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RESUMEN

La prolactina (PRL) es una hormona con multiples funciones, algunas de
las cuales se ejercen sobre el sistema nervioso central. Recientemente se ha
demostrado que la PRL puede inhibir la conducta de ansiedad y la secrecion de la
hormona adrenocorticotropica en respuesta al estrés a través de sus receptores
presentes en el cerebro. El hipotalamo es un sitio probable donde la PRL pudiera
ejercer sus funciones inhibitorias, dado que en el hipotalamo se integran efectos
del estrés sobre la conducta de ansiedad y la activacion del sistema hipdfisis-
adrenal, ademas de que diversos nucleos hipotalamicos expresan tanto a la PRL
como a su receptor. En este estudio nos propusimos investigar si el estrés
modifica la produccién de PRL en el hipotadlamo y si este efecto incluye a los
nucleos supradptico (NSO), paraventricular (NPV), ventromedial (NVM) y nucleo
arcuato (NARC). Con este proposito determinamos el efecto de someter a la rata a
un periodo de estrés por inmovilizacion de 30 minutos sobre la expresion del RNA
mensajero de PRL en hipotalamos completos y en los nucleos hipotalamicos
aislados por micropuncion. EI RNA mensajero se evalué mediante
retrotranscripcion y reaccion en cadena de la polimerasa. Confirmamos que el
estrés estimula significativamente la expresion del RNA mensajero en el
hipotalamo, y mas importante demostramos que resulta en un incremento de 100 y
10 veces la expresion basal del RNA mensajero de PRL en el NPV y el NSO,
respectivamente. No se observaron cambios en los nucleos NVM y NARC. Por
otra parte, dado que en el hipotalamo la PRL es parcialmente procesada hacia
fragmentos de 14 y 16kDa de masa molecular, investigamos si un fragmento de
PRL de 16 kDa ( PRL-16K) puede actuar localmente para modificar la conducta de
ansiedad en respuesta al estrés. La administracion de PRL-16K en una region
amplia del talamo y del hipotalamo aumento la respuesta de ansiedad valorada a
través de la prueba conductual de la Plataforma Elevada. La PRL-16K, pero no la
PRL de rata o el vehiculo (amortiguador de fosfatos, pH 7.4), disminuy6
significativamente el tiempo de permanencia en los brazos abiertos y también
aumento, si bien no significativamente, el tiempo de permanencia en los brazos

cerrados. En conjunto los resultados obtenidos apoyan la nocién que existe un



efecto estimulatorio del estrés sobre la produccion hipotalamica de PRL y con ello,
la posible accion local de esta hormona en la modulacion de la respuesta al estrés.
Ademas, se sugiere la posibilidad de que fragmentos moleculares de la PRL
tengan efectos estimuladores de la conducta de ansiedad. En su conjunto, este
estudio apoya la accion central de la PRL y sus variantes moleculares en la

fisiologia del estrés.



1. INTRODUCCION

La prolactina (PRL) pertenece a una familia hormonal derivada de un gen
comun donde su producto proteinico es sujeto a modificaciones
postraduccionales, que incluyen la glicosilacion, la fosforilacion y la proteolisis
entre otras (Sinha, 1995). Estas proteinas son producidas principalmente en la
hipdfisis anterior, pero también en tejidos extrahipofisiarios como el inmune y el
nervioso, asi como en organos periféricos, como la glandula mamaria y la placenta
(Ben Jonathan et al., 1996). Aunado a sus diferentes sitios de produccién y a su
diversidad estructural, las PRLs poseen una multiplicidad de funciones que
incluyen acciones sobre la reproduccion, la osmoregulacion y la regulacion de la
respuesta inmune entre otras (Bole-Feysot et al., 1998).

Desde hace tiempo se sabe que el sistema nervioso central (SNC) es un
sitio productor y blanco de las PRLs. EI RNA mensajero (RNAmM) de PRL se
expresa en el SNC, principalmente en el hipotdlamo, donde se ha detectado a la
PRL y también a algunas de sus variantes moleculares, a saber fragmentos de 16
y 14kDa (Ben Jonathan et al., 1996). Estas proteinas actuan en el SNC para
regular conductas reproductivas (sexual y maternal), inhibir la secrecion de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), alterar la secrecion de oxitocina
(OXT) y vasopresina (VP), estimular la ingesta de agua y de alimentos y modular
la respuesta al estrés (Grattan, 2002).

Es bien sabido que una amplia variedad de estimulos estresores estimulan
la liberacion adenohipofisiaria de PRL a la circulacion (Nicoll et al., 1960, Neill et
al., 1970), y recientemente se demostré que esta hormona puede actuar sobre el
SNC modulando la conducta de ansiedad y la activacion del eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal en respuesta al estrés (Torner et al., 2001). Sin embargo, aun no
es claro si el efecto de la PRL sobre las respuestas al estrés obedecen a la accion
de PRL sistémica internalizada al SNC via sus receptores presentes en los plexos
coroideos, o si también participa la PRL de origen cerebral. Tampoco es claro si
en la regulacién del estrés participan isoformas moleculares de esta hormona.

En el presente estudio se revisan aspectos generales de la biologia de la

PRL y de sus funciones en el SNC, particularmente la relacién funcional de la PRL



con el estrés. La seccion experimental aborda las posibilidades de que el estrés
regule la expresiéon de la PRL en nucleos hipotalamicos relevantes para la
regulacion del estrés y que el fragmento de 16kDa de la hormona (PRL-16K)
regule la conducta de ansiedad en respuesta al estres.

2. Prolactina
a. Funciones

La PRL es una hormona descrita originalmente por sus efectos sobre la
sintesis y secrecion de la leche durante la lactancia. Ahora se sabe que esta
hormona ejerce una amplia gama de acciones biolégicas que incluyen no sélo
efectos dentro de la reproduccion, sino también fuera de ella, como la
osmoregulacion, el crecimiento, la funcion inmune y la angiogénesis (Ben
Jonathan et al.1996, Corbacho et al., 2002). La heterogeneidad funcional de la
PRL parece estar dada por caracteristicas como el polimorfismo estructural de la
hormona, su amplia distribucion y produccion en diversos tejidos, asi como la
presencia y diversidad de sus receptores en diferentes 6rganos blanco.

Las primeras descripciones biolégicas de la PRL fueron realizadas en
eventos asociados a la reproduccion, principalmente durante la gestacion y la
lactancia. Al respecto se sabe que la PRL estimula la proliferacién, la
diferenciacion y la actividad secretora del epitelio mamario. Entre sus efectos
lactogénicos se incluyen la estimulacion de la sintesis y actividad de proteinas de
la maquinaria biosintética responsables de la produccibn de componentes
especificos de la leche tales como son la lactosa, lipidos de cadena corta e
intermedia, y proteinas como la lactoalbimina y la B-caseina. La PRL es
considerada esencial para promover la iniciacién y mantenimiento de la lactancia
después del parto (Ben Jonathan et al.1996, Freeman, 2000).

