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1. RESUME

La secreciéon de prolactina: (PRL). por, la adcnohlpoﬁSus (AH) de la rata es un: fenémeno
neuroendocrino complejo . el cual es regulado tanto por_hormonas hipotalamicas y penfencas asi
como por factores autdcrinos y/o paracrinos que son producidos localmente. Por otra parte, se ‘ha
descrito la existencia:de una heterogeneidad anatdmica y funcional dentro de la AH ‘de ratas
lactantes, la cual consiste en una diferencia en el tamafio, capacidad secretora y responsividad a'los
diversos secretagogos entre los lactotropos de la region central (la cual se encuentra rodeando al
16bulo posterior y neurointermedio de la hipéfisis) y lateral (resto de 1a glindula) de la AH. Se ha
sugerido que el l6bulo posterior y el neurointermedio participan en este fenomeno de
regionalizacién de la secrecién de PRL, a través de los vasos cortos hipotalamicos. -

El primer objetivo de este estudio fue determinar si existen mecanismos dentro de la regién central
vy lateral de la AH, capaces de influenciar la secrecion de PRL de dichas regiones y si el:tipo de
efecto ejercido varia de acuerdo a la condicién fisiolégica del animal (ratas lactantes no
succionadas, succionadas y ratas macho). Para esto, se empleé el medio condicionado: (MC)
obtenido de la incubacién individual de cada region de la AH de ratas lactantes no succionadas por
6h, ratas succionadas por 15 min. al término de las 6h de separacién, o de ratas macho.: Se
determiné el efecto del MC sobre la liberaciéon de PRL por parte de las regiones de la AH-de ratas
en la misma o en diferente condicién fisiolégica. La PRL liberada al medio fue cuantificada
mediante electroforesis en condiciones nativas y densitometria. En general, los  resultados
obtenidos en AH de ratas lactantes muestran que el MC es capaz de estimular o de inhibir 1a
liberacién de PRL, dependiendo de la condicion fisioldgica y de la region de la AH' del animal
donador y receptor del medio. Sin embargo, vale la pena sefialar que el MC proveniente de ratas
macho no provocéd efecto alguno sobre la liberacion de PRL de ratas lactantes y macho. En
cambio, el medio proveniente de ratas lactantes estimulé significativamente la secrecion de PRL
por parte de la AH de ratas macho. En comparacién con los animales control, incubados en medio
de Earle, no se observé ningiin cambio en la cantidad de PRL presente en el tejido de AHs
incubadas en el MC.

De esta manera, cl scgundo objetivo de este trabajo fue analizar si la PRL liberada por la AH de
ratas macho en respuesta al MC de ratas lactantes, es secretada a través de una wvia similar o
distinta a la descrita en ratas lactantes, i.e., regulada. Asi mismo, se investigd si el MC sobre la
AH de la rata macho inducia un efecto sobre la sintesis y no solo sobre la liberacion de la PRL.
Asi, se observé que el incremento en la concentracion de PRL liberada al medio de incubacion por
ambas regiones de la AH de ratas macho, no se modificd por la adiciéon al medio de cicloheximida,
un inhibidor de la sintesis proteica. Por otra parte, se llevé a cabo la marca de la hormona a
diferentes tiempos, tanto en condiciones in vivo, como in vitro, de ratas macho mediante el
empleo de leucina tritiada y se incubaron las AHs en el medio condicionado de ratas lactantes. Los
resultados muestran que las PRLs de diferentes edades marcadas tanto in vivo, como in vitro,
fueron secretadas con una proporcion y dinamicas similares, durante toda la incubacién pero
diferente a la descrita en las ratas lactantes. Por otra parte, el efecto estimulador del MC de ratas




lactantes del mismo sobre la secrecién de PRL total no estuvo, correlac:onado conla secrecnon de
la PRL marcada in vivo o in vitro.

En conjunto, estos resultados sugieren que el MC. de ratas lactantes lncrementa la liberacién de
PRL por parte de la AH de ratas macho’ a traves ‘de- una v1a dlferente al la descnta en ratas lactantes
(regulada), tal vez por una via constltunva o
de novo de protema

eyt
iy




1. SUMMARY

Prolactin (PRL) sccretion by the rat anterior pituitary gland (AP) is a complex neuroendocrine
mechanism regulated by hypothalamic and systemic hormones, as well as by locally produced
autocrine and paracrine factors. On the other hand, an anatomical and functional heterogeneity has
been previously described in the lactating rat AP, consisting in different size, secretory capacity
and secretagogue sensibility among lactrotopes from the central AP, i.e., the region surrounding
the posterior and neurointermediate lobes, and the peripheral region (rest of-the gland). The
regionalization phenomenon in PRL secretion is presumably regulated by the -posterior and
neurointermediate lobes of the gland through the hypothalamic short vessels system.

The first objective of the present study was to determine the existence of mechanisms within the
AP’s central and peripheral regions, capable ‘of influencing PRL secretion by the same regions,
and whether the effect exerted depends upon the physiological condition of the animal, i.e.,
suckled and non-suckled lactating and male rats. To this end, we employed conditioned media
(CM) obtained from the individual incubation of each AP region from 6h non-suckled lactating
rats, 15 min. suckled rats after 6h of separation, or male rats. The effect of CM upon AP PRL
release was determined in rats in the same or in different physiological condition. The PRL
concentration was quantified with native conditions eclectrophoresis and densitometry. The
results show that depending on both, the physiological condition and the AP region of the donor
and the receptor animals, the CM is capable of stimulating or inhibiting PRL secretion by the AP
regions of lactating rats. However, it is worth mentioning that the CM from male rats” APs had
no effect upon PRL secretion by lactating and male rats” APs. Conversely, the CM from the
lateral region of lactating rats significantly increased PRL secretion by male rats APs. As
compared to control animals incubated in Earle’s medium, no change whatsoever was observed in
the amount of tissue PRL of APs incubated in the CM. i

Therefore, the second objective of the present study was to analyze whether PRL liberate by
male rats” APs in response to lactating rats” CM is rcleased through a pathway similar or
different to that observed in the lactating rat, i.e., regulated. Thus, we observed that the increased
PRL concentration released into the incubation medium by both male AP regions was not
modified when the protein synthesis inhibitor, cicloheximide was added to the medium. Finally,
the hormone from male rats was labeled by in vivo and in vitro using tritiated leucine and the AP
fragments were later incubated with CM from lactating rats. The results show that both ?H-PRLs
were secreted with similar proportion and dynamics during the whole period:of lincubation.
However, little or no correlation was observed between the increase release of total, i.e.,
unlabelled PRL and that in vivo or in vitro labeled hormone. : :

Taken together, these results suggest that the CM from lactating rats increases PRL release by
male rats’APs through a pathway different to that described in lactating rats (regulated), i.e.,
constitutive or constitutive-like, that does not involve new synthesis of protein
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IIL. INTRODUCCION

En la naturaleza existe una cstrecha relacion ‘entre los. factores ambientales y 'los seres vivos. En

los vertebrados esta relacién se encuentra’ feguléda' por el Sistema Neuroinmunoendécrino (SNE) el

na_ heteropénea familia de

structuras que

as ‘glandulas

La principal glandula endécriné que regula vlchasi funciones y qh; se halla en intima relacién con el

hipotdlamo es la glindula hipofisiaria o hipéfisis. Utilizando diferentes métodos citoquimicos, se

han distinguido las células que sintetizan y secretan las. diferentes hormonas hipofisiarias, las
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cuales. de acuerdo a sus relaciones estructurales y la semejanza en' su’ actividad biolégica se

agrupan en 4 familias que son: a) las hormonas neurobipofisiarias (oXitocina Y vasgp:esina), b) las

corticotropin'asr “polipeptidicas

localizacién regionalien:la glindula,: como por. la condicién  fisioldgica’del . animal, ejercen efectos

reguladorés de diverso tipo sobre la secrecién de 1a hormona.




TV. ASPECTOS COMPARATIVOS DE L.A PROLACTINA

a) Acc:anec y efectos fisiologicos de la hormona

La PRL es una hormona de una gran versatilidad fisioldgica ya que se le han descnto ‘mas de

300 ﬁmcxones blOlOglcaS las cuales exceden el total de las acciones de todas las. hormonas

vhxpoﬁsxanas'“ Los efectos conocidos se han clasificado en 6 grupos, los cuales se’ han

'caractenzado en diversos grupos de vertebrados (ver tabla 1) (Nicoll et al 1980 Bole—Feysot et

al 1998).
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Tabla 1. Acciones y efectos fisioldgicos de la PRL. (Bern y Nicoll 1968, Nicoll (974, Ber 1975, Matera 1996, Bole-Feysot et al
1998, Corbacho ct al 2002).
Grupodelos  Efectos sobre e} Acciones Efectos sobre Efectos . Efectos Efectos sobre

vertebrados control del  relacionadas con  crecimientoy ~ metabdlicosy  conductuales el sistema
halance lareproduccion ~ desarrollo  endocrinoldgicos inmunoldgico

hidroelectrolitico
Teledsteos  Branquias: Vesiculas Cola dorsal: f acumulacionde  Proporcionaagua Melanogénesis
J fiujo y seminales: reabsorcion lipidos frescaa los
permeabilidadde  f crecimientoy  Piel: Estimulacion huevos
Na'y CI secrecion Proliferacionde tiroidea. Construccion del
) actividad Na*K*- melanacitos nido
ATPasa Rifién: Migracion
Rifién: crecimiento del Comportamiento
|} excrecion de Na', epitelio tubular paternal

t filtracion y
tamaio glomerular
Vejiga:
| absorcién de H,0
Intestino:

6 | absorcion de

HzO y

> H Pick

13 { Nimero y

I tamaio de células

53 &2 productoras de

3 moco




f secreciondela  Branquias: Induce

Anfibios Branquias; Migracion de las
ft absorcién idnica gelating del {t crecimicnto hiperglicemia o la,r'vziskha‘cia el
Rifion: - oviducto (larvas) diabetogénesis  ambiente acuatico
'm i volumen Cola: Induce o
extracelular {f crecimientoy  acumulacion
A Vejiga: longitud (larvas) ~ lipidica.
©) %,% { transporte de Evita la pérdida de
“ A H0y Na* fa cola
N Piek - (premetamorfosis)
% Intercambio de Patas:
E_:é electrolitos ) crecimiento
L— (premetamorfosis)
Retina:
Metamorfosisde
pigmentos visuales . .
Reptiles Accion sinérgica Cola: Induce reduccion
con , regeneracion del depésito
corticoesteroides en Epidermis: lipidico -
la restauracién de la Muda Induce hiperfagia
composicion Higado: Accion
normal del plasma. Induccion de genes  antigonadotrd-pica
relacionados al
crecimiento
Aves Rifidn: Cuerpo; Induce Migracion  sintesis DNA
{uratoenel I leche del buche  { peso hiperglicemiao  Construccién y en linfocitos
plasma Plumas: diabetogénesis.  mantenimiento
f flujo urinario crecimiento y del nido
muda Incubacion

Repurgitacion
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Aves Glandula nasal: Incrementa el Piel: Induce Alimentacion

f} secrecion cfectodeLial  hiperplasia acumulacién Hiperfagia
disminuir el epidermalenla  lipidica. Comportamiento
estradiol placa de incubacién - paternal

Supresiondela  Intestino:
fase reproductiva  {f mucosa
delciclosexval  Génadas;
Desarrollode || peso

tracto _
reproductivo -
o femenino.

