for NF68 und prolactin. &ch pituitary o:ll 
population displays a charactcristic·hOrmonC~spccific staining panero that, in general, dilTcrs from thc NF68 specific staining pattcm. In(~ and (Q. four 
ccll typcs can be idcntificd: Doublc.ncgativc cclls (•),single honn:u10-positivc cclts (0), singJc NF68-pailtivc oells (O) ouxt doublc ¡:x>s:itivc cclls (0). Scale 
bar=20,11n 

bul not in the aduH .orgaris (35). In contras!, as show in this 
study, neurofilamciiiS 'áre.:.virtimlly absent in the pituitary of 
newborn and yo.Ürig ra ts;·:and they begin to appear as lhe rals 
approach matuiií)r. lt isJikely therefore, that neurofúament 
expression, riit!iei<thaiíH1 remnanl of embryological origin 
reOects an acdií1(.function in pituitary cells on account of 
a develOP111CntaL'program linked to the advent of sexual 
maturjly in. ilie ícmale organisms. 

Oe.tCroge11·depe11de111 regulation of N F68 protei11 
expre,'i,'iion in pituitary rel/,'i 

An unexpected finding of this study is the observation that 
the expression of a neuronal marker in the ral pituitary is 
regulated by oeslrogen. This conclusion is supported by the 
changes in the leve( of expression of NF68 a long the oestrous 
cycle, and in response to manipulations that eitber modify 
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T l\II..E4. Percentages of Pituitary Cells Obtained From 60-Day-Old Control Male Rats and After Different Experimental 
Conditions: Sham Operation; 14 Days After Orchiectomy; lnjection ofVehicle for 4 Days Beginning 14 Days After Orchiectomy; 
Treatment with 20 µg/IOO g of 17 P-Oestradiol for 4 Days Beginning 14 days After Orchiectomy. 3 ,,¡;::. 

Ex¡nssion 1""'1 of 60days malc Sham opcration On:hidoctomy Orchidoctomy + vdüclc 
NF68 protein (n-382) (n-438) (n-636) (n-834) 

SE 1.6o/u 0.9'/o l.3o/u 1.6% 
WE 222% 74.9'/n 85.3% n.5'/.o 
NE 76.2% 24.2% J3.4o/.1 20.9'/.o . P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001 

P<0.0001 P-0.0025 P<0.0001 

Data are poolcd from thrcc indcpcndcnt cultures of cacb cooditioo. Pituilal)' cclh wcrc proc.csscd for immunoOuor~.~;:i·:.·day in culture undcr 
control conditions: P-values werc obtaincd with thc Kolmogorov-Smirnov test and are rcportcd bcre at lhc 990/o ~~~iriterYat. • P-valucs computed 
against dala from 60-day-old fcmale ... P-valucs compute<! against data from sbam opcration. ff... · .... ,,., 

ovarian hormone concentrations or inhibit their actions. Our lmmunohistocbemisírY:;(J:jj;.c:&i.Üw bybridization (48) and 
findings also indicatc thal tbc distribution ofNF68 is sexunlly reverse transcripta~eiJfolii#iibt.s.e chain reaction (49) studies 
dimorpbic, perbaps indicating a difTerent physiological role have sbown that ·~.?()"A. of'"eells of the anterior pituitary 
of NF68-positive pituitary cells. lobe express ERs;.)iót~c.in malc and female rats (50, 51). 