Otra de las acciones reproductivas de la PRL es su efecto estimulatorio del
mantenimiento del cuerpo luteo y la consecuente produccién de progesterona al
inicio del embarazo (Freeman, 2000). Sin embargo también se han descrito
acciones luteoliticas de PRL via la inhibicion de la sintesis de estrégenos por las

células de la granulosa (Freeman, 2000). No es claro cual es la relevancia



biolégica de las acciones luteoliticas de la PRL, si bien se ha propuesto que estos
efectos constituyen un mecanismo involucrado en la regresion de los cuerpos
luteos no funcionales (Freeman, 2000).

Otro de los efectos reconocidos de la PRL en el sistema reproductor es el
de inhibir la secrecion de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH).
Esta accion que ejerce directamente sobre las neuronas GnRHérgicas (Milenkovic
et al.,1994) permite explicar la inhibicién de la ovulacion que tiene lugar durante la
lactancia (Ben Jonathan et al.1996, Freeman, 2000).

La PRL también posee efectos regulatorios de la reproduccion en el macho.
Por ejemplo, se ha observado que participa en la diferenciacion de la préstata y de
la vesicula seminal (Bole-Feysot et al.,1998) y puede actuar sobre las células de
Leydig incrementando los receptores a la hormona luteinizante (LH) vy
disminuyendo la actividad de la enzima aromatasa con lo cual incrementa la
produccion de androgenos (Bole-Feysot et al., 1998).

La PRL también regula diversas conductas reproductivas. Es claro que esta
hormona estimula la expresién de la conducta maternal, dado que animales knock
out (heterocigotos) para el receptor de PRL (Lucas et al.,1998) o tratados con un
antagonista de dicho receptor (Bridges et al.,2001) muestran una disminucion en
el cuidado de sus crias, mientras que el tratamiento con PRL puede inducir la
conducta materna en hembras virgenes (Bridges et al., 1990).

Asimismo diversos estudios han descrito efectos de la hormona sobre la
conducta sexual. Hembras tratadas con bromocriptina, agonista dopaminérgico
que inhibe la secrecion de PRL, presentan una disminucion en la frecuencia de
lordosis (Dudley et al., 1982, Witcher et al., 1985), mientras que en ratas macho el
tratamiento suprime la conducta de copulacion (Doherty et al., 1985).

Por otra parte, la PRL participa en el aumento en la conducta de ingesta de
agua y de alimento que tiene lugar durante la lactancia (Noel et al., 1993). Se ha
observado que la conducta de ingesta de agua y de alimento se incrementa en
diversos estados hiperprolactinémicos (Moore et al., 1987). Noel y colaboradores
describieron que la administracion intra-cerebro-ventricular (icv) de PRL producia

un aumento en la ingesta de alimento (Noel et al., 1993), posteriormente Boutin y



colaboradores demostraron que las infusiones directas de la hormona sobre el
hipotalamo ventromedial y el area predptica promovian este efecto (Foreman et
al., 1990). Al respecto, el nacleo mas sensible para el efecto de hiperfagia inducido
por PRL es el NPV, dado que la administracion local de la hormona en dicho
nacleo, tuvo un mayor efecto en comparacion con otros nucleos hipotalamicos
(Sauvé et al., 2000).

Finalmente se ha observado que durante las etapas finales de la gestacion
y en la lactancia, la conducta de ansiedad en respuesta al estrés se ve atenuada
(Hill et al.,, 2003), y que la hiperprolactinemia causa una disminucion en la
activacion del eje hipotalamo- hipofisiario adrenal (HPA) en respuesta al estrés
(Carter and Lightman, 1987); ademas el bloqueo de la expresion del receptor de
PRL dentro del SNC aumenta la conducta de ansiedad en la rata y desinhibe la
respuesta del eje HPA al estrés (Torner et al., 2002).

La importancia de las acciones reproductivas de la PRL fueron reforzadas a
través de la investigacion del fenotipo de los ratones con delecion genética del gen
de esta hormona o de su receptor (Freeman, 2000). En ambos casos, los animales
homocigoticos son estériles, probablemente debido a que tanto el alelo paterno y
el alelo materno se encuentran mutados y no hay forma de reemplazar la funcién.
Ademas los heterocigoticos muestran claras deficiencias en el desarrollo de la
glandula mamaria que imposibilita la generacién y mantenimiento de la lactancia
(Goffin et al.,2002). El fenotipo de estos ratones concerniente a acciones no
reproductivas de la hormona fue menos claro, posiblemente relacionado a
mecanismos redundantes en sistemas controlados por multiples factores
regulatorios.

Entre los efectos atribuidos a PRL fuera de la reproduccion se incluyen
aguellos relacionados con la homeostasis de los organismos. Por ejemplo, la PRL
tiene efectos osmoregulatorios en diversos grupos de vertebrados que influyen
sobre la concentracién ionica y el volumen sanguineo (Nicoll, 1980). Ademas, la
PRL participa como mediador de la red inmuno-neuroendécrina, promoviendo
respuestas inmunes humorales y celulares tanto en estados fisiolégicos como

patolégicos (Yu-Lee 2002). De hecho se ha propuesto que la PRL puede contribuir



a la progresion de las enfermedades autoinmunes (McMurray, 2001), y ser uno de
los factores que determina la predominancia de algunos de estos padecimientos
en las hembras (Whitacre 2001). Las acciones de la PRL sobre el sistema inmune
se apoyan en la demostracibn de que sus receptores estan presentes en los
diversos tipos de células inmunocompetentes (Shiu et al., 1983, Yu-Lee et al.,
1998, Ben Jonathan et al.1996), y de que diversos leucocitos expresan y secretan
PRL (Gagnerault et al., 1993, Ben Jonathan et al.1996, Dorshkind et al., 2002). Al
respecto, es interesante que existen similitudes estructurales y funcionales entre la
PRL y las citocinas hematopoyéticas asi como entre sus receptores (Goffin et al.,
2002).