Mamiferos  Rifion: Glandula *. Cuerpo: Induce Comportamicnto - Bazo y timo:
fractividad Na*K"- mamaria: ~~  peso acumulacion maternal { crecimiento
ATPasa crecimicnto - - Piel: lipidica (higado, ~ Aseo Linfocitos:

J excrecion deNa* I6bulo-alveolar  proliferacionde  adipocitos) Respuesta {} inmunidad
yK* ft sintesis de leche melanocitos y Incrementode  adaptativaal  hormonal y
Gléndulas Células de la queratinocitos  colesterol en estrés celular
sudoriparas: granulosa: Pulmén fetal:  testiculos. Induce analgesia ) proliferacion
Na*yCrencl | produccion de maduracién Induce Reaccidn f1gGelgM
sudor estrogenos produccionde  hiperglicemiao  psicosomdtica  (Cayias Nb2:
Intestino: | aromatasa factor surfactantc  diabetogénesis  (pscudoembarazo) 4 proliferacién
f absorcion de sales f produccion de Higado: (higado, péncreas) | libido | apoptosis
y B0 progesterona produccionde  Induce e.l fsuefio REM  (olutas NK:
Glindula mamaria: { receptores de hepatocitos metabf)llsmo Ciclovigilia-  mantenimiento
f excrecion deNa, LH induccion de genes esteroideo suefio de Ia funcion
K*y H,0. y factores de (glindulas  lordosis basal

crecimiento suprarrenales)  Maduracion del

hipometilacion del sistema

DNA , neuroendderino




Mamiferos

Placenta: . -
| volumen de
fluidos en cf amﬁids

Utero: Intestino: : S Macrofagos:
ft* receptores a { mucosa : f activacion

progesterona - y Msculo: {t proteccion

L estr;0genos proliferacion de : contra infeccin
S0 actividad vasos bacterial
i sccretora + del Pancreas: Estimulaci6n de
 endometrio proliferacion de la eritropoyesis
Implantacion ~ del células f
blastocito Génadas:
Células de { peso
Leydig: Prostata y

Mantenimiento  vesiculas

de la morfologia seminales:
celular ! crecimiento
Espermatozoides  Cerebro:
yepididimo:  proliferacion de
energia astrositos

. Acciones Acciones anti-

luteotrdpicas y  angjopénicas:

Iuteotroficas Estimulacion de la
apotdptosis de las -
células endoteliales
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Inhibicion de la
proliferacion de
cel.

endoteliales, de la
degradacion de la
matriz extracelular,
de la formacion de
tubos de tipo
capilary de la
neovascularizacion
de la comea.
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b) Sccrecmn de la prolactum durante las fases del ciclo reproductor de la rata

la coépula hay un pico diurno de secrecién de la ‘hquoﬁa;" el cual comienza "'él las’ 13&00-15:00
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horas, alcanzando sus valores maximos en la tarde Qa 7[:00-18:00 horays) y retornando a su

nivel basal durante la media noche. El otro pico, denominado nocturno, inicia a la_1:00 horas,

hipofisiaria q

de estrogenos

puede ser mductdoi;evnillésdias a_el, ;')rc':‘e;t'ro y

del ‘estro; por: el apareamiento. de.la hembra con: un macho estéril ‘o .por:; la .estimulacién

Enlaratala estimulacién cervical provoca dos elevaciones diarias en los niveles de PRL, de
igual forma’ que las observadas durante la gestaciéon (fig. 2). Sin embargo, a diferencia del

. [ TESIS GON _
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embarazo, los picos de secrecién terminan después de 13 dias, debido a una disminucién en

la secrecién de esterona’

tm

“de‘un’'ri

endo6geno (revision en Freeman et al 2000).
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Fig. 1. Niveles plasmaticos de progesterona, prolactina, estradiol, hormona lutcinizante
(LH) y hormona foliculo estimulante (FSH) determinados en ratas durante los dias del ciclo
estral, cada punto en la grafica representa el promedio = error estandar. Las lineas punteadas
horizontales indican la medianoche (24:00 hrs), las barras negras en ¢l ¢je de las ordenadas
sefnalan el periodo de obscuridad, de un ciclo de 12 horas luz-obscuridad y los nimeros

debajo del eje de las ordenadas representan el tiempo en termino de 24 horas. (Tomada de
Neill 1980).
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Fig. 2. Concentracion de PRL en el suero de ratas pseudoembarazadas. Las barras negras en
el eje de las ordenadas sefialan el periodo de obscuridad, de un ciclo de 12 horas luz-

obscuridad. EC = estimulacidén cervical, n' = mediodia (12:00 hrs) y m-.= medioanoche.
(Tomada de Neill 1980).

Lactancia. Es un mecanismo neuroenddcrino complejo que conStjtuyé la fase final del ciclo

reproductor de los mamiferos. En la rata, la s‘ec‘recién“ d

el reinicio de la succién es seguido de una libera

(Grosvénor et al 1967).
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El efecto de la succion sobre la secrecién de PRL ‘en la rata consiste en una disminucién

inicial rapida (1 a 2 minutoé) y extensa (15 a 60|,1g) cig la hormbna“cbnte‘x’ii‘dai enla AH.

Después’ de ser depigtéda;

repleta, hasta alcanzar los niveles’que teni

" del intervalo previo de no succion (Grosvenor.y::Men

de PRL nl

! Los terminos *deplecién™ y *“replecién™ se utilizan para referirse a los términos depletion y repletion, que en
el idioma ingles denotan agotamiento, disminucién rapida, vaciamiento, etc. (depletion) ; y llenado,
acumulacién, replecion, etc. (repletion). Dado que el término “depletion™ no existe en el idioma espaiiol,
aunque si el de replecion, se utilizan ambos en la presente tesis con cl propdsito de conservar su connotacién
y evitar posibles confusiones.
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V.ASPECTOS BIOQUIMICO-MOL ECULARES Y DE BIOLOGIA
CELULAR DE LA SECRECION DE LA PROLACTINA

a) Gene y estructura quimica

El gene que codifica para la PRL es unico y se encuentra en todoﬂb

‘;los vertebrados. En

humanos se localiza en el cromosoma 6 (Owerbach et al 1981), ml ﬁ_t as que en la rata se

encuentra en el cromosoma 17. Esta compuesto de S exones. 'con una longitud de

10 kb (Truong et al 1984). Despues de remover el peptldo efial (28 aa) (Cooke ‘et al 198 1)

seda lugar a la forma m'\dura de la horrnona

ammoacxdos respectlvamente y el asa mayor de; 1 15 ammoacndos ‘(f g 3) (Shome y Par]ow

1977)
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Fig. 3 Representaciéon esquematica de la secuencia lineal de aminoacidos (mostrados en los
circulos) que conforman a la PRL de 23 kDa. Las lineas horizontales ilustran los tres
puentes disulfuro presentes en la hormona, los circulos negros representan los aminoacidos
conservados en las especies de rata, ratén, cerdo, bovino y humano (tomada de Neill y Nagy
1994).
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b) Estructuras intracelulares que participan en la secrecion de prolactina

Biosintesis de la prolactina

La sintesis’ de Jla " PRL inicia con la transcripcion del gen de PRL en RNAm, que es

entro del micleo del lactotropo para formar un RNA maduro que es‘

t'ransportado hacia‘el cntoplasma (numero 1l en ﬁg. 4) Postenormente, el RNA se.une’a’ los

nb_osomas, en“donde se traduce una secuencna de pre prolactma que es: descargada hacia’ el :

microtibulos’ hac:a'el Comple_]o de Golg1 (CG) (nurnero 3 en ﬁg 4) (Welssman et al 2001,

Beznoussenko y Mxronov 2002)
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Nucleo

Fig 4. Representacion esquermatica del procesamiento intracelular de la PRL. La hormona
comienza a ser sintetizada en los poliribosomas (1) de donde pasa al reticulo endoplasmico
rugoso (RER) (2), de aqui es transportada hacia el complejo de Golgi (CG) mediante
vesiculas (3) las cuales se desprenden del RER. En el CG la hormona es concentrada y
empaquetada en el lado trans del CG (4). Del CG salen los granulos inmaduros (5) los cuales
se van agregando (6) hasta formar un granulo maduro (GM) (7). Durante la secrecidon activa
los GM se fusionan con la membrana célular (8) y son descargados mediante exocitosis.
Cuando la secrecidn se detiene y existe un exceso de hormona, los GM se fusionan con los
lisosomas (8’) y de esta forma son degradados (9) (tomada de Farquhar 1985).
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El traﬁco a traves del CG

El CG es-un- organelo de forma sacular que se locahza cerca del nicleo. Posee un lado de

entrada (czs), uno. de sahda (trans)' que . estan conectados por una serie de

compartlmlentos formados por red tubulares y estructuras en forma de cisternas. Se ha

observadq t C rtante: ; 6n’ de las proteinas, ya que

,membranales que. s acumulan a su alrededor: Se piensa que existe un pat:rén de uperﬁcne en

la hor'mon ag gada que es reconocxdo por llpldOS protennas, O por una combmac:on. Esto

‘perrmte .que las protemas membrana]es necesarias para el transporte y la exocntosns del

granulo secretor, se ensamblen correctamente y en las proporciones adecuadas, en la
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membrana alrededor del agregado.” Dicho ensamblado no ocurre con la misma eficacia,

alrededor de todos los agregados (Dannies 2002).

Se ' ha demostrado ""me"di:'mte i iéénidas R autoradiograﬁa,~ inmunocitoquimica y

fraccionamie'ntb celular g que la PRL es s:ntetlzada a'través de esta ruta mtracelular (RER -

CG - granulos inmaduros - g-ranulos maduros) (nimeros. 1 al 7 en ﬁg. 4) (Tougard et al 1980,

puedél ser regu

descérgay rap

fisiolégico. E;

i granulos por un penodo de nempo cons:derable (Kelly 1985, Buress y Kelly 1987, Halban

y Irmmger 1994)




Por lo que se reﬁere’a 1a via reguiada,‘ en células productoras de PRL se ha observado que la

hormona recién sintetizada, marcada’ con isétopos radiactivos, es liberada preferencialmente

en vez de la hormona almacenada (Swearingen 1971, Swearingen y Nicoll 1972).

Lisosoma

Membrana
.plasmatica - -

' o \‘\ Endosoma tardfo
Nicleo - 3
Retfculo endopldsmico 1 -— -

- {O\f? ‘/O Endosdmn temprano

\@ A '.Vgsfcula sccretora
O T To—2
SRS © @

(O Cisternas
T

Y
o
S

N

Grénulo madumr
Complejo de Golgi

Fig. 5 Diagrama de los diferentes organelos de las células eucariotas que intervienen en las
rutas biosintéticas y cndociticas. En las rutas biosintéticas (1 y 2) las moléculas son
transportadas desde el reticulo endopldsmico hacia la membrana plasmatica o via endosoma
tardio hacia los lisosomas. En las rutas endociticas (3) las moléculas son incorporadas en
vesiculas derivadas de la membrana plasmatica y llevadas hacia los lisosomas (via endosoma
temprano-tardio). Muchas de las moléculas endocitadas son recuperadas desde los
endosomas tardios (5) hacia el complejo de Golgi o hacia el reticulo endoplasmico para ser
reutilizadas por la célula (tomada de Alberts et al 2002b)
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Se ha sugerido que la heterogeneidéd "en los lactotropos ppcde explicar este fenémeno, al

menos_en parte, ya que_existe una subpoblacién: muy activa .’ que sintetiza, concentra y

secreta PRL

. difere'n:te'sr'b
sino }:lié_yla‘APRL-m’adﬁra v.gr.,de 4a g horas después’ de vhab’e‘r's'ido si etiz'a:;cla‘ (Me_n'a et al.