Unexpectedly, the expression of NF68 increased both in Ncurotrophin.~'.)iifüi'\tbelr'.'receptors are also present in the 
sham-operated and OVX rats. The simples! explanation pituitary, suggestinlf that they may cxcrt an influcncc on thc 
would be that the stress associated with manipulation and development'an)!Jhe function ofthe gland. In particular, trkA 
surgery increases plasma concentrations of oestrogen. How- receptors are presi!iiHn ali anterior pituitary phenotypes (52), 
cver, we have beco unahle to find studies to support this and approximately. 30% of anterior pituitary cells show 
hypothesis in the literature. The only information we found immµjiofdbivity to NGF itself (53). This suggests that sorne 
that could be relevan! is that, in stressed male rats, plasma of tllése cells·::ean be target of NGF action either by autoerine 
conccnlrations of corticoslerone and progesterone increase or'' i>atacriru(pathways. At present, it is unknown if NGF or 
and testosterone and androstendione decreased, consisten! any .•.... oíhcr}·neurotrophins can regula te tbe exprcssion of 
with diminished enzymatic activity of tbe Leydig cells (36). • neufofiJament in pituitary cells. Similarly, it remains to be 
Also, stressors bave becn reported to stimulate the release of>" .déferm.iñed whether oestrogen directly regulates ncuro
ACTH and prolactin from the pituitary (37, 38). 1t is possi!ilC .... ,tilimlCnt protein expression or indirecUy rcgulatcs it by 
tbal the stimulation ofcorticotrophs and lactotrophs in shiim~... inúeasing the sensitivity of anterior pituitary cells to 
operated and OVX male rals may explain the small eleva\ion · ncurotrophins or other growth factors. 
of NF68 expression in cultures of pituitary cclls. . . ·:.:::, 

Oestrogcn plays various roles in thc pituitary,,Jtii:ludilljl 
cellular proliferation and regulation of hormonc."i;ynthesis.' 
Moreover, oestrogcn up-regulatcs its receptors in.tliG.¡lituita}y 
gland (39). The mechanism by whicb oestroge¡lfogulates such 
a varicty of functions is not completcly ,. ú'fideriifood;' It is 
known that oestrogen binds to intracellul~r·ri;&ptoi~ (ERs), 
causing tbem to undergo activa tion aµ~l"<Umedzaifon. Sub· 
sequently, thc oestrogen-receptor compléx liiiiiiS'~o·an ocstro· 
gen response element (ERE) in target 'gcnc:S.and modifies their 
lranscription (40). There is also lncrdslng evidence for a 
variety of nongenomic actionspf oc~l,r:ogens (41). 

Numerous studies have dócti"!e.iúcdf'ihe importance of 
ganada! steroids for sexual differcritiation of neuroendocrine, 
behavioural and cognitivc:functioiis (42, 43). Moreover, 
oestrogcn has gaincd reci>gnition·as a neural growth factor, 
witb actions similar lo'tliose of:the neurotrophin family of 
trophic peptides (44 •. 4,5):.Jii¡iart, this may be dueto colocal
ization ofoestrogeifaild ~ifrofrophin receptors in target cells, 
resul!ing in difTe_tfiitial aii.li reciproca! transcriptional regula· 
tion of these reéeptors b.Y::iheir ligands (42). This mcchanism 
has been pro'~RS.,é<Ü(~¡::iliiplain oestrogen-induced increase in 
ncurofilamcnt geric,,.expression in dorsal root ganglion neu· 
rones of.;ad1.1lt:'fémiilc rats, which coexpress ERr and NGF 
receptotsiúk'.;:i.·(46¡. 

\l.~~.'.hi:le~ ;,.,;cncc L«I. Jmnri/ of Neurr><:ndocrürol<>gy, 14, 1-19 

llow do other reported actio11s o/ oe.r;trogen in 
adenohypophy.<is compare to it.f effects on NF68 expression? 

Pituitary cells, cspecially lactotrophs (54, 55) and goaado
!rophs (56, 57), are dircctly regulated by oestrogen. Oestrogen 
induces transdifTerentiation of somatolactotrophs into 
lactotropbs (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 num her of positive ceUs to 
neurotensin (63). As demonstrated in the present study. 
neurofilament expression is dependen! on oestrogcn lcvel, 
and regulated during the oestrous cycle, wilh the maximum 
exprcssion at ocstrus, moderate expression at diestros and 
minimum expression at proestrus. Since, in the rat oestrogen 
levels peak approximately 8 b befare the beginning of oestrus, 
Ibis implies that pituitary cells syntbesizc and or assemble 
acurofilaments with sorne delay in response to clevatioa of 
oestrogen lcvels, and that neurofilament cxpression declines 
slowly after oestrogen levels fall befare oestrus. Also, as it can 
be infcrred from our results of treatment with 17 p-oestradiol. 
augmentation of ncurofilamcnt expression is sustained. The 
late and sustained e!Tccts of oestrogen in pituitary contrasts 
with thcir efTec!s in uterus, where oestrogen induction of 
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12 Oestrogen regulates neurofilament expression in anterior piluilary 