Sin embargo la diversidad funcional de la PRL parece ser aun mayor,
debido a que la PRL puede funcionar como molécula madre precursora de
péptidos con actividades biol6gicas nuevas (Macotela et al., 2002). Por ejemplo el
fragmento molecular de 16 kDa de la PRL (PRL-16K) si bien es un agonista débil
de la hormona en acciones sobre el epitelio mamario y los linfocitos (Clapp et al.,
1988), puede ejercer efectos nuevos y en ocasiones antagonicos a los de la PRL.
La PRL-16K, a diferencia de la PRL, inhibe la formacion de nuevos vasos
capilares sanguineos, proceso conocido como angiogénesis. Este efecto lo ejerce
a través de acciones directas sobre las células endoteliales que conforman vasos
capilares, y que incluyen la inhibicién de su proliferacién y la estimulacion de su
apoptosis (Clapp et al., 1993, Martini et al., 2000). Ademas, la PRL-16K tiene
efectos pro-inflamatorios en tanto que estimula la expresion de la sintasa inducible
de 6xido nitrico en fibroblastos de pulmén (Corbacho et al., 2000), mientras que la
PRL la inhibe (Corbacho et al., 2003). Mas recientemente se observo que la PRL-
16K puede inhibir la vasorelajacion inducida por bradicidina y acetilcolina y que por
lo tanto puede actuar como un agente vasoconstrictor (Gonzalez et al., 2004). El
hecho de que la PRL-16K, pero no la PRL, posea estas acciones sobre el
endotelio vascular sugiere que estas acciones involucran un receptor distinto al
receptor clasico de la PRL. En apoyo a esta posibilidad, hace tiempo se describi6é
que las células endoteliales poseen sitios de union saturables, de alta afinidad,

especificos para la PRL-16K, que no interaccionan con la PRL, y que podrian



representar los receptores capaces de mediar las acciones propias de este
fragmento hormonal (Clapp et al., 1992).

La validacion in vivo de los efectos vasculares de la PRL-16K no se ha visto
beneficiada por el uso de los modelos genéticamente modificados existentes para
PRL. Dado que las acciones de estos fragmentos ocurren a través de receptores
distintos de los de la PRL, no seria esperable la presencia de un fenotipo vascular
en el ratbn con delecion genética del receptor de PRL. Por otra parte, la
eliminacion del gen de la PRL se hizo a través de interrumpir el gen a nivel del
aminoacido 117, lo cual deja presente un fragmento amino-terminal de 11 kDa que
podria ser activo en angiogénesis (Gao and Horseman, 1999). En apoyo a las
acciones vasculares in vivo de los fragmentos de la PRL, la inhibiciébn de la
expresion del gen de PRL en la retina mediante la administracion intravitreal de
RNA de interferencia, produjo un aumento importante de la angiogénesis y de la

vasodilatacion local (Aranda et al., 2005).

b. Estructura

La PRL se encuentra codificada por un anico gen. En el humano el gen se
localiza en el cromosoma 6 y cuenta con 5 exones y 4 intrones. En su forma nativa
la PRL tiene una masa molecular de 23 kDa y consta de 199 residuos de
aminoacidos dispuestos en cuatro a-hélices antiparalelas. Se han descrito
diferentes variantes de PRL que son principalmente producto de modificaciones
postraduccionales  (protedlisis, desamidacion, glicosilacién, fosforilacién,
sulfatacion, dimerizacion o polimerizacion) (Sinha 1995).

Una de las variantes mejor conocidas es la PRL cortada presente en la rata
y en el humano, que puede generarse mediante protedlisis enzimética entre la
tirosina 145 y la leucina 146. La reduccion del puente disulfuro intermedio de la
PRL cortada genera dos fragmentos, uno de 16 kDa correspondiente al extremo
N-terminal (la ya mencionada PRL-16K) y otro de 7 kDa correspondiente al C-
terminal (Clapp et al., 1997, Sinha 1995). Como ya se sefial6 la relevancia de este
procesamiento es que la PRL-16K posee efectos nuevos en funciones como la

angiogénesis y la vasoconstriccion, y que estos efectos son mediados por



receptores distintos a los de la PRL (Corbacho et al 2002).La proteasa
responsable del procesamiento de la PRL a PRL-16K ha sido identificada como la
Catepsina - D (Baldocchi et al., 1993), una enzima lisosomal presente en todas las
células, si bien recientemente se ha propuesto que metaloproteasas también
pueden llevar a cabo este procesamiento (Macotela et al., 2005).

Se han descrito otras variantes como resultado del procesamiento
proteolitico de la PRL. Por ejemplo, la calicreina genera una PRL amino-terminal
de 22kDa que es abundante en los lactotropos de la glandula pituitaria, pero su

relevancia funcional ain se desconoce (Powers and Atala, 1990)

c. Receptory vias de sefializacion

Se han identificado al menos tres isoformas del receptor de PRL. Estas
variantes moleculares son resultado del procesamiento alternativo del RNA
mensajero (Boutin et al., 1988). La regidn extracitoplasmatica de union a la PRL es
idéntica entre las tres isoformas, pero difieren en la extension del dominio
citoplasmatico, que las define como receptor corto (291 aminoéacidos, 42kDa),
intermedio (393 aminoé&cidos, 65kDa) y largo (591 aminoéacidos, 80kDa) (Kelly et
al., 1991). Por mucho tiempo se consider6 que la forma larga del receptor de PRL
era la predominantemente activa tanto para acciones proliferativas como para
acciones promotoras de la diferenciacion celular y que la forma corta era inactiva
(Nagano et al., 1994, Devost et al., 1999). La forma corta del receptor ha sido
ampliamente descrita en hepatocitos, pero también en el cerebro y la glandula
mamaria, donde se ha propuesto que puede mediar la internalizacién de la PRL
por el epitelio mamario y su transporte a la leche, asi como el transporte de la
hormona hacia el liquido cefalorraquideo (Jabbour et al.,1997, Horseman., 2002).
Con respecto a la forma intermedia, esta se ha reportado en células del sistema
inmune y de carcinoma mamario y se ha asociado a acciones proliferativas de la
hormona (Kline etal., 1999), si bien puede sefializar a la par de la forma larga en
sistemas in vitro (Campbell et al., 1994).

Las tres isoformas del receptor son activadas por PRL, por hormona de

crecimiento (solamente de la especie humana), y por el lactégeno placentario



(Sinha, 1995). La afinidad de unién de las isoformas de la PRL suele ser menor,
por ejemplo, la PRL en su forma glicosilada (G-PRL) presenta una menor afinidad
de unién que la forma no glicosilada (NG-PRL), y la capacidad de union de la PRL-
16K es mucho menor (5-6%) que la de la PRL (Clapp et al., 1992).

Se ha descrito la presencia del RNAmM de las isoformas corta y larga del
receptor en una gran variedad de tipos celulares. Se les ha detectado en el
sistema nervioso central y en diversos organos periféricos como el corazén, los
pulmones, el timo, el bazo, el higado, el rifién, las glandulas adrenales y en tejidos
reproductivos como el utero, los ovarios, la préstata, la vesicula seminal, y la
glandula mamaria entre otros. Su funcion es aun poco conocida en muchos de los
tejidos, ademas en algunos de ellos el nivel de expresiébn es muy bajo y se
desconoce si este nivel de expresion es funcional. Por otra parte, también hay
evidencias de que la sintesis del receptor puede regularse. El nivel de expresiéon
de la forma larga del receptor en ndcleos hipotalamicos, asi como en corteza y
puente (Pi et al., 2002), varia a lo largo del ciclo estral, durante la gestacion y la
lactancia (Pi et al., 1999) y en los plexos coroides bajo estados de estrés
(Fujikawa et al., 1995). También ha sido identificada la expresion del receptor en
células inmunocompetentes incluidos los linfocitos T y B, las células asesinas
naturales (NK) los monocitos y los macréfagos (Bellussi et al., 1987).
Recientemente se reportd que citocinas proinflamatorias como la interleucina
lbeta, el interferon gamma y el factor de necrosis tumoral alfa inducen la
expresion del receptor de PRL en fibroblastos de pulmon (Corbacho et al., 2003),
un tipo celular que es importante en la mediacion de las reacciones inflamatorias
de las vias respiratorias.