1984).

Por otra 'p’ane; la eyi‘deﬁt:ia de la existencia de la‘ruta ,constituti\‘/a‘en lds lactotropos‘ ha sido

descnta por vanos, rupos d traba_]o utilizando i diversas; metodologlas, sm embargo su

sngmﬁcado funmonal no ha quedado totalmente establecido (Chen et. al 1989 Pe]legnm et al

Exocitosis en los

La exocitosis es

En células glandulares en xocrinas, es'la ruta . de: transporte’ membranal mas
importante y consiste en la fusién-fisién de la membrana granular con la membrana celular y
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la subsecuente descarga del contenido granular al espacio intercelular (Alberts 2002b). La

exocitosis en células pr'od‘uétdras_de' PRL ocurre preferencialmente en la membrana basal de

la supei’ﬁcié'cé ulé:l"(C Sfand“ef 11993)

La secuencia de pasosen la‘exocitosis;.comprende: varios: pasos: ‘una etapa de preparacién
dependiente’de.

celular 'délh'ylég ‘

pl:isméticaAqué se'i
las moléculas 'y pa

endocitosis puede ocu

continuamente reciclados a la superficie. celular a. través de.la-exocitosis ;(Gonzalez'-Gaitan
2003).
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Muchos de los receptores- de superficie celular ‘que unen macromoléculas especificas

extracelulares' lo realizan mediante pozos cubiertos por clatrina.. De esta forma, el complejo

Esta ruta es; pnncxpalmente

ti xzada cuando la exoc:tosxs se: encuentra depnmlda y - fue

descrita ongma\mente en la AH de ratas lactantes ‘no: succmnadas por sus crias: durante

periodos prolongados (numero 8’ én ﬁg. 4) (Smlth y Farquhar 1966) Sé ha observado

mediante técnicas morfologlcas e hlstoquxmlcas, la presencra de numerosos granulos
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maduros dentro de los lisosomas, después de un periodo de 24 a 48 horas sin succién. Se ha

sugendo que este fenomeno puede servur como regulador del proceso de mcorporacnon Yy

produc:da probablemente por. este mecanismo (Emanuele et al 992)

La glucosilacién se ha reportado en la AHde una gran'variedad. de mamiféros, anfibios y
aves, asociada a la disminucién en la actividad biolégica de las mismas (Lewis ’etﬁal 1984); el
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grado de glucosilacidn varia entre las especies y diferentes estados reproductivos desde 1%

hasta el 60%.

La desqmuiacmn 1mphca la perd|da de amomo de los resnduos de asparagina y glutamina, lo

cual trae como consecuenc:a una’ dlsmmuc: n de’l ac 1v1dad biolégica de las prolactinas de

ovino y de r

en los granulos:

1 48-sennar 149}

Baldocchl et al

La reduccmn de un puente dxsulfuro, dando lugar a las formas submonoméricas con actividad

bxo]oglca e mmunologlca d:ferente a la de la forma nativa (Mittra 1980).
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La_fosforilacién, esta ocurre' dentro de los granulos de secrecién de los lactotropos ‘justo

antes de la exocxtos:s e 1mphca la estenﬁcacnon de Ios gmpos hldrOXll de los resnduos de

) dlfosfonladas durant

1 993) ’y durante

mcrementa (Ho'y.

PRL es uno de los mecanismos por los cuales se genera esa gran dwersxdad de accxones de la

misma (Sinha 1992 y 1995).
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Fig. 6. Modificaciones estructurales de la PRL (tomada de Sinha 1992 y 1995)
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d) Mecanismos asociados a la transformacién de prolactina

Como se hamencionado? el proceso dé secrecién de-la-PRL en la rata lactante es'un evento

multifé‘siéor,:re
or etal 1981, Mena et al 1982). Este concepto

diferentes técnicas, e

glanr;vi.v.bxvlar_

pérdx:da re

forma ;Sréliberable y detectable, la:cual,;mediante un’ proceso_de:transformacion. reversible,
pasa de la forma detectable ‘a,unai indetectable 'y finalmente -recupera:su deteétabilidad

durante la liberaciéon. Segiin este esquema’ se: considera/que :la: fase :de ‘,transformacic’m

corresponde a la fase de depleciéh e indétéctabllidad de la hormone; y la fase de liberacién
TESIS CGR
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propiamente dicha  ocurre a partir de la hormona transformada. Dado que dicha

transformacmn es revers:b]e, permlte cxphcar la recuperacnon de la detectabllldad tanto en la .

Asimféﬁxd, las” fases de deplecn n,

(Grosvenor y Mena 1980 Grosvenor et al 1980)
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En resufnen, estos datos muestran que la fase de deplecidén-transformacion ‘es el paso

hmxtante para la dlspombllldad de la homona llberable en la ‘AH de la rata Iactante Yy que el

prolina y se encuentra locallzado cerca de la reglon t nsmembranal Este a.rreglo es esencnal

para la via de transduccion de sefales (Horseman y Yu-Lee 1994 Dlnerste|n ‘et al 1995)
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En el tejido de rata, se han descrito tres versiones del PRL-R. Una forma corta compuesta de

291 aa, una forrna 1arga de 591 aa, (ver revnslon en Bole-Feysot et al 1998) y una forma

mtermedxa de 399 aa, esta ultlma ‘solo . se. ha zus]ado en celulas provementes de hnfomaAsz )

Jla; gléﬁaulé

a.forma corta

como la ]arga se encuenu'an distribuidos

Ademas de Ios recept res

conformadas por - ”06 a

unién 1 y 2) que _mteracﬁ'xan con cada ﬁqqlegulé del PRL—R (Gofﬁn ‘et al 1996) o
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Membrana celular

Puentes disulfur§
29

—

Dominio WS-
Box 1. .. ...

Difererente extremo C-terminal

393

l
N

Corte -

L

591

Flg.7 Dlagrdma de los dlferentes receptores de PRL en la rata. De derecha a lzqmerda se
muestran el npo largo, mtermedlo, corto y..la proteina tranportadora de'PRL." (tomada de

cascadas . de

activan a otros efectores La pnncnpal y mejor ‘conocida’ cascada de senalxzacnon comprende

a la via Jak/Stat, 1a via Ras—Raf MAPK y al de la cmasasr e l utn‘osma Src (Bole-Feysot et

al 1998: Yu-Lee et al 1998, Freeman et al 2000) La fosfon]acnon de STAT permite su
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translocacidn al nticleo y su unién subsecuente a secuencias consenso en el ADN, llamadas

GAS (Gamma Activation Site) las cuales activan la transcripcion de diferentes genes (ver

Vﬁg. 8) (l:‘réem:;n etal 2000).

Forma larga del PRL-R Forma corta del PRL-R Forma larga del PRL-R

o
=
=
o
=3
3
s
g
8
[
=
=

rEFECTOS BIOLOGICOS

Fig. 8 Vias de transduccién de sefiales iniciada por la activacion del receptor de PRL (PRL-R). Via
JAK/STAT: los miembros de la familia de proteinas de transductor de sefiales y activador de la transcripcion
(STAT), STATI, STAT3, STATSa y STATSb son las moléculas principales de la via de transduccién de
sefiales iniciada por la activacion del PRL-R. STAT contiene un sitio de unién al DNA, un dominio del tipo
SH-3, SH-2 y un dominio transactivador en el extremo amino y carboxilo terminal. Un residuo de tirosina
fosforilado (Y) de la isoforma larga del PRL-R activado interactiia con el dominio SH2 de un STAT. STAT
es fosforilado por el receptor asociado a Jak cinasa mientras esti unido al receptor. La forma fosforilada de
STAT se disocia del receptor y se hetero u homodimeriza en sus residuos de fosfotirosina con el dominio
SH2 de otra molécula STAT fosforilada. Finalmente, el dimero STAT se transloca hacia el nucleo y activa un
sitio de unién de DNA en el promotor de un gen blanco, denominado GAS (secuencia activada por y-
interferon). Los residuos de tirosina de la isoforma corta del PRL-R no son fosforilados por Jak2, pero la
fosfotirosina de Jak2 pucde servir como sitio de anclaje para STAT1. Cascada MAPK: la activacién del PRL-
R también activa la cascada de cinasa de proteina activada por mitogeno (MAPK), la cual participa en la
fosforilacion de varios factores de transcripcion y de genes tempranos. Los residuos de fosfotirosina de la
isoforma larga del PRL-R sirven como sitios de anclaje puara proteinas adaptadoras (Shc/Grb2/SOS) los cuales
conectan con la cascada Ras/Raf/MAPK. Canales iénicos: Box 1 del dominio intracelular del PRL-R también
interviene en la activacién de una cinasa de tirosina activada por los canales de K’ a través de Jak2. El
extremo carboxil terminal del dominio intracelular del PRL-R inicia la produccion de mensajeros
intracelulares [inositol 1,3,4,5-tetrafosfato (IPs) ¢ inositol hexafosfato (1Pg)] los cuales abren canales de Ca®
independientes de voltaje. Src cinasas: la PRL también activa a los miembros de la familia Src cinasa, c-src y
Fyn, los cuales participan en la fosforilacién de la cinasa de tirosina de 3-fosfatilinositol (P13K). Regulacién
negativa: las vias Jak/Stat pueden ser inhibidas por SOCS (seiial supresor de citocinas), la cual inhibe la
cinasa de Jak, o CIS (proteina contenedora de SH2 inducible por citocinas), que compite con STAT por los
sitios de anclaje en el PRL-R. (Tomada de Freeman et al 2002).
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5) l’rolacnna e.\tralupof siaria

Ademas de ser sintetizada y secretada por. los lactotropos de la AH la PRL también es

produc:da por dlversos txpos de celulas y te_lldos. La expresnon del gene de PRL ha sido
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Fuentes de PRL extrapituitaria

‘Tejido/tipo celular Fluido

Cerebro/ncurona

Hipéfisis/lactotropo + Ligquido cerebroespinal

Glindula lacrimal/epitelio! Lagrimas
. Timo/timocito .
‘N&’d‘ulb Iiknlb":i'lico/linfocito
Glindula suﬂn_r"fpziré(epiiclio v
Glﬁhdul;; mﬁrhafié/cpitelio Leche
7 Bazefinfocito Suero
Piel/fibroblasto
B : Orina
~Liquido folicular

Miometrio/miocito

Decidua/célula del estroma Liquido arfmufn'co

Medula/célula linfoide

Fig. 9 Distribucion de la PRL extrahipofisiaria en el cuerpo. Las estructuras enlistadas en la
izquierda muestras los tejidos y las células que producen la PRL, mientras que en la derecha
los fluidos que contienen PRL. Noétese la heterogeneidad de las células productoras de PRL
en términos de origen embrioldgico, morfoldgico y funcional. (tomada de Ben-Jonathan et al
1996).
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Vi. REGULACION Y CONTROL DE LA SECRECION DE PROLACTINA
a) Control hiporalamico
De los estimulos ﬁsiolégicos, los mas importantes para la secrecion de PRL, son la succién

(Grosvenor y Men ‘1971 Mena y Grosvenor 1972), el estrés (Nelll 1970) y los estero:des

ovancos, pnncxpalmente vlos estrogenos (Nelll y Nagy 1994) Ta]es esumulOS ‘son

ene como consecuencna el

aumento gradual en las concentraciones de PRL plasmanca (Anrnura et al 1972 Blshop et
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Ritmo circadiano

Ambicnte interno?