immediate early genes and activation of late genes associatcd markers in pituitary cells past puberty could include changes 
wilh cell structure and metabolism are rapid and transient in hormone receptor numbers or funclion, in addition 10 
(64). 11 has been reported that prolonged treatment with changes in the secretion of hypothalamic or l)iJ!ijtary hor-
oeslrogen stimulates the expression of c-fos in lactotrophs and mones, or bolh. Thus, the piluitary may be a tat&et .oifjihich 
folliculo-stellate cells in the adenohypophysis (62). 11 is templ- steroids act to produce sex dilTercnces. Fu~tlÍerdesea(cb is 
ing to speculate that Fos may mediate both the increase in required in ordcr to assess thc possible fun.;;tionjlr's·i~nce 
prolaclin gene expression and the stimulation ofneurofilament (if any) of NF68 expression in this subsét. of pitiíit:úy cells 
prolein synlhesis induced by oestrogen. under an oeslrous cycle-regulated fashi<iii~·:· ... .:: · 

In conclusion these results demonstraÚ! that, NF68 are 

Are. oestradiol effects on pi111itary cells direct or indirect? 
expressed in gonadotrophs thyrl)tÍ'O¡ibilitJacíi>trophs and 
somatotropbs of the adult fcmalcn·at, and.)hat thc leve) of 
expression depcnds on age and sei;·and cb.anges in response 

The apparent delayed and sustained increase ofNF68 protein to endocrine manipulations •.. ,,w~icbtcitlier modify ovarian 
expression in the cells from lhe anterior pituitary suggest tbat hormone concentrations or)iíhIBífthcii.actions by treatment 
genomic oestrogen actions are more lilcely than nongenomic with antihormones. Since:'':·NF68s ai'c mainly expressed in 
actions (41). Furthermore, it raiscs the possibility that sorne of pituitary cells from female/rats, !bese finctings indicate tbat 
the oestrogenic effccts are indircct, secondary to stimulation !he distribution of NF6S.:jmfríuiioreactivity in the rat anterior 
by factors released by the hypothalamus or the ncurohypo- pituitary is sexually !IÍiri.;'tJíl:iic. .. and tbey also suggest a dilTer-
pbysis that alTect the NF68 gene by an ERE-independent ent physiological r<ilC fq(asllbset of pituitary NF68-positive 
mechanism. In our hands, anterior pituitary cells in primary cells in lhe fema)e.ík!iiirusm. 
culture exhibit a time-dependent loss ofneurofilamenl expres- /··· 
sion. That is, after 6 days in culture, neurofilament expression ··· .,/ .,, · .. 
declines to levels comparable to lhosc of cclls from male or Acknowlodgci~entá .. 
immature fcmale rats (data no! shown). We were unable to • · 
prevcnt this Joss by supplementing thc culture medium wilh Thc aulhors are ind~~t~1Jo Drs Agustín Guerrero, Femando Lópcz.-Gsillas. 

d · 1 l Luis Vaci, Mucia Hinart and Altjandro Zattdla, \>ha providcd wJuatic 
17fl·oestra 10 (200 nMdata no! shown). Simi arly, Allen eta/. ~~ this _,,k_ Dr Jooé Luis ~ntamr also rmdc U!d'ul 
(62) reporled that they could no! demonstrale induclion of sug¡~láns arii1:puvidod aco:ss to unputiisbcd --i.. 'M: are indcbtod to 
c-fos by oestradiol in cultures of pituitary cells. These findings · • · · ·.lór tissuc culture. to Diam Millan ror bclp in pq:nrntion or 
are consisten! wilb indirect elTecls of oeslradiol. Neverlheless, :*"'1 to th: staff oí thc ln.'itituie's Mcraa>py Unit. l'limuy 
oplimizalion of lhe culture conditions may reveal sorne direcl .. ·.·Mil . . ·agífust ¡ítuitaJyhonnoncs and¡-<:ptXlchonn:n:s"""' supplicd by 