La activaciéon del receptor ocurre a través de un proceso de dimerizacion,
donde una molécula de PRL se une a dos moléculas de receptor, y por lo tanto
involucra dos regiones de la hormona capaces de interaccionar con una molécula
de receptor. El receptor de PRL carece de actividad enzimética y transduce su
sefial mediante su asociacion con diferentes cinasas, que a su vez activan a las
moléculas efectoras. La via de sefalizacion mas importante activada por el

receptor de PRL es la via JAK/STAT (“Janus kinases’/"signal transducers



activators of transcription”) (Bole-Feysot et al., 1998). La dimerizacion del receptor
de PRL induce la transfosforilacion / activacion de las cinasas de tirosina JAK-2,
gue se encuentran unidas al receptor. Las cinasas JAK-2 asi activadas fosforilan
residuos de tirosina del receptor, lo que origina sitios de anclaje para las proteinas
STAT, las cuales al unirse al receptor son fosforiladas por las JAK-2. Una vez
fosforiladas las STAT se disocian del receptor para formar dimeros que son
translocados al ndcleo, se unen a secuencias consenso en el DNA denominadas
GAS (secuencia de activacion de interferon gamma) y activan la transcripcion
génica. (Boyle Feyssot et al., 1998).

d. Sitios de produccion

La PRL es producida principalmente por células (conocidas como
lactotropos) de la hipofisis anterior. Sin embargo su sintesis se ha podido
confirmar en multiples tejidos extrahipofisiarios, que incluyen células del sistema
nervioso, la decidua uterina, el epitelio de las glandulas mamarias, lacrimales y
sudoriparas, diversas células del sistema inmune, la préstata y células
endoteliales vasculares (Ben Jonathan et al.1996, Corbacho et al 2002). En estos
tejidos se ha evaluado la expresion del RNAm y la produccion de la proteina en
funcidbn de su masa molecular, inmunoreactividad y bioactividad en ensayos
especificos. Ademas, la presencia de la PRL se ha detectado en diversos fluidos
corporales que incluyen el suero, el liquido cefalorraquideo, el liquido amnidtico, la
leche, el liquido folicular, etc (Ben Jonathan et al., 1996).

La regulacién de la sintesis y secrecion de la PRL involucra distintos
mecanismos que actlan tanto al nivel de la transcripcion y traduccién, asi como
también sobre su proceso de secrecion. La mayor parte del conocimiento acerca
de los mecanismos de regulacion de la produccion y liberacion de esta hormona,
derivan de estudios fisioldgicos y farmacolégicos, que han evaluado los efectos de
distintos agentes sobre la funcién adenohipofisiaria in vivo o bien sobre los
lactotropos en cultivo. Estos estudios han permitido identificar factores
ambientales, hormonales hipotalamicos, ovaricos y derivados de la glandula

suprarrenal, asi como factores paracrinos y autocrinos que actian de manera



orquestada para controlar la produccion y secrecion adenohipofisiaria de la
hormona (Bole Feysot et al.,, 1998). Sin embargo poco se sabe acerca de los
mecanismos de regulacion de la produccion de la PRL en las fuentes de
produccién extrahipofisiarias.

3. PRL Y SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (SNC)
a. Funciones

La PRL ejerce diversas acciones en el SNC, que incluyen: la regulacion de
la secrecion de neurotransmisores y neuropéptidos, la estimulacion de la
proliferacion de astrocitos y neuronas, la regulacion del ciclo suefio y vigilia, y la
regulacion de la expresion de conductas como la maternal, sexual, de ingesta y de
ansiedad (Ben-Jonathan, 1996).

Un ejemplo del efecto de la PRL sobre la secrecion de neurotransmisores,
es su accion sobre las neuronas dopaminérgicas tuberoinfundibulares (TIDA) en el
nacleo arcuato del hipotalamo. La PRL estimula la secrecion de dopamina por
estas neuronas dando lugar a un mecanismo de retroalimentacion negativa sobre
Su propia secrecion. Este mecanismo se apoya también en el efecto inhibitorio de
la PRL sobre la secrecion del péptido intestinal vasoactivo (VIP), que al producirse
por el hipotdlamo y ser secretado al sistema portal hipotalamo-neurohipofisiario
funciona como secretagogo de la PRL hipofisiaria (Ben-Jonathan, 1996). También
se han descrito efectos inhibitorios de la PRL sobre la secrecion de la GnRH por
las neuronas que la producen en el hipotalamo (Milenkovic et al., 1994), y se
piensa que este es el mecanismo que media la falta de fertilidad durante la
lactancia. La PRL también estimula la liberacién de las neurohormonas oxitocina y
vasopresina por explantes hipotalamo-neurohipofisiarios (Mejia et al., 2003).
Consistentemente con todas estas acciones, se ha descrito la presencia del
receptor de PRL en las neuronas TIDA (Arbogast Let al., 1997, Lerant A et al.,
1998), en el nucleo arcuato (NARC) del hipotdlamo y en los ndcleos
paraventricular y supraoptico (NSO) del hipotdlamo donde también se encuentran
neuronas que producen VIP el cual ha sido descrito como otro neurotransmisor

secretagogo de la PRL (Ben-Jonathan et al.,, 1996, Roky et al., 1996, Mejia et



al.,1997). Asimismo se ha descrito la presencia del receptor corto principalmente
en las neuronas GnRHérgicas donde se ha investigado el efecto en la expresiéon y
liberacion de GnRH en respuesta a PRL (Ben-Jonathan et al., 1996)

El efecto que la PRL ejerce sobre la oxitocina se ha asociado al aumento de
esta hormona durante la lactancia (Grattan, 2001) pero las implicaciones
funcionales del efecto de la PRL sobre la secrecion de vasopresina son menos
claras. Al respecto, recientemente se ha tenido evidencia de que la PRL-16K tiene
propiedades vasoconstrictoras, a través de inhibir la produccién de o6xido nitrico
endotelial, un importante relajador del musculo liso vascular (Gonzélez et al 2004).
Dado que la PRL, pero también la PRL-16K, estimulan la secrecién de
vasopresina por el sistema hipotalamo-neurohipofisiario, este seria un mecanismo
adicional para promover la vasoconstriccion sistémica en respuesta a prolactinas.
Alternativamente, la accibn sobre vasopresina, dadas sus propiedades
antidiuréticas, podria representar un mecanismo indirecto capaz de favorecer los
efectos osmorregulatorios de la PRL sobre diversos fluidos corporales. Todas
estas posibilidades son altamente especulativas y deberan ser abordadas
experimentalmente.