Estimulos ambicntales: LEstradiol/progesticrona

Luz Glucocorticoides
Ok).ns Osmolaridud
Sonidos Estimulbs reproductivos:
Estrés

Aparcamicnto
Succiéon

Circuito regulador
hipotaliimico

Ncuronas ncurocnddcerinas

qu‘\ externa
Lmlncncu media

DASST,GABA... TRHNTOT

Lactotropo S X .
AH PRL L.Gbulo posterior
: - ¥ neurointermedio
Visos cortos ... Sl

Circulacién

sistémica . ' PRI_‘

Fig. 10 Esquema de la regulacion de la secrecion de PRL. La secrecion de PRL es controlada por un ritmo
circadiano de luz-obscuridad, el cual puede ser modificado por los estimulos tanto del medio ambiente interno
como externo, afectando a los elementos estimuladores o inhibidores del circuito hipotalamico. La via final
del control hipotaldmico son las neuronas que producen factores inhibidores de PRL (PIF) tales como la
dopamina (DA), somatostatina (SST), acido y-aminobutirico (GABA) o factores liberadores de PRL (PRF)
como hormona liberadora de tirotropina (TRH), neurotensina (NT), oxitocina (OT). Las neuronas
neuroendocrinas pueden liberar PIF y PRF hacia la eminencia media a través de los vasos largos hipofisiarios
o al 16bulo neurointermedio, el cual esta conectado a la AH por medio de los vasos cortos hipofisiarios. De
esta manera, los lactotropos son regulados a través de factores producidos por el sistema nervioso central o en
la hipéfisis. Por otra parte, los lactotropos son regulados tambien por células vecinas (regulacxon pardcrina) o
de los mismos lactotropos (regulacion autderina) (Tomada de Freeman et al 2000).




al. 1972); cuando la AH ' es transplantada a un»sitiyo que no tiene vinculos vasculares o

neurales con él liipo‘tél‘am‘c»)vr(Eve,rctt 1954) o sus d;éluias son cultivadas in vitro Neill 1980),

los lactotropos mues una alta tasa de secrecién.’.

or:otra parte,;se:ha documentado que la

dopamina a concentraciones bajas tiene un efecto estirulador de la'secrecién de PRL (Burris

etal 1991).
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La dopamina puede ser la neurohormona mas: importante :para el control homeostaitico de

PRL. 'E;Vsit'e'bapd es ll’e‘\':"z;dic; a' cabo por.una Tinteracciénfde ,ren-déli}heﬁfécién reciproca entre

la hipéﬁSiS‘ y el sistema ﬁJbermnfuhdibulér,dopamlnerglco' ya® dué se ha demosn'ado que un

decremento en los niveles de dopamina provoca un aumemo en la'secrecion de Pl{Lv Esta, a

su vez, estimula‘’la‘liberacién de dopamina y asi. antagoniza’el camb|o inicial en la tasa de la

alcanzar el lébﬁib ahteno}' e.la’AH por ~med|o,d.1c:lci>‘s:vaS‘6‘si Eoftds ydel sistema hipotalamo-

hipofi snano, el cua representa una comumcacxon vascular entre esos lébulos. De esta

manera, la comumca ion..entre los lébulos postenor Y neurointermedio y la AH ‘es

neuroendocnna y endocnna
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Estudios previos han demostrado que el'a-MSH actia como un:factor que incrementa la

responsividad de los lactotropos localizados en yl_a'i'egi‘én central de la AH Magy 'y 'Frawley

et al 1§90).'"Asi,

la hipc’)fis}‘isy en 'r’e'é'puesl;av -al ‘estimulo de ]

leche, también provoca la liberaci

secretagogc

acuerdo a estos’auto

suc¢i6nj(Murai y Ben-Jonathan '198'7 ).y
durante el proestro. Ademas, se ha sugeﬁdd" ém:bie'n;qixe dicho factor puede estimular la

liberacién de PRL in vivo en presencia de DA lo cual sugiere que la lobectomia posterior
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inhibe la liberacién’de PRL en respuesta a la succién : Estos resultados han permitido

postular que durante la succnon, el lobulo postenor de la hxpoﬁsts secreta una sefial quimica

PRL al aci‘par de manera aut_o-smaptocnna sobre las termmales dopammerglcas (Toth et al

2002).

d) Regulacion pardcrinay autécrina

En aﬁos recientes se ha observado que existenvdiversos mecanismos de cdmunicacic’m en los

sxstemas endocrmos en-los’cuales’ las proplas celulas endocnnas producen mensa_)eros, que

pueden afecta anto 1

glandula. También _puede ’se; el caso de kqu<e el mensajero actué c':émo mediador local Yy que

afecte solamente células en el ambienteiinmedidkto‘de_ la célula productora. Para que se lleve a
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cabo este proceso, los mensajeros deben actuar en sus objetivos especificos, ademas de que

no dcben dnﬁ.mdlrse demasxado ]e_]os de su. ongen, ya que en ese caso seran’ rapu!amente

gonadotropos como a’ ]as celulas_fohculoestrelladas. bPor 1;) quqe sé re’ﬁere a los primeros,
exlsten contactos- intimos entré estos y los lactotropos y el agente que media los efectos
parece ser la angiotensina il (AID), liberada por los gonadotropos en respuesta al tratamiento
con hormona estimuladora de las gonadotrofinas (GnRH). La AII estimula la liberacion de

PRL y se ha observado que la administracion de antagonistas bloquea este efecto. Aunado a
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esto, previamente se ha descriio la presencia tanto de 'AII en la AH como de receptores a

All en los lactotropos A51m|smo se ha observado quc las celulas foliculoestrelladas inhiben

Enla hlpOﬁSlS se dlstmguen 2 partes la neurohxpoﬁs:s y Ia AH La ultxma esta compuesta

por. el lobulo anterior (pars dlStallS), el: lobulo mtermedlo (pars intermedia) y la pars
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tuberalis, mientras que la neurohipofisis est4 compuesta- por el . 16bulo posterior  (pars

nervosa), el tallo hipofisfario y la‘e’rnin‘enc_ia media (ver- ﬁg.; 1 1)‘(Arm'stro'ng'1'995). LavAH

de la rata cont|ene mas‘de 2,000, 000 de células de ‘las cuale el:30-50%" son lactotropos

16bulo intermedioy eﬁ una zona externa qﬁé‘cdrresppndé al resto de la glandula (Papka et al

1986).

‘Neuronas magnocclulares del . |
paraventricular y supraoptico

Neuronas del para
arcuato

gntricular, periventricular,
septo medial

Tallo infundibular

Circylacién periférica

Pars tuberalis Vena Porta

Fig. 11 Representacion esquematica de la hipofisis de la rata y sus relaciones con ¢l hipotilamo CIEM= capa
interna de la eminencia media, CEEM= capa externa de la eminencia media, LP= lébulo postenor. LI=
16bulo intermedio, LA= 16bulo antecrior (tomada de Armstrong 1995).

Por estudios in vitro y utilizando el inmunoensayo de:placa, se han clasificado los
lactrotropos de ratas adultas en lactotropos. que. liberan.pgqueﬁasr cantidades de PRL por
unidad de tiempo y lactotropos de placas grandes con mayor actividad secretora (Luque et

al 1986, Cota et al 1990).
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Se ha considerado también que la heterogeneidad funcional de los lactotropos puede ser un

refle_)o de la susccptxbmdad de subpépl»aéidﬁnes . celulares 'dvé cambiar su funcionalidad de

13 evédo a los

autores a sugerir que dlchas celulas tienen mayor responsnw d en losicambios agudos’ de

secrecion de la PRL mduc:da por la succién (Nagy et al 1991)
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En apoyo a esta hipétesis, experimentos mas recientes del grupo de Frawley sugieren que el

16bulo neuromtermedlo de la hxpofsts puede partucnpar en el fenomeno de 1a reglonahzacmn,

ya que la regloﬁ central de la AH es la ‘mas cercana al 16bulo: neuroxntermedl Estos autores

que estd asociada al estimuloide’la.succién 'y que:la regionaliz’acién"de;la‘secrecién de PRL

esta regulada por el lébulo ~posteriok y/o neuromtermedl ..Por otra. parte, resultados

obtenidos acerca de la secrecién basal de la PRL por la AH de ratas no succionadas y

s3




( TESIS CON
F

—
i

|

ALLA TE (OPIEN |

succionadas muestran que 1a secrec:on de la PRL por Ia AH de ratas no succionadas fue

mayor en los fragmentos de te_]ldo provementes de la parte central de la glandula que en los

ecrecnon de PRL de ambas -

provoca un aumento en la s:nte31s y secrecion de PRL:(Aanestead et al 1993), asi como en

el namero de celulas secretora de PRLi(Fellx et al 1995), el factor de crecimiento tipo

insulinico 1 (IGF—I) aumenta la secrecién de PRL (La.ra et ‘al 1994);: el factor de crecimiento
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neural (NGF) aumenta la secrecién de PRL (Missale et al 1994) e incrementa la‘ captura de

tlmxdma en los lactotropos (Proesmans 1997) Fmalmente, el 'factor de creciihiento_

e actotropos (Mc
Andrew et al '19 5) 3

et al 1986 Murata y Ymg 1991 De eta »l996 Tan et al 199 Abraham et al 1998b) ‘
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VII. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

A partir_de resultados obtenidos previamente en el laboratorio (Mena et al, 1996), se

propuso que a través de acciones autocrinas y/o parécrinas se ejercen’influencias regionales

en la secrec:on basal de PRL por la AH de ratas lactantes, ‘ya'que la actividad séci‘etbxja de

las celulas de ]a AI—I no solo depende de fac

pueden verse como posxbles fuentes y objenvos de estos: factore:

intercelulares: (revisién en

Schwart y Cherny 1992). Con el fin de probar dlcha hlpote51s se. reahzaron los s:gunemes

experimentos :
Determinacion de la secrecién de PRL en las regiones central y lateral‘de 1a ‘AH de ratas

lactantes no succionadas. separadas anatémicamente o incubadas"Coniuhtamente'
Las regidones central y lateral de la AH de ratas lactantes ‘no- succmnadas se incubaron

individualmente en medio de Earle por un penodo de dos horas en condiciones control y

cada treinta minutos el medio se reemplazo con medxo fresc Por otra parte, los grupos

experimentales quedaron conformados de la s:guxente manera: - en el primero de ellos se

incubaron conjuntamente’ las,‘regiones mdividual_es‘central Yy lateral de la glandula, mientras

que en otro gmpo, se lin(’:ub'aro‘n, ambas’ porcidﬁeé_fde la.AH sin haber hecho la diseccion

quirargica.
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Los resultados obtenidos (ver fig. 12) mostraron que las porciones de la regién. central del

grupo control secretaron una mayor cantidad de hormona que las de la regién‘ iaterﬁl control,

'y mayor.qu ladela

oifueron’concluyentes; yaique podria’deberse ‘a la

H de rataslactantes no

barazo y.:ratas. macho adultas se

r d

gestantes ambas regiones secretaron una cantidad similar de PRL al medio de incubacién (ver

fig.13).
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Figura 12. PRL secretada {pg/mg) durante 2 horas de incubacidn de fragmentos de tejidos derivados de la regidn lafcral, central; lateral-central separadas
anatgmicamente o incubadas sin diseccidn. T= suma de la cantidad de PRL secretada al medio de incubacion. * Diferente significativemente de l@ Tegion lateral

(p<0.05).