Dr .A:F. 1.•.irtow from tl~ J\b.tional Prugr.uu of Pituitary Horm:1nes of the 
elTecls of oeslradiol (65). lt has also been reporlcd lhal direct /':•. NÚ-i-NH1DDK. Rnanci.'ll support ror this study "'1Sprovidcd by grantsírom 
elTccls of oestrogens on laclolrophs are augmenlcd by altcring.,. ·''/:'·thc. Nai!On.'ll Cbundl oí Sdcncc and Ta:hnology (CONAcyr 252151 N & 
hypolhalamic-pituitary factors thal alTecl these cells (66-6.&r ··34,mN¡ and from Onxx:ión ~de AsWllos del ftr.icrW A<adémco. 
11 rcmains lo be dclermined if oeslradiol can direclly reguiá:t~.,,. UÑAM (DGAPA IN204497 & lN2!7399). Ibis ...,.i. """ccnduda:I by 

fiil . . ··.; · ·· ... T. Fiordclisio in partial fulfillmcnt or her PhD thcsis for wbicb shc was 
neuro ament express1on in nntenor pituitary cells. ··'·',•i""'1rdcd a ídlow.;hip rrumCONAcyrand Din:a:ión Gcr"'1tl de Estudios de 

.. <· IU;grado (DGEP¡. $Qn, ofthc n:sults in tliis study"""' pn:viously publish<d 

ldentification of pituitary cel/ populatiom expressini.'(·· . in nbstmct fonn 

;~:::~~;11:1tures of anterior pituitary c;eíÍrrr~~,:female Accepted 
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rals aged 60 days of agc, NF68-posilivei~U~/wcré found References 
in proporlions ranging from 11. 7 ± 2%, .. l)f)ioí'll~t~ftriphs lo 
33.1 ±8% of lhyrotrophs. In Ibis rcgar~i'it'h.a&.rnCénlly bcen 
rcported that neurofilaments of )ÍÍ$h /riíolecillar wcighl 
(200 lcDa) are presenl in 13% th:yrot~ojihs in normal rals 
and thal Ibis expression increascd."fo,.75"/o/9f lhyrotrophs in 
hypothyroid rals (14). Our rcsultiiin!li(.;atc thal lhe exprcssion 
of specific neuronal markers ·i{no(exclusive of a particular 
cell lypc in lhe adenohypopbysis.!>ut lhat, mosl likely, ali 
endocrine phenolypcs cotitain·· n . siibsel of ncurofilamenl 
exprcssing cells. Recent.work wilh gene knockoul approaches 
has shown thal, in nef\'C cells, ncurofilament subunils play 
dislincl roles in filamenfassembly and radial growth of axons, 
and tbat mutations of nc:iirofilament genes are involved in 
neuronal dealh/fü mmi!ie models (69). Nevcrtheless, tbe 
funclional role cifneurofüiiinents in non-neuronal cells has not 
been examinéif in.Hefai!;·¡¡ has reccntly been suggesled that the 
increascd expr~on, of neurofilaments in pituilary cells may 
alTect th.e raleotséieretion ofTSH and ofolher hormones (16). 
Furth.~,rmcir.e:·.· sex diITerences in thc expression of neuronal 

Thkor T, l\:ar.lc AG. Nc:urooctodcmnl origin oí avi.m hypothllam:>
hypophY"Cll caq>loc thc role oftllC =tral neural aidl1JC, J Ehh}n E.>p 
Mrph 1975; 34: 311-325. 
Eagj"'°n G, Jcnks D. Van ~ AP. TIIC ¡ítuitruy nd=locorti· 
ootropcs originate from newal ~ tissuc in Xawyut /tr\t".r. J EJ1ir)n 
Ev> /.&ph 1986; 95: 1-14. 
~"" A. Sugjmra S. Naknnishi Y, Suzuki S. S.'\Silki A. Hirato J, 
Nakar.ato Y. lntcnnediatc filament cxpression in non-neop1astic pituiury 
cdls. Viren Ar<n B frll Putlr>I l~ 58: 331->40. 

4 EIArnraoui A. Duhois PM fupcrimc:nlaJ evKi:tx:e ÍO< thc culy 
caunitnrnt of tlw: prcsunl'liw: adcrrlt~s. ~rdogy 
1993; 58: WJ-615. 
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6 Cl¡;t"'1 A. S1igilnra S. Ha.""8'lwa M. Sasalú A. Ntkazato Y, Ka>Wda T, 
lshfochi s. Tamura M. Jntcnncdiate filament cxprcssion in pituitary 
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