Diversos estudios han propuesto la posible participacion de la PRL en la
regulacion del ciclo suefio-vigilia. La administracién icv de PRL promueve la fase
de movimientos oculares rapidos del suefio (MOR), mientras que la
inmunoneutralizacion de las PRLs centrales con anticuerpos anti-PRL bloquea
dicha fase del suefio (Ben-Jonathan, 1996). Del mismo modo, estudios mas
recientes han mostrado que la hipofisectomia suprime la fase MOR del suefio
(Bodosi et al., 2000).

Como describimos anteriormente, parece claro que la PRL estimula en
forma dosis dependiente la expresion de la conducta maternal en hembras
virgenes (Bridges et al., 1990). Mas aun, se ha demostrado que la conducta
materna es regulada en el area predptica media (APOM), donde consistentemente
se ha descrito un incremento en la expresion del receptor de PRL durante la

gestacion y la lactancia (Pi et al., 1999, Bakowska et al., 1997). Asimismo la



inactivacion genética del receptor de PRL resulta en animales carentes de la
conducta de cuidado parental (Lucas et al., 1998).

Los efectos de la PRL capaces de promover la ingestiéon de agua y de
alimento parecen integrarse en los nucleos paraventricular y ventromedial (NVM)
del hipotdlamo. En estos nucleos se ha detectado el receptor de PRL y su
aumento en estados de hiperprolactinemia (Moore et al., 1989, Sauve et al.,2000).
Otro de los efectos conductuales de la PRL que podria integrarse en el NPV es la
modulacién de la ansiedad. Como mas adelante se describe, estudios de Torner y
colaboradores (Torner et al., 2001, 2002, 2004) mostraron que la administracion
icv de PRL reduce la ansiedad y la secreciéon de ACTH en respuesta al estrés y
que estos efectos se eliminan mediante el bloqueo de la expresion del receptor de
PRL en el SNC. El NPV participa en la integracion de la respuesta de ansiedad al
estrés (Millan, 2003) y constituye la via final comin para la secrecion de la
hormona liberadora de las corticotropinas (CRH) responsable de promover la
secrecion de ACTH por la hipdfisis (Aguilera, 1994). Ademas, el NPV expresa a la
PRL y a un fragmento de 14 kDa de la hormona (Clapp et al., 1994).

Finalmente, se ha demostrado que la PRL puede estimular la proliferacion
de astrocitos en cultivo (De Vito et al., 1992) y mas recientemente se ha
despertado un gran interés por la PRL en el SNC ya que se demostré que esta
hormona podria promover la neurogénesis en la zona subventricular y la
aportacion de nuevas neuronas al bulbo olfatorio durante la gestacién (Shingo et
al., 2003). Los receptores a PRL se detectaron en los cuerpos subventriculares y
la neurogénesis se encontr6 disminuida en dicha area en los ratones
heterozigoticos para el receptor de PRL (Shingo et al., 2003).

También se ha descrito la presencia de RNAm del receptor de PRL en otras
areas del SNC como son el area periventricular (en la regién preoptica), el nacleo
del lecho del stria terminalis, la amigdala medial y el talamo, la zona incerta, la
habénula lateral, el érgano subfornical, la sustancia gris periacueductal, la
sustancia nigra, el cuerpo estriado, la corteza (cingulada, motora y sensorial), el
bulbo olfatorio y el area postrema (Pi et al., 1998, Bakowska et al., 1997). Esta

distribucion amplia del receptor de PRL probablemente refleja la complejidad de



las acciones de esta hormona, si bien el nivel de expresion es baja en muchas de

estas regiones y podria no tener una relevancia funcional significativa.

b. PRL neural

La PRL se encuentra presente en el liquido cefalorraquideo, y su
concentracion se correlaciona con sus niveles en la circulacion (Mangurian et al.,
1992, Fujikawa et al.,, 1995). En los plexos coroideos se concentra la mayor
expresion del RNAm del receptor de PRL, y se ha propuesto que la funcion
primordial de esta localizacion es la de permitir la internalizacion de la PRL
sistémica al liquido cefalorraquideo (Roky et al., 1996, Grattan et al., 2001). Al
respecto, se ha mostrado que PRL marcada radioactivamente e inyectada a la
circulacién sistémica es incorporada por los plexos coroideos e internalizada al
liquido cefalorraquideo (Walsh et al., 1987). Ademas, se ha observado que
agentes capaces de estimular la secrecion adenohipofisiaria de PRL a la
circulacion sistémica, también estimulan la expresion del receptor de PRL en los
cuerpos coroideos (Pi et al., 1999, Fujikawa et al., 1995, Grattan et al., 2001).

Si bien es claro que los receptores de PRL en los plexos coroideos pueden
permitir el ingreso de la PRL sistémica al SNC y con ello sus acciones centrales,
también es evidente que el SNC, como otros sistemas extrahipofisiarios produce
PRL. Las evidencias iniciales describieron la presencia de PRL inmunorreactiva
(PRL-IR) en los somas de neuronas en diversos nucleos hipotaldmicos: NARC,
NVM, premamilar, NSO y NPV, y en sus proyecciones a la amigdala y el locus
ceruleos. El origen de esta inmunoreatividad no parecia ser hipofisiaria, ya que la
presencia de este antigeno no variaba entre hembras y machos, ademas no
dependia de los niveles circulantes de la PRL y no se modificaba después de la
hipofisectomia (Tobeau et al., 1979, Barbanel et al., 1986, Emanuele et al., 1987,
Harlan et al., 1989). Sin embargo posteriormente se mostraron evidencias de que
también la PRL inmunorreactiva independiente de la hipoéfisis esta presente en el
talamo, el hipocampo, la corteza (parietal) y el nucleo caudado, ademas se
describieron proyecciones prolactinérgicas en el 6rgano vasculosum de la lamina

terminalis, en el érgano subfornical, en la médula oblongata y espinal, en el bulbo



olfatorio, en la corteza del cingulo, en la region periventricular y en la sustancia
gris periacueductal (Siaud et al., 1989).

Las evidencias basadas en inmunohistoquimica fueron cuestionadas por el
hallazgo de que anticuerpos dirigidos contra porciones de Ila
propopiomelanocorticotropina (POMC), presentaban una reaccion cruzada con
PRL (Harlan et al., 1989). Si bien la localizacion de ambos antigenos (POMC y
PRL) no era del todo similar, la presencia de PRL neural tuvo que ser reforzada
por otros abordajes experimentales. Por ejemplo, De Vito y colaboradores
mostraron mediante Western blots que extractos hipotalamicos contienen una PRL
inmunoreactiva de 23 kDa y de 16 kDa que son liberadas por explantes
hipotalamicos mediante mecanismos dependientes de calcio (De Vito, et al.,
1987). Este ultimo resultado que apoya la sintesis independiente de la PRL central
respecto de la hipofisiaria.