PROLACTINA SECRETADA
ughmg AH

i- Ratas lactantes no succionadas Ratas gestantes ‘ Ratasmacha
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j n ™
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Figura 13, PRL sccretada durante la incubacion por 30 minutos de las porciones lateral y central de AH, obicnidas de ratas lactantes no succionadas y gestantcs
(2 semana de embarazo) y ratas macho. * Diferente significativamente con relacion a la regidn lateral (p < 0.05).
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Vvill. HIPOTESIS

1. En la adenohipéfisis de ratas lactantes se producen y secretan al medio de incubacién
factores capaces de influir sobre la secrecién de PRL por la propia glandula tanto de ratas

lactantes como de ratas macho.

IX. OBJETIVOS

Experimento 1

1.1 Determinar el efecto del medxo condxcxonado provenxente de la reglon cenu-al Yy lateral de

ratas lactantes en una detcrrmnada cond:cnon f’snologlca vgr., no succxonadas y succnonadas,

succclon da

Eipeff)_nentor 2y.3

2 1 Deten'mnar si: el perf 1 de secrecuon de PRL AH de ratas macho mcubadas en el medio

condrcxonado dela reglon lateral de ratas lactantes no succxonadas, es snmllar al observado en

ratas ]actantes. ‘
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X. MATERIAL Y METODOS FA! l A DE OE‘:.'

GEN |

Material biolégico

Se utilizaron ratas primiparas lactantes de la cepa'Wlstar de 7 a 14 d|as post—parto rp) ¥

con 8-10 crias por camada y ratas macho dei330°a 350 grs Todos ]os ammales fueron

mantenidos en jaulas individuales 'en un cuarto con temperatura controlada (24‘? pe 1°f C)‘y
con un periodo de 14 hrs. lﬁz y{‘l‘O hrs

alimentadas con alimento para roedor (RélStoﬁ 'l?unna Co, »Ch_lcago IL) y agua ad libitum. -

Obtencion de muestras

Grupo de ratas lactantes, Las madres fueron separadas de susicrias durante 6 horas.,Al cabo

de dicho periodo las ratas fueron a' estes:ada con ‘éter acnﬁcadas por decapntacnon A

otros gmpos de ammales eriodo ide ;‘ suc_cxongde n15

mmutos y postenormente fueron sac 'ﬁcada

Gmgo de r'\tas macho Las ratas ﬁ.l ron anestesxadas con eter y se les sacnficé por

decapltacxon

Diseccidén de la AH. Se extra_]o la hlpofSls, y»vw AH se lelle de acuerdo al esquema

mostrado en la figura 14,

corresponde a la regién mtema de la glandula que rodea al lobulo neuromtermedlo de la

hipéfisis y las porciones laterales al resto de la glandula

60
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Fig 14. Localizacién de la regién central y lateral de la AH de 1a rata lactante (tomado de Papka et al 1986) y
del corte que se realiza para separar ambas regiones. LP = Lébulos posterior y ncuromtcrmcdlo, RL = regioén
lateral, RC = region central. ;

Procedimiento de_incubacién’ parala obtencién de - medios ' condicionados. Las  regiones

incubacién ' de’cada porcion;d

a 4000 rpm en un rotor de~angul -fijo,"con una: temperatura de 4° C' utllizandbsc agua
desionizada. Las moleculas de peso molecular supenor al corte (10 kDa) fueron hoﬁhzadas

por medio de un evaporador centrifugo (Savant) y reconstituidas con medio de Earle al doble
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de su concentracién original.-La concentraciéon de PRL en:los medios de incubacién se

determiné por electroforesis en ‘ge]es de poliacrilamida con el método de Nicoll et al (1969)

y se cuantificé en curvas estandar de PRL 23K al 7.5% en condiciones nativas. Se utilizé un

sistema de geles dé tubo (75-80 mm'x 5

1te.45 minutos. Los. geles

Condiciones experimentales
Experimento 1
Se realizaron una serie de experimentos para determinar el efecto sobre la secrecién de PRL

de incubar las regiones central y :lateral "de . la’ “AH  de :rataslactantes no, succionadas,

succionadas y macho por un periodo de 30 minutos en el medio condicionado obtenido de la

incubacién de'las regiones central y ]lateral provenientes de ‘animalesien’la misma o diferente

situacién fisiolégica” (no 'succionadas, succionadas 'y machos). Por lo que se refiere a los

62




grupos control estos se incubaron en medio Earle. De esta forma se realizaron los siguientes

grupos:

Donador Receptorj

Regién lateral de ratas lactantes no succionadas ' “Ratas 1o succnonadas"
L T e e e Ratas, succnonadas =

: : Ratas macho

Regidn central de ratas lactantes no succionadas:

Regién lateral de ratas lactantes succionadas

Region central de ratas lactantes succionadas '  Ratas no. succxonadas

y Ratas suc onadas

Region lateral de ratas_rhac:hof + Ratas no succ10nadas

Experimento 2

Para determmar sx la mcubacnon con el MC esnm la s ién la ‘s'i'nt'es‘is

de PRL, se anahzo el efecto de un’ mhlbldor de la sintesis

secreciénj de P poxj~parte de ‘las regiones - central ' \H - - macho’

incubadas’ en medio condicionado de la regién’ lateral'de:rata o succionadas, se

integrardn los siguientes grupos:
Grupos controles: Las porciones.de AH co ‘sp‘ hdie tes'a la region central y lateral de

ratas macho se incubaron durante una hora en forma individual en medio de Earle adicionado

o no con cicloheximida a una dosis de SO pg/ml. El medio de incubacion de cada porcion de
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tejido se recolectd cada media hora durante una hora, el cual fue reemplazado con la misma

cantidad de medio fresco en el cambio’.

Grupos expenmentale Se mtegraron dos grupos expenmentales con las respectivas

regxones AH de ratas macho Ias cuales fueron mcubadas en medio condicionado 'de la regidon

lateral de ratas lactantes no succ:onadas ‘a uno de los cuales se les adicioné cicloheximida a

una dosis de 50’ ;,Lg/x_nl :

Expen mento 3

Con el proposnto de deﬁnxr el perﬁl de secrecmn de PRL de ]as reglones de ]a AH de ratas

macho mcubadas en‘el medlo cond|c1onado de las ratas lactames, se llevo a cabo la marca de

la hormona ‘tanto enco dl;:c‘)nes','in 'vtvq, tro medlante el empleo de leucina

- tritiada, de acuerdo AIVSIguirer‘lte prbc;e"dimienip;'

Marcaje in»vi'vo de PRI con2H:leucina:

scrita en medio condicionado de la

region lateral de ratas lactantes no succionadas. Después de la deteccion de 1la PRL total por
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electroforesis en gel, las bandas de PRL fueron cortadas de la columna, colocadas en viales

de centelleo y dxsueltas en.l. 0 rnl dc HZO-. al 30% a 50° C (Tlshler y Epsteln, 1968)

Anahsls e:tadlstlco

Todos los datos son exprcsados como promedlo = EE La concentracmn de PRL en el medlo

de mcubac:on se expresa en pug/mg de AH: Las dlferenClaS entre las medias de los grupos son
comparadas por anilisis de varianza (ANOVA)_ de Qna \(ia y seguidos por una prueba. de

Tukey. Los valores de p < 0.05 son consideradcjs comovestadisticamente significativos.
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X1. RESULTADO

1.1 Experimentos en adenohipéfisis de ratas lactantes

Efecto de la incubacion en medio condicionado de la region lateral de ratas. lactantes no
succionadas sobre la secrecion de PRL por adenohipéfisis provementes de ratas lactantes
no succionadas y succionadas

La incubacién en medio condicionado obtenido de la region lateral de ratas no succionadas,

lsmmucikéyn”_en‘k'la' cantidad ‘de. PRL

sin- observarse mngun efecto en . la region central en

comparacxon al control (vease fi gura 16)
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Efecto dc Ia tncubaczon en. medzo condtcxonado de Ia regton lateral de ratas succxonadas
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Donador: RL ratas no succionadas Donador: RL ratas no succionadas

301 : L
2 CoEare g Earke
:T 24 ESMCRLRNS ?2 25 wzaMC RL RNS
37 | 5"
T
:._',515- . e
& R
E‘ =
= Sl B
0 0 lateral central

laterat central

Receptor: ratas no sticcionadas Receptor: ratas succionadas

Fig. 15 Efecto de la incubacion en medio condicionado de la region lateral de ratas no succionadas sobre
la secrecion de PRL por la AH de ratas lactantes no succionadas y succionadas. MC= medio condicionado
RL = region lateral, RNS= ratas no succionadas (n= 5) (* p<0.05 vs grupo control). :
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Donador: RC ratas no succionadas Donador: RC de ratas no succiondas

*
30 0
g C3Earke g control
5 % ESIMCRCRNS 5 ZZMC RC RNS
P 201 ~ 20-
£z iz
9415 3&15_
6 G
3 104 8 10+ *
J J
/4 J
tol |E : Sﬂ% i
0 lateral central

lateral central

Recepor: ratas no succionadas Receplor: ratas succionadas

Fig. 16 Efecto de la incubacion en medio condicionado de la regidn central de ratas no succionadas sobre la
secrecion de PRL por la AH de ratas lactantes no succionadas y succionadas (n=5) (* p< 0.05 vs grupo control).
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Donador; RL ratas succionadas

[
?