No obstante las evidencias mas contundentes de la presencia y sintesis de
PRL en el SNC, se obtuvieron por medio de la determinacién de la expresion local
de su RNAm, mediante northern blot (Schachter et al., 1984). Ademas, por medio
de la técnica de retrotranscripcion y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR), se describi6 la expresion del RNAmM de PRL en hipotalamo completo y en el
NPV y NSO, en el cerebelo, el caudado, el tallo cerebral, la amigdala, el talamo, la
corteza cerebral y el hipocampo (Emanuele et al.,, 1992, Wilson et al., 1992,
Torner et al., 1999).

En la actualidad se acepta que la produccion de PRL se concentra en el
hipotdlamo, particularmente en los nucleos hipotaldmicos NVM, NPV, NSO vy
NARC, mas aun, las proyecciones neuronales que contienen PRL tienen una
distribucion mas amplia, que incluye al talamo, la amigdala, el hipocampo y el
caudado (Freeman et al., 2000)

También es claro que PRL central es estructuralmente heterogénea. Se han
detectado isoformas de PRL de 23, 16, 14 y 12 kDa en extractos de hipotdlamo
(De Vito, 1988) y de neurohipofisis (Clapp et al 1994). Es interesante la

observacién de que en el sistema hipotalamo-neurohipofisiario parece ser mas



abundante la PRL de 14 kDa que la PRL integra (23 kDa), a diferencia de lo que
ocurre en la adenohipofisis (Clapp et al 1994). En el sistema hipotalamo-
neurohipofisiario las diferentes isoformas de PRL ingresan a la via de secrecion
neuronal de neuronas vasopresinérgicas, como lo demuestra su presencia en
granulos de secrecion (Mejia et al 1997) y de acuerdo a estudios in vitro dicha
secrecion es dependiente de calcio (Torner et al 1995).

La relevancia funcional de la PRL hipotalamica se apoyo6 recientemente con
el trabajo de Torner y colaboradores (Torner et al., 2004), que mostré que la
expresion de PRL en el hipotalamo puede ser incrementada por estimulos
fisiologicos como la succion y la exposicion al estrés. Interesantemente, los
estrogenos también parecen regular la expresion de PRL en el NPV y en el NSO
dado que ratas ovarectomizadas tratadas con estradiol muestran un incremento
significativo en la expresion del RNAm de PRL en ambos nudcleos (Torner et al.,
1999). Mas aun en ese estudio se observo que los estrégenos pueden inhibir la

protedlisis de la PRL hacia la PRL-14K en el sistema hipotadlamo -neurohipofisiario.



4. ESTRES
a. Definicién

El estrés es un concepto amplio y complejo, que ha sido sujeto a diversas
definiciones, y se ha empleado de diversas maneras, tanto en funcién de los
componentes que lo forman, el estimulo que lo provoca, asi como la respuestas
gue ocasiona.

En 1930 Hans Selye introdujo el concepto de estrés como la respuesta
inespecifica que resulta de la exposicion a cualquier efector de estrés o agente
nocivo, sea de caracter interno o externo o de naturaleza fisica o quimica,
manifestandose en un sindrome al cual defini6 como sindrome de adaptacion
general, el cual consiste de tres etapas:

- Fase de alarma: En donde el organismo se percata del agente nocivo,
activa su sistema nervioso simpdético y la corteza y médula de las
glandulas suprarrenales.

- Fase de resistencia o adaptacion: En la que el organismo hace frente al
estresor. Para ello utiliza los recursos energéticos disponibles para
sobrevivir la emergencia.

- Fase de desgaste : Se caracteriza por imposibilidad del organismo para
hacer frente al agente estresor, Yy desarrolla multiples patologias o
incluso puede llegar a la muerte.

Selye propuso al eje hipotadlamo-hipofisis-adrenal (HPA) como el efector clave de
la respuesta al estrés. Ademas propuso que las distintas formas de estrés inducen
dos tipos de respuesta, una general que implica la liberacion de ACTH vy
corticosterona, y una individual mediada por factores tales como predisposicion
determinada genéticamente. (Selye, 1950)

Selye habia denotado una marcada homogeneidad en la respuesta ante
diversos estresores, expresandola principalmente por la activacion del eje HPA
como efector principal de la respuesta al estrés, sin embargo en el afio 2001
Pakak y Palkovits demostraron que contrario a Selye habia una heterogeneidad en
la respuesta a diversos estresores, aunque si bien la respuesta final es la

activacion del HPA y del eje simpato- adrenal, manifestaron la participacion de



diferentes nucleos centrales ante varios estresores, ademas introdujeron asi la
definicion de estrés cdmo: “Un estado alterado en el equilibrio fisiolégico durante el
cual se activan mecanismos especificos que trabajan conjuntamente como
respuestas compensatorias para restaurar la homeostasis” (Pakak y Palkovits
2001). No obstante hasta el afio 2002 Tsigos y Chrousos brindaron un concepto
multidimensional sobre el estrés, en el cual introducen a la respuesta conductual
como parte de los efectos del estimulo estresor. Ellos definen al estrés como: “Un
complejo repertorio de respuestas fisiologicas, tales como la activacion del eje
HPA y del eje simpatico-adrenal, ademas de respuestas conductuales como la
ansiedad, el miedo, la ira, etc.,que se activan o se manifiestan para restaurar la
homeostasis amenazada” (Tsigos et al, 2002).

Los estresores se definen como todo aquel estimulo que causa estrés o que
interrumpe la homeostasis del organismo, sin embargo la clasificacion de estos
estimulos es muy diversa, por ejemplo, en funcion de la forma de como son
percibidos, los estresores se pueden clasificar en internos (hemorragia,
hipoglucemia, etc) o externos (capaces de activar receptores sensoriales, visuales,
olfatorios, mecanicos, etc). De acuerdo a su duracién se refieren como estresores
agudos (exposicion unica y de tiempo limitado) o cronicos (exposicion prolongada
e intermitente o exposicion continua), también se les clasifica en fisicos (frio, calor,

vibracion) y psicoldgicos (sociales, emocionales) (Pacak et al., 2001).

5. RESPUESTA FISIOLOGICA ALESTRES

Las experiencias estresantes son comunes en todos los organismos vivos,
la percepcion de estimulos amenazantes desarrolla un espectro de cambios
fisiologicos como respuesta de compensacion al estrés (Herman 1997). Sin
embargo los organismos abordan distintas estrategias bioldgicas para hacer frente
al estresor, que implican desde respuestas conductuales, neuroendocrinas
(activacion del eje HPA), respuestas autondmicas y respuestas del sistema

inmune.



Moberg en 1985 propuso un modelo descriptivo de las respuestas al estrés

(Fig. 1), dividiéndolo en tres fases: el reconocimiento del estresor, la defensa

bioldgica contra el estresor y la consecuencia biologica del estrés.

1. Reconocimiento de la
amenaza a la homeostasis

~~
* Se modifica por la experiencia, la
carga genética, la edad, el estado
fisioldgico y la temporada.

2. Respuesta de estrés

3. Consecuencia del estrés

<

>

—~ ESTIMULO
Sistema nervioso central
Percepcion del estresor
> i

Organizacion de la defensa bioldgica

|

Respuesta biolégica
(autonémica, conductual
neuroendocrina, inmune)

Funcidn biologica normal

|

Funcion biol6gica alterada

|

Estado prepatolégico

|

Desarrollo de la patologia

<

Fig. 1 Modelo de respuesta al estrés modificado de Moberg 1999 (Moberg et al. 2001)

Moberg propone que la respuesta al estrés se encuentra regulada por la

influencia que el sistema nervioso central ejerce sobre los sistemas auténomo,

neuroendocrino, e inmune y se puede reflejar en la conducta que despliegan

algunos organismos.

Ademas, dicha respuesta involucra no solo factores

individuales como la experiencia y la carga genética, sino también incluye la

accion de moléculas centrales y periféricas, como la accion de hormonas

hipofisiarias, tales como, la ACTH, la vasopresina (VP) y la PRL, la noradrenalina



por parte de la division simpatica, la adrenalina liberada de la region medular y los

glucocorticoides de la region cortical de las suprarrenales (Moberg et al. 2001).

a. Activacion del sistema autonomo

El control de las funciones viscerales del organismo, es efectuado
basicamente de forma no consciente por el sistema nervioso autbnomo, el cual se
encuentra compuesto por dos ramas: la simpatica y la parasimpética.

En una situacion de estrés, se ha descrito que el hipotadlamo es capaz de
integrar la informacidbn procedente de vias sensoriales y viscerales,
desencadenando la activacion del sistema nervioso simpatico. La sefial comienza
cuando las neuronas preganglionares simpaticas de la médula espinal, reciben la
informacion procedente del hipotalamo a través de vias autbnomas descendentes
que provienen del NPV o del ndcleo del tracto solitario (NTS), de ahi la
informacion es transmitida hasta la cadena ganglionar simpatica paravertebral,
mediante sinapsis con las neuronas postganglionares, que liberan noradrenalina
en los distintos érganos blanco. Ademas, las neuronas preganglionares simpaticas
estimulan a su vez a la médula adrenal para la liberacion de adrenalina a la
circulacion, la cual ejerce sus efectos sobre el corazén y el musculo esquelético.

Walter B. Cannon es considerado uno de los iniciadores en las teorias de
estrés. En 1915, propuso la “Reaccion de Alarma” para explicar el aumento en la
liberacibn de adrenalina en respuesta a la exposicion ante cualquier estresor,
también caracterizo la respuesta al estrés como generalizada e inespecifica y la
denomind respuesta de huida o lucha (fight or flight response). Demostré que en
ella tiene lugar la activacion del sistema nervioso simpético en sus divisiones
neural y sistémica, via la liberacién de noradrenalina de terminales nerviosas y
de adrenalina de la médula suprarrenal.

En la actualidad es bien aceptado que las primeras respuestas ante el
estresor consisten tanto en la activacion rapida del sistema nervioso simpatico-
adrenal, con la subsecuente liberacion de noradrenalina y adrenalina, y la
activacion del eje HPA, cuyo producto final son los glucocorticoides, y que se

describird mas adelante.



Como resultado de la liberacion de adrenalina se puede obtener energia
rapidamente. La adrenalina ejerce efectos metabdlicos en el higado donde
estimula la glucogendlisis, lo cual conduce a un aumento de glucosa en sangre,
que puede ser utilizada en los tejidos que mas la demanden. Ademas, la
adrenalina y la noradrenalina aumentan la frecuencia cardiaca y respiratoria, la
presion sanguinea, Yy la generacion de sudor. Estos cambios facilitan la rapida
circulacién de la sangre y con ella el aporte de glucosa y oxigeno tanto a los
musculos con funciones motoras, como al cerebro, y reducen la circulaciéon en
otras partes del organismo menos relevantes para la respuesta al estrés, como el
sistema digestivo. Asi en condiciones de amenaza hacia el organismo, los
musculos de las extremidades disponen de energia necesaria para realizar algin
esfuerzo, asi como la irrigacion facilita al cerebro algunas funciones como la
percepcion o la atencidn que pueden facilitar una reaccion rapida y eficaz (Sandi,
2002).

b. Activacion del eje HPA

Diversas estructuras y regiones del sistema nervioso central y periférico
participan durante la exposicidon ante un estresor, los principales componentes
centrales de respuesta al estrés, se encuentran localizados en su mayoria en el
hipotdlamo y en el tallo cerebral (Herman et al., 1997, 2003). No obstante el
principal ndcleo capaz de integrar la respuesta neuroendocrina al estrés es el NPV
(Herman et al., 1997). Morfologicamente el NPV se encuentra dividido en dos
regiones celulares denominadas, por el tamafio neuronal, parvocelular vy
magnocelular. En la subdivision media dorsal parvocelular se encuentran
neuronas que sintetizan la hormona liberadora de la corticotropina (CRH) y que
representan la via final comdn de la activacion del eje HPA. También se han
descrito neuropéptidos secretados por la division parvocelular del NPV tales como
la oxitocina y la VP que regulan la produccién CRH (Aguilera et al., 1993, Herman
1995, Wotjak et al., 1996), y pueden, en el caso de la VP secretada por estas

neuronas al sistema portal hipotalamo-hipofisiario, estimular la secrecion de



corticotropina (también llamada hormona adrenocorticotropica o ACTH) (Aguilera
et al.,1992,1993).

La CRH es transportada via proyecciones neuronales a la lamina externa
de la eminencia media, donde es secretada al sistema portal hipotalamo-
hipofisiario (Merchenthaler et al., 1982), hasta alcanzar la hipofisis anterior, donde
la CRH estimula la sintesis y la liberacion de la ACTH a la sangre periférica. El
principal érgano blanco de la ACTH es la corteza de la glandula adrenal, donde
estimula la secrecion de glucocorticoides (cortisol en seres humanos o
corticosterona en la rata) por parte de las regiones fascicular y reticular. Los
glucocorticoides tienen efectos catabdlicos importantes que resultan en la
conversion de proteina y glucdgeno a glucosa (gluconeogénesis) en el musculo.
También disminuyen la utilizacion celular de glucosa en unos tejidos pero no en
otros que no los necesitan en ese momento como el sistema digestivo, ademas
aumentan la movilizacion de acidos grasos y glicerol del tejido adiposo,
incrementando su concentracion en sangre lo que favorece su utilizacién en la
sintesis de glucosa. Como resultado de todos estos efectos, los glucocorticoides
mantienen la concentracion de glucosa en sangre necesaria para contender con
situaciones de estrés y deprivacion de alimento, a costa de disminuir la proteina y
grasa del cuerpo (Kaplan, 1996).