Eade
E=MCRLRS

PRL secretada (ng/mg
AH)
3 3 ¥ ow

w

‘ l : l
0 lateral central
Réceplar: ratas no succionadas

PRL secretada (ng/mg

(%3
o
y

Donador: RL ratas succionadas

251 %

AH)

lateral central

Receptor: ratas succionadas

CJEarke
MC RLRS

Fig. 17 Efecto de la incubacidn en medio condicionado de la region lateral de ratas succionadas sobre
la secrecién de PRL por la AH de ratas lactantes no succionadas y succionadas.
MC= medio condicionado RL= region lateral, RNS=ratas succionadas (n= 5) (* p<0.05 vs grupo

control).
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Donador; RC ratas succionadas

l:lEaNe
=IMCRCRS

S & 8 B

PRLsecretada (19/mg
AH)
il

18 [18

lateral central .
Receptor; ratas no succionadas

(=)

PRL secretada (irg/mg
AH)

Donador: RC ratas succionadas

lateral central
Receptor: ratas succionadas

Eare
¥Z2MC RC RS

Fig. 18 Efecto de la incubacién en medio condicionado de la region central de ratas succionadas sobre la
secrecion de PRL por fa AH de ratas lactantes no succionadas y succionadas. MC = medio
condicionado, RC= region central, RS= ratas succionadas (n = 5) ("p<0.05 vs control).
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1.2 Experimentos en adenohipdfisis de ratas macheo

Efecto de la incubacion en medio condicionado de la regxon IateraI de ratas no succxonadas
5% succ:onadas sobre la secrecion de PRL por adenohxpof sis de ratas macho AR

incubado en medio Earle,y

condicionado de la reglon ]atcral de ratas no succtonadas (vease fgura 22)




/

PRL TOTAL (ug/mg AH)

Donador: RL ratas no succionadas Donador: RL ratas succionadas

30
25 5
X *
0 20
15
10 BPRL secretada @PRL secretada
BPRL en MC BPRL en MC
5
0 4
-5
-10 10

RL Eare RLMC RC Earle RCMC RL Earle AL MC RC Earle RCMC

Receptor: Ratas macho Receptor: Ratas macho
Fig. 19 Efecto de la incubacién en medio condicionado de fa region lateral de ratas no succionadas y succionadas sobre la secrecidn de
PRL por la AH de ratas macho. En el ¢je de las ordenadas se muestra la cantidad de hormona contenida en el medio condicionado (parte
inferior), la cual se sustrae de la cantidad de hormona secretada al medio (parte superior del ¢je). MC=medio condicionado, RL= region
lateral, RC= region central (n=5) (p<0.05 vs grupo control).
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AH)
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Donador: MC 4x RLRM

lateral central
Receptor: ratas no succionadas
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MC 4xRLRM

Fig. 20 Efecto de la incubacién en medio condicionado de Ia region lateraly de ratas macho sobre la secrecion de
PRL por laAH de ratas lactantes no succionadas. MC = medio condicionado, RL=regidn lateral, RM = ratas macho

(n=5).
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Fig.21 Efecto de laincubacion en medio condicionado de la regién lateral de ratas macho sobre
la secrecion de PRL por la AH de ratas macho. MC = medio condicionado, RL = region lateral,
RM = ratas macho (n = 5).
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Fig. 22 Concentracién de PRL en tejidos de ratas macho sin incubar y después de incubar en
medio Earle y en medio condicionado de (a region lateral de ratas no succionadas. MC = medio
condicionado, RL = region lateral, RNS = ratas no succionadas (n = 5).
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"Resumen de resultados del experimento 1

A continuacién se presenta el resumen de los datos obtenidos de las incubaciones con medio

, no-succionadas o succionadas y macho,

‘en'la misma condicién fisiolégica o diferente a la del

animal de d‘c”m\de se haya obtenido el medio gc‘:riidici“onado. .

“Donador

Ratas succionadas Ratas macho
RL RC RL _RC
o . K it S - K -
e g2 | - 0 - ) 0 o?
85
[ =]
~ 2 .
g = (o) + + 0 0 o?
|
g B o - + - &? o2
8
=
o3
g =
& 0o o + -+ &? &?
2 Q + .9 + 29 0 1]
é =5 GF P& PA
@
g =2
= . . o
+ &? + &? 0 o?

Simbologia: RI. = region lateral, RC = regién central, + = efecto estimulador, - = efecto
inhibidor, 0 = no efecto, {? = no se realiz6 el grupo experimental. )
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Cuando se consideran los efectos en las ratas . lactantes, se observa que el medio

condicionado proveniente de la'AH de ratas lactantes succionadas tuvo un mayor numero de

efectos estimul dore prove iente 'df._:‘ la AH de las ratas lactantes

AH de ratas

lateral de ratas -macho no
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Experime'nto' 11

Efecto de.ariadir: tclolzatumda al:medio: condzcxonado de’la reg'zon lateral .de ratas no
succzonadas, sobre la secreczon de PRL po - AH de ratas. macho:- _—
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BRL + MC + CH'x
ORC + MC + CH'x

z 20 ORL + Earle

‘E" DO RC + Earle

S 15 4 @ARL + Earle + CH'x
= @ RC + Earle + CH'x
3 BRL + MC

® BRC + MC

8

w

)

o

.

total

anun 23 a. Efecto de la incubacion cn medio Earle sin o con cicloheximida (CH’x), medic condicionado de
1a region lateral de ratas lactantes succionadas (MC) y MC adicionado con cmlohexxmlda (50 pg/ml) @MC -
+ CH’x) sobre la secrecién de PRL por la AH de ratas macho durante un periodo de una hora. RL—— rcgnén
lateral, RC= regidn central (n = 5) (* p < 0.05 vs grupo control).

25 -
20 1 ORL:+ Earle
= ORC + Earle
< 15 4 mRL+Earle+CHx
E @ RC + Earle
£ . BRL + MC
;_:,‘10— BRC + MC
o T BRL + MC + CH'x
s | ORC + MC + CH'x

Tejidos

Figura 23 b. Efecto de 1a incubacion en medio Earle sin o con cicloheximida (CH’x), medio condicionado de
la region lateral de ratas lactantes succionadas (MC) y MC adicionado con cicloheximida (50 pg/ml) (MC
+ CH’x) sobre la cantidad de PRL e¢n tejidos de AH deratas macho durante un periodo de una hora, RL=
region lateral, RC= regién central (n = 5).
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Experim el(tb oar’

Perfil de secrecion 'de’ PRL AH toral y FH]-PRL de ratas macho incubadas en el medio
condzczonado de‘la regzon lateral de ratas’ Iactantes no succzonadas

Marca in vivo

Al incubar.el tejido de ratas macho en el medio. Earle se muestra (vease ﬁgs. 242 a y 25 a) que

n'sol amente durante

comrol comlenza a‘’secretar: dichi

) medxa hora de mcubac:on q recién’ sintetizada, para

posteriormente liberarla enuna menor.cantida or otra parte,’en los. grupos incubados con

el medio condicionado, la ?H—PRL ambién’es detectad ui j‘int'e' los primeros 30 minutos en

una baja cantidad y mantiene estos’ niveles' durémterto"do‘ el experimento. Sin embargo, es
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importante mencionar que las ‘diferencias entre los grupos no fueron estadisticamente

significativos.

Finalmeme,

n relacion a la actividad ésj:;ec'irﬁéra iéﬂto de'la liormona recién sintetizada (fig.

24 c), como: de la hormona madura (ﬁg., 25 c) se observo que excepto en el caso de los

grupos mcubad

n . medio Earle durante los pnmeros .30 .minutos de mcubacxon la

honnona' mar

ripidamente

[’H)-: PRLsde diferentes edades no existe:ninguna correlacién’ entre:la hormona total 'y ‘la

marcada, “en’ el casode’ Ios “grupos ' incubados con: medio. condicionado . de. ratas. no

succionadas.
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Fig. 24 a. Secre=ién de PRL total por parte de la region lateral (RL) y central (RC) de ratas macho incubadas
en medio Earle ¥ en medio condicionado de la RL de ratas lactantes no succionadids (MC). *H- leucina fue
administrada intravenosamente 10 minutos antes de sacrificar a la rata (n=5) (* p < 0.05 vs grupo control).

2501
50 /] RL Earle
20 E=3 RC Earle
OO0 RL MC

£ RC MC

[*H)-PRL (d.p.m.mg AH) x
10"
)
1

Eso ﬂ%ﬂﬂfﬂ I

120 240

Fig. 24 b. Sccrecién de [*H]- PRL por parte de la regidon lateral (RL) y central (RC) de ratas macho
incubadas en medio Earle y en medio condicionado de la RL de ratas lactantes no succionadas MC). *H-
leucina fue administrada intravenosamente 10 minutos antes de sacrificar a la rata (n=5).
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- | 400
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30 Q[0 120 240

Fig. 24 ¢ Actividad especifica (d.p.m./ng) de [*H]-PRL seccretada por parte de la regién lateral (RL) y central
(RC) de la AH de ratas macho incubadas en medio Earle y en medio condicionado ‘de la RL de ratas
lactantes no succionadas (MC). *H-leucina fuc adininistrada intravenosamente 10 minutos antes de sacrificar
a la rata (n=5). - .
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Fig. 25 a. Sccrecion de PRL total por parte de la region lateral (RL) y central (RC) de ratas macho incubadas
en medio Earle y en medio condicionado de la RL de ratas lactantes no succionadas (MC). 3H- leucina fue
administrada intravenosamente 6 horas antes de sacrificar a la rata (n=5) (* p < 0.05 vs grupo control)

< 250 . .
> 501 I RL Earle
e 201 - =3 RC Earle
g T1
£ 1 oo RL MC
E _ = o
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=] | —1
iy 1045
& = S
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= 1HEIN MENN METN 0

30 - 60 90 120 240

Fig. 25 b. Secrecion de [*]-PRL por parte de la region lateral (RL) y central (RC) de ratas macho incubadas
cn medio Earle y en medio condicionado de la RL de ratas lactantes no succionadas (MC). *H- leucina fue
administrada intravenosamente 6 horas antes de sacrificar a la rata (n=5).
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Fig. 25 c. Actividad especifica (d.p.m./ug) de [*H]-PRL secretada por parte de la region lateral (RL) y
central (RC) de ratas macho incubads en medio Earle y en medio condicionado de la RL de ratas lactantes

no succionadas (MC). {*H]-lecucina fue administrada intravenosamente 6 horas antes de sacrificar a la rata
{(n=5). - :
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Marca in vitro

Al igual'que con los experimentos,conyla,v:‘H-]eucinan administrada’ i vivo,. la cantidad de

hormona total secreta 1os 05 incuba n’ ‘solamente ocurrié durante

los primeros

principalmente sobre la secrecion de la hormona total, vgr.
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sobre la hormona madura y sobre la recién sintetizada. Asi mismo, el hecho de que tanto el

contenido de hormona total v ‘de hormona marcada en el te_)ldo (ﬁgura 26 d) no se

: modnﬁcaran'en ,compar?clon »a-los;grupos contrpl despu :

de la mcubacnon en el MC de

. ratas lac't‘a‘ijt"e‘s sugiere, no obstante ié_aué_encuavde efecto deila c:clohéxinlida (figuras 23 a'y

b), que a través. de

lactantes, se llev
de incubac oxi p

tesis, para mayores comentanos sobre estos efectos)
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Fig. 26 a. Secrecidon de PRL total por parte de la region Jateral (RL) y central (RC) de ratas macho incubadas
en medio Earle y en medio condicionado de la RL de ratas lactantes succionadas (MC). Se dio un pulso de
3H- leucina durante 30 minutos (n=5) (* p < 0.05 vs grupo control).
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Fig. 26 a. Secrecién de [*)-PRL por parte de la region lateral (RL) ¥ central (RC) de ratas macho incubadas

en medio Earle y en medio condicionado de la RL de ratas lactantes succionadas (MC). Se dio un pulso de
3H- leucina durante 30 minutos (n=5).
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Fig. 26 c. Actividad especifica (c.p.m./ug) de [*H]-PRL sccretada por parte de la region lateral (RL) y central
(RC) de ratas macho incubads en medio Earle y en medio condicionado de 1la RL de ratas laciantes
succionadas (MC). Sc dio un pulso de [’H]-leucina durante 30 minutos (n=5).
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Fig. 26 d. Cpnéehtracic’m de [*H]-PRL en tejidos de adenohipéfisis de la region lateral (RL) y central (RC) de
ratas macho después de ser incubados en medio Earle y en medio condicionado de la RL de ratas lactantes
succionadas (MC).
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XI1. DISCUSION