Ademas de las influencias intranucleares, el NPV integra aferencias de
centros superiores (corteza y sistema limbico) y recibe proyecciones
catecolaminérgicas del tallo cerebral, de organos circunventriculares y de areas
del sistema limbico (nucleo del lecho de la estria terminal, septum, hipocampo y
amigdala). Las vias catecolaminérgicas excitatorias provenientes del tallo ejercen
un efecto activador del eje HPA en el NPV, el cual también integra informacién
que proviene de aferencias medulares y del tallo, y es responsable de respuestas
reactivas (Herman et al., 2003)

Finalmente, diversos estudios han mostrado que las respuestas
neuroendocrinas y conductuales varian entre diferentes tipos de estresores y que
estas diferencias se pueden reflejar en una activacion diferencial del NPV. Por

ejemplo, usando como marcador de actividad neuronal al gen c-fos, se ha descrito



que estresores como la inmovilizacion y los choques eléctricos, pero no el estrés
por frio o por insulina, activan la subdivision parvocelular del NPV (Pacak et al.,
1995).

6. RESPUESTA CONDUCTUAL DE ANSIEDAD
a. Definicién

La respuesta de ansiedad ha sido estudiada bajo diferentes contextos para
analizar efectos de sustancias capaces de estimularla o de inhibirla, denominadas
como ansiogénicas y ansioliticas, respectivamente. Generalmente los ensayos
conductuales se estudian en roedores y son disefiados de tal forma que logran
crear situaciones de conflicto entre la capacidad innata de exploraciéon y el estrés
causado por la novedad de la prueba o el espacio por si mismo. Si bien las
definiciones operacionales del estado de ansiedad dependen del experimentador,
en términos generales la ansiedad se define en base a la actividad locomotora, la
exploraciéon, la piloereccién, la defecacion, y otros patrones conductuales que
presentan los animales durante el ensayo. Por ejemplo, en la plataforma elevada o
“plus maze”, descrita por Pellow en 1985 (Pellow, 1985), se han validado muchas
sustancias ansiogénicas o ansioliticas, que coinciden con sus efectos en otras
pruebas conductuales de ansiedad como la prueba de campo abierto descrito por
Walsh en 1976 (Walsh, 1976) o el ensayo de “holeboard” descrita por Lister en
1990 (Lister, 1990).

En estudios clinicos, la ansiedad ha sido delimitada en base a las pautas
que establece el Manual Diagndstico y Estadistico de los Trastornos Mentales, de
la Asociacibn Americana de Psiquiatria (DSM-IV), donde han definido a la
ansiedad como una sensacion de apremio, de intranquilidad o desasosiego
psicolégico asociado a la anticipacion del peligro (DSM-IV referencia). Estas
sensaciones se han asociado con manifestaciones fisiolégicas como un
incremento en la presion arterial, la taquicardia, la hipertermia, y la liberacion
elevada de glucocorticoides, asi como con la expresion de patrones conductuales
estereotipados tales como conductas de defensa que incluyen la respuesta de

paralisis, evitacion, escape, acicalamiento, defecacién y pilo-ereccion.



Dentro de las estructuras centrales que se ha propuesto que regulan la
conducta de ansiedad se encuentra el septum y el circuito de Papez (circuito
formado por el hipocampo, cuerpos mamilares, talamo anterior, corteza cingulada
y corteza del cingulo). El nicleo amigdalino juega un papel fundamental en
conductas emocionales (Steimer T, 2002). Se ha descrito como un nudcleo de
asociacion y relevo de diversas emociones, ademas de que esta region recibe
diferentes conexiones reciprocas con estructuras corticales, y con el sistema
ascendente noradrenérgico que responde a diversos estresores, en general estas
estructuras estan intimamente relacionadas con respuestas emocionales,

cognitivas, autonémicas y endocrinas (Millan 2003).

7. PRLY ESTRES

Desde hace muchos afios se sabe que diversos estresores (choque
hiperosmético, frio, choques eléctricos, restriccibn por movimiento, quemaduras,
etc) inducen la liberacién de PRL a la circulacion sistémica (Nicoll et al., 1960, Neill
et al., 1970). Las implicaciones funcionales del aumento de la PRL circulante en
respuesta al estrés alun no se conocen, si bien se han propuesto varias
posibilidades. Por ejemplo, dadas las acciones estimulatorias de la prolactina
sobre el sistema inmune (McMurray 2001) se propone que la secrecion de esta
hormona podria contrarrestar las acciones inmunodepresoras de los corticoides
liberados en respuesta al estrés (Yu-Lee 2002).

Mas recientemente Torner y colaboradores propusieron que la PRL puede
modular las respuestas conductuales y neuroendocrinas del estrés y que esta
accion la ejerce directamente sobre el SNC. Asi, este grupo de investigadores
demostré que la administracion icv de oligonucleétidos antisentido capaces de
bloquear la expresion del receptor de PRL incrementa la potencia de estresores
emocionales (“plataforma elevada” o inmovilizacién) para producir ansiedad y para
estimular la secrecion de la ACTH a la circulaciéon (Torner et al., 2001).
Consistentemente, mostraron que la administracion icv de PRL reduce la conducta
de ansiedad y los niveles circulantes de ACTH en respuesta a dichos estresores
(Torner et al , 2001).



En base a las observaciones anteriores, se sugirio que los altos niveles
circulantes de PRL que tienen lugar durante la lactancia podrian contribuir a
explicar la reducida reactividad del eje HPA en esta fase del ciclo reproductor
(Torner et al 2004). Asi, en animales experimentales y en humanos en estados
hiperprolactinémicos fisioldgicos (gestacion y lactancia) diversos estimulos
estresantes (inmovilizacion, nado forzado, plataforma elevada, inyecciones
hipertonicas, éter, estrés psico-social, choques eléctricos, ruido, cirugias, etc)
producen una menor expresion del RNAm de CRH y concentracion de los
glucocorticoides circulantes que en individuos con niveles circulantes basales de
PRL (Thoman et al., 1970, Lightman et al., 1989, da Costa et al., 1996, Windle et
al., 1997, Neumann et al., 1998, 2000, Altemus et al., 2001).

Se desconoce si la PRL capaz de modular las acciones del estrés es de
origen sistémico o bien de origen neural. Se ha observado que el estrés
incrementa los receptores a PRL en los plexos coroides (Fujikawa et al., 1995) y
que estos receptores son capaces de internalizar la