Desde hace rtiembo se_ha considerado que la/secreciér}vdé'hbnﬁonas por la AH es regulada

por_‘los’ ij'ébﬁd_o

' ‘zhip_vota‘] mi

liberacidn basal de las'hormonas pituitarias.”Ademads, se handescrito:factores: autdcrinos y/o

cias_regionales,

995), el propésito de la

d éxjentes regiones adenohipofisiarias de la rata

influir o regular la secrecién de P

lactante. Para este fin, se':rllev'aron a cabo.experimentos en los que se emplearon medios

condicionados obtenidos mediante la incubacién individual de cada region de la AH de ratas
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lactantes en diferentes condiciones fisioldgicas, i.e., no . succionadas y succionadas, y se

determinaron sus efectos sobre la secreciéon de:PRL en las mismas regiones hipofisiarias

de ratas'maého

Los resultado

en la cant:dad de hormona ecretada por la regién Iateral Y. un aumento por parte de la

region central (vease fig. 27 d)

i
H
i
j
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Efecto del medio condicionado de la AH de ratas no succionadas
sobre fas regiones de 1 AH de ratas lactantes succionadas

Efecto del medio condicionado de la AH de ratas no succlonadas
sobre las regiones de Ja AH de ratas factantes no succionadas

E!ecto dcl mEdIO (ondklonado de ls AH de ratas sucdonadas E!ecto del medio (ondlclonado dela AH de rms succionadas
sobxe las legiones de la AH de ratas Iamn(es no sumonadas . sobre las mgnones de Ia A deratas Iaclames succionadas

Figura 27. Representacidn esquematica de los datos obtenidos, mostrando los efectos del medio condicionado de la region central (RC} y lateral (RL) de la AH
de ratas lactantes no succionadas por 6 horas o succionadas por 15 minutos sobre la secrecion de PRL AH de ratas en la misma condicién fisiologica o diferente.
Las flechas indican el origen y el sitio de accidn del medio condicionado, (+), () y (0) indican efectos estimuladores, inhibidores o sin efecto respectivamente,
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A partir de estos resu]tados se puede considerar la exnstenc:a de influencias regnonales en las

regiones respectlvas lateral y centra] ‘de.la’ AH “de ratas lactantes, capaces de rcgular la

se observo eféctdﬁal‘guno. Eéto,suglere que los tejidos de ratas macho poseen la capacidad de
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responder a acciones estimuladoras, presentes en los incubados de las AHs de ratas

lactantes no

succionadas." Sin embargo, lasi AH' de ratas’macho no’ tienen,la"capacidad de

producir factores regionales que influyan®sobre la’secrecion’ de PRL “de ratas’lactantes no

succionadas o’'macho:

Hasta 1a fecha no se conoce la naturaleza bioquimica dé el (los) factor (es) que po‘driah‘estar

péptidos requieren la presencia’ de ‘hormonas: tales' como ~'glucocort1coides, ‘ésﬁégenos y

hormonas tiroideas. "’

Algunos de estos factores u hormonas .y su efecto en la regulacién dé PRL se enlistan a

continuacién::

GmpoAderin\r‘I‘csti‘gackién,"k : B ’}:-‘;aqrto:r;xhoﬁnoxja' 7 L i Eféctt;
Denefy Andriesrl‘983 S : .GnrH Estimula‘ciéﬁ :
Hagen‘ etal 17986’ i : VIP ' HEE. s Inhil;icif;n - '
Kanycska et ;11 1998 Eridvote]’i’kn‘a‘ : Estimulacion
Cai et al 1998 : Galaﬁihg : Inhibicién
Balsa et al 1998 : ) Serotoﬁina" Estimu]acién
Wynick et al 1998 Gélaﬁina ‘ " Inhibicién
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En relacidén a’los res'uvltados obtenidos en el presente. trabajo, es importante sefialar que los

péptidés antes.m

PRL eﬂ laszHsl post-

no sufrid ningiin cambio.

condicionado ‘de la region lateral -de ratas ~lactantes no succionadas adicionado con el
inhibidor de la sintesis de proteina cicloheximida. Los grupos controles, los cuales no tenian

medio condicionado, mantuvieron una cantidad baja de PRL secretada al medio de
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incubacién durante todo el experimento. En cambio los grupos con medio condicionado

adicionado con’ cicloheximida mostraron una cantidad alta’de hormona secretada al medio de

y colaboradores .(1989)

élulas individuales previamente
tratadas . con ' inhibidores ‘de la-sintesis:: de: proteinas. - Los resultados mostraron una

disminucion en la liberacién basal ‘de PRL solamente en la mitad de los lactotropos, ya que el
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resto de las células continuaron secretando hormona a través' de una via constitutiva.

Ademas, . se observé:que:la adicién . de TRH 'al medio estimulé la secrecién en aquellos

adic

que se observa puede ser de tipo constitutivo o semi-constitutivo,‘es decir,'no sélo a través

de granulos sino mediante vesiculas, en donde la hormona se encontraria’en forma soluble:
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Este perfil de secrecién contrasta claramente con.la via regulada de la 'secrecién de PRL

observada en las ratas lactantes Estud:os in vzva sobre la dmamlca secretora de las PRLs de

secrecién de PRL, la cual era proporcional a la cantidad de la hormona ‘en el médio asi como

el tiempo de duracion de la incubacién.
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En resumen, estos resultados sugleren 1a ﬁmcnonahdad de una vna ad|c10nal a la regulada,

celular como molecular.
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XIII. CONCLUSIONES

<1, Los resu]tados obtenidos con medlos condnc:onados de-la adenohnpéﬁsts de:ratas

lactantes sugieren la existencia de factores que regulan a’ secrecrén de prolacnna y

que sus efectos dependen de la; condic n fisi logic

receptor.- -

2. La‘aplicacién®del ‘m atas lécténte‘sﬂf’ no

3. Las adenohipofisi

de ratas macho responden”a factores: estimuladores’ del i medio

_condicionado proveniente de ratas lactantes, pero no producen dichos factores.

4. La adenohnpoﬁsns de ratas machos mcubadas en medxo condlclonado provenlente de

‘ratas lactantes, la hormona no se acumu]a sino es smtetxzada y llberada de una forma

rapida.
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5. El perfil de secrecién de las adenohipéfisis de ratas macho  incubadas’ en medio

condicionado de. la regidn lateral : de ratas factantes no- sucéidhadas, es distinto al

6. Estos resultados y los obtenidos pré\{iéme@té";&bc;j/'anila ?hlpc'yotééx_sv"deaque ‘existen

factores regionales capaces de regular Ia'sintesis y secrecion de prolactina.'
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Regional Mechanisms Within Anterior Pituitary
of Lactating Rats May Regulate Prolactin Secretion
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Prolactin (PRL) release was compared after incubating
the central and peripheral regions of the anterior pitui-
tary of lactating rats, cither nonsuckled or suckled in
conditioned medium obtained by incubating medium
with the same anterior pituitary regions from nonsuckled
or suckled rats. To collect conditioned media, anterior
pituitary regions were incubated in Earle’s medium for
4 h, and conditioned medium was filtered and employed
double concentrated. Each anterior pituitary was incu-
bated in conditioned medium for 30 min. PRL released
in vitro was determined by polyacrylamide gel clectro-
phoresis. As a control, anterior pituitary regions from
lactators were incubated in medium conditioned by
male rat anterior pituitary regions, and they showed no
changes of PRL release compared with those cultured
in Earle’s medium. In general, conditioned media from
both anterior pituitary regions of nonsuckled and suck-
led rats inhibited PRL relcase in peripheral anterior pitu-
itary regions, whereas PRL release was stimulated in
central regions of both nonsuckled and suckled rats. A
higher number of stimulatory cffects was provoked by
conditioned media from suckled than from nonsuckled
rats, and most of these cffects were from conditioned
media of the peripheral region of suckled rats. Together,
these results suggest the existence within anterior pitu-
itary regions of factors that regulate PRL secretion and
that their action depends on the physiologic condition
of the animal.

Key Words: Anterior pituitary; prolactin; lactation;
regionalization.

Introduction

The sceretion of prolactin (PRL) by the anterior pituitary
is a complex neuroendocrine phenomenon whose regula-
tion is systemic, hypothalamie, and locally produced; that
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is, autocrine and paracrine factors participate (see refs. /
and 2 for reviews). Regional and lactotroph heterogencity
has been documented (3--35) regarding cell size, sccretory
capacity, responsiveness to secretagogues, as well as the influ-
cnees of other PRL scerctagoguces from the posterior and/
or ncurointermediate lobes of the pituitary (PNIL). which,
reaching the anterior pituitary via the short portal vesscls,
may physiologically stimulate PRL release and may intlu-
cnce PRL regionalization (/6-8/7; scee ref. 5 for review).

In a previous study. we analyzed the effect of remov-
ing the PNIL of the pituitary gland of lactating rats on the
suckling-induced transformation and release of PRL nhd
on regionalization of its scerction ¢(9). The results of this
and other studies ¢(70-13) suggested that the PNIL may play
a complementary role on in vivo and in vitro PRL release,
and it may influence PRL regionalization, even though fuc-
tors from the PNIL showed no eftect on suckling-induced
PRL transformation (9).

In the present study, we used a different approach to
determine whether within the central (i.c., the region of the
anterior pituitary surrounding the ncurointermediate and
posterior lobes of” the pituitary) and the rest of the gland of
lactating rats there exist mechanisms capable of influenc-
ing cach others” scerction of PRL and whether the type of
effect exerted varied according to the physiologic condi-
tion of the animal (i.e., suckled or nonsuckled). Conditioned
media obtained by incubation of cach region of anterior
pituitaries from rats previously nonsuckled 6 h or from rats
nonsuckled 6 h and then suckled for 15 min were employed
to incubate anterior pituitary regions from animals in the
same (i.e., nonsuckled and suckled) physiologic condition,
and their cffects were determined on PRL release.

Results

Effect of Conditioned Media from Incubation

of Anterior Piruitary Regions of Male Rats

on PRL Release from Anterior Pituitary Regions

of Lactating (nonsuckled and suckled) Rars

As shown in Table 1, conditioned media from anterior pitu-
itary regions of male rats had no eftect on PRL release from
anterior pituitary regions of either nonsuckled or suckled rats.
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‘Table 1

Effcct on PRL Release (pg/mg of Anterior Piwitary) of Incubating Anterior Pituitary Regions from Male
and Lactating (nonsuckled and suckled) Rats in Media Conditioned from Incubation of Anterior Pituitary Regions of Male Rats?

Male rats

Nonsuckled rats

Male rats Suckled rats

Incubated anterior Conditioned Conditioned Conditioned Conditioned
pituitary region Control medium Control medium Control medium Control medium

Peripheral 0.72 £ 0.32 1.06 + 0.18 8.47 £ 0.51 7.84 = 0.56 1.02 + 0.22 1.26 + 0.06 9.61 + 1.93 8.25 % 1.05
Central 0.24 £0.15 057 +0.17 6.87 = 0.86 9.09 i+ 0.69 0.94 £0.15 1.07 £ 0.37 10.42 x 0.71 9.25 % 0.85

“Control incubations were made in Earle’s medium.
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Fig. 1. Effect on PRL release of incubating nonsuckled and suckled rat anterior pituitary regions in conditioned media (CM) obtained
from incubations of (A.B) peripheral and (C.1D) central anterior pituitary regions of nonsuckled rats (12 = 5). *p < 0.05 vs control.

Effect of Conditioned Media from Anrerior Pituitary
Regions of Nonsuckled and Suckled Rars on PRI Release

Effect of Conditioned Media firom Peripheral

and Central Anterior Pituitary Regions

of Nonsuckled Rars on Corresponding Anterior

Pituitary Regions of Nonsuckled and Suckled Rats

As shown in Fig. 1A.B, when incubated in conditioned
media from the peripheral region of nonsuckled rats, PRL
sceretion decrcased in the peripheral anterior pituitary
region of nonsuckled rats, but no effecet was observed in
the central anterior pituitary region of nonsuckled rats, nor
in cither region of anterior pituitaries from suckled rats.
As shown in Fig. 1C.D, PRL sceretion was unchanged when
cither the peripheral region of nonsuckled rats or the central

region of suckled rats was incubated in media from the
central region of nonsuckled rats. However, when incubated
in media conditioned by the same tissue region, significant
changes in PRL secretion occurred, namely increased secre-
tion in the central region of nonsuckled rats and decreased
PRL sccretion in the peripheral region of suckled rats.

Effect of Conditioned Media firom Poripheral and Central
Anterior Pitvitary Regions of Suckled Rats on
Respective Regions of Nonsuckled and Suckled Rats
Asshown in Fig. 2A B, a clear stimulation of PRL sccre-
tion occurred when the central region of nonsuckled rats
and both regions of suckled rats were incubated in condi-
tioncd media from the peripheral region of suckled rats.
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However, inhibition of PRL secretion resulted from incuba-
tion of the peripheral region of nonsuckled rats in the same
medium. On the other hand, as shown in Fig. 2C,D, no effect
of conditioned media from the central region of suckled
rats was observed on either anterior pituitary region of non-
suckled rats, but incubation in this same medium resulted
in a significant decrease or increase in PRL secretion in the
peripheral and central anterior pituitary regions of suckled
rats, respectively.

Discussion

The results obtained in the present study using media con-
ditioned by different anterior pituitary regions suggest that
regional influences within the lactating rat anterior pitui-
tary may regulate PRL secretion, and that the type of effect
varies according to the physiologic condition of the animal.
The fact that incubation of anterior pituitary regions trom
lactating rats in media from male rat anterior pituitary regions
had no effect on PRL seerction indicates that the effects
obscerved were specific for lactating rats. Incubations with
conditioned media tfrom lactating rats caused cither stimu-
lation, inhibition, or no effect on hormone release from cach
region, which suggests either that the conditioned media
from male rats lack the factors existing in lactating female

anterior pituitarics, or that lactating female anterior pitui-
tarics lack receptors for factors from male anterior pituitaries.

When considering the stimulatory and inhibitory cffects
observed, it is clear that the conditioned media from both
anterior pituitary regions of suckled rats showed a higher
number of effects than the conditioned media of nonsuckled
rats: that is, four cffects of conditioned media from suckled
rats were stimulatory and two were inhibitory, whereas
one cffect of conditioned media from nonsuckled rats was
stimulatory and two were inhibitory. In addition, no effects
occurred in five conditions from nonsuckled rats and in two
from suckled rats. Regarding the regions from which these
conditioned media were obtained and those where they pro-
voked the effects, for the suckled rats, four of the cffects,
three stimulatory and once inhibitory, were exerted by condi-
tioned media from the peripheral anterior pituitary region
of’suckled rats, and its stimulatory eftects were manifested
both in anterior pituitary regions of suckled rats and in
the peripheral region of nonsuckled rats. With respect to
the effects shown by the conditioned media from the central
region of nonsuckled rats, it inhibited PRL secrction from
the peripheral region of suckled rats but stimulated it in the
central region of nonsuckled rats. Finally, in contrast to con-
ditioned media from the peripheral region of suckled rats,
the conditioned media from the same region of nonsuckled
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rats showed only an inhibitory effect on the same region of
nonsuckled rats. A scheme showing the elfects ol conditioned
media on anterior pituvitary regions and those regions from
which conditioned media were obtained is shown in Fig. 3.

Thus, within an integrative frume of PRL sceretion by
the lactating rat anterior pituitary, these results suggest that
suckling may preferentially activate seeretion and release
of factors that stimulate rather than inhibit PRL release,
whereas, in the absence of suckling stimulation, either no
effects are manitested or only onc of inhibitory and another
of stimulatory type arc expressced. Additionally, with respect
to the action of suckling. it was clear that the origin of these
factors was the peripheral, and not the central anterior piwui-
tary region.

Previous studies have focused on the role that factors from
the PNIL may exert, via the short portal vessels, on PRL scere-
tion by the lactating rat anterior pituitary (/3.4/: sece ref, 5
for review), and in particular on the influence of a-melano-
cyte-stimulating hormone («-MSH) on the central anterior
pituitary region (5./0,71,74,15). In addition, the well-estab-
lished hypothalamic mechanisms regulating PRL transfor-
mation and release (i.e., dopamine and secretagogues such
as thyrotropin-releasing hormone [TRH]) (16.17). were
found to occur in response to suckling only in the central
and not in the peripheral region of the anterior pituitary, and
the occurrence of these mechanisms was not affected by the
abscnce of the PNIL (92, Taken together. the results of the
present and previous studies suggest that suckling activates
acomplex series of interacting and perhaps scquential events
involving hypothalamically activated PRL transformation
and release, as well as activation and release of wu-MSH and
of sccretagogues, presumably from the posterior lobe, all
of' them impinging on the central region of the pitvitary gland
for PRL scerction. In this context, the results of the present
study suggest that in addition to or interacting with other
sources of regulation, the pituitary of the lactuing rat pro-
duces factors capable of cither stimulating or inhibiting PRL
rclease, according to whether the rat has been suckled or not.
Morcaver, the findings that the number of stimulatory influ-
cnces was found to increasce in both regions of suckled rats
and that most of those influences increased secretion from the
central anterior pituitary region are consistent with the im-
portance of this region for PRL sceretion in the lactating rat.

At present not much can be said regarding the nature of”
the agents responsible for these effects, except that their
size should be >10 kDa, which was the limit employed for
ultrafiltration and desalination of the conditioned media.
Thus, based on size, the vast myjority of known pituitary fac-
tors with autocrine-paracrine activity that have been reported
(c.g.. TRH. vasointestinal polypeptide [VIP], angiotensin
11 [All]. neurotensin, substance P, a-MSH) (sce refs. 7 and
2 tor review) could be excluded. However, this would not
imply that, under particular physiologic conditions, inter-
actions of these and other PRL regulators may not occur.

Much work will be required to characterize the nature
and mechanisms involved in the effects that were observed,
and to definc the role that these influences may have in the
overall regulation of PRL sccretion by the lactating rat ante-
rior pituitary.

Materials and Methods
Animals

Primiparous lactating rats of the Wistar strain were used.
They were kept in individual cages in a room with con-
trolled light (light on from 7:00 an to 9:00 pa) and tempera-
ture (23—25°C). Purina chow (Ralston Purina, Chicago. IL)
and tap water were given ad libitum. Litter size was adjusted
to 810 pups, and rats were used 7-10 d postpartum.

Some groups of mothers were killed by decapitation 6 h
after their pups had been removed. These comprised & non-
suckled group. Other groups were suckled by their litters
for 15 min at the end of’ the nonsuckling period, then killed.

All the animals were sacrificed atter light ether ancsthe-
sin, and the anterior pituitary of cach rat was rapidly removed
and dissccted into a central region, surrounding the neuro-
intermediate lobe of the pituitary gland ¢(3.9), and the rest
of  the gland (i.c.. the peripheral region) (see Fig. 4). All
cfforts were made to minimize the sutfering and number of
animals, and all our experiments conformed to local and
international guidelines on the cthical use of animals,

Conditioned Media

The conditioned media were obtained from 4-h incuba-
tions of anterior pituitary regions of nonsuckled and suck-
led rats. Incubations were made in a metabolic shaker in
Earle’s medium, pH 7.3, under 95% O,—5% COa,, at 37°C
for 4 h. During incubation, media samples were collected at
30, 60, 90. 120, and 240 min. At cach time. the media were
collected and fresh Earle’s medium was added. The col-
lected media were pooled. ultrafiltered. and desalted in a
Centricon microconcentrator with a 10-kDa cutoff at 4°C
at 2055g in a Sorvall RC5C centrifuge (five cycles cach
for 30 min). Finally, the media were diluted with Earle's
medium in a 2:1 concentration.

PRI Derermination and Dara Analysis

The media samples were analyzed with the nondenatur-
ing, nonreducing polyacrylamide disc gel clectrophoresis
densitometry procedure of Nicoll et al. (/8) as previously
described (92,77,19.20). Since monomeric (i.e., 23-kDa)
PRL appears as a single band and the monomeric form is
the main form released by the lactating rats, both in vivo and
in vitro (27), this method can be used to quantitate changes
in the PRL recleascd. By contrast, radioimmunoassay meca-
surements of PRL include not only the monomeric, but also
other variants of PRL (sce ref. 2/ for review). The amount
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Effect of conditioned media from non-suckled rat Effect of conditioned media from non-suckled rat
AP regions upon AP regions of non-suckled rats AP regions upon AP regions of suckied rats

Effect of conditioned media from suckled rat Effect of conditioned media from suckled rat
AP regions upon AP regions of non-suckled rats AP regions upon AP regions of suckled rats

Fig. 3. Schematic representation of data in Figs. | and 2 showing effects of conditioned media by central (CR)
and peripheral (PR) anterior pituitary (AP) regions from 6-h nonsuckled or from 15-min suckled rais on PRL
release from anterior pituitary regions of rats in same (A,D) or opposite (B,C} physiologic condition from
which conditioned media was obtained. Arrows indicate the origin and site of action of conditioned media (+),
(=), and (0) indicate stimulatory, inhibitory. ar no effects, respectively. Note that the highest number of
stimulatory effects was exerted by mediun conditioned from incubations of suckled rat anterior pituitaries,
panticularly from the peripheral region.
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Fig. 4. Scheme of pituitary of rats indicating posterior (PL),
central (CR), and peripheral (PR) regions of anterior pituitary.,
Dashed lines indicate the site at which dissection of cach region
is made, after the posterior and neurointermediate lobes have
been removed.

of PRL present in the conditioned media was determined,
and its value was subtracted from the total amount of hor-
mone secreted after incubation with anterior pituitary regions.

Data are expressed as the mean = SEM. Differences
between experimental groups were analyzed using a one-
way analysis of variance and Tukey HSD test. Differences
with a p value of 0.05 or less were considered statistically
significant.

Experimental Design

A serics of experiments was made to determine the effect
on PRL sceretion of incubating anterior pituitary regions
from nonsuckled and suckled rats for 30 min in media con-
ditioned from incubations of anterior pituitary regions of ani-
mals in the same conditions (i.c., nonsuckled and suckled).

Control incubations of anterior pituitary regions were made
both in Earle’s medium and in media conditioned from
incubating anterior pituitary regions of male rats for 4 h,
following the same procedure used to obtain conditioned
media from lactating rats. Controel incubations in Earle’s
medivm were made in parallel with cach experiment in which
conditioned media from lactating rat anterior pituitaries
were used.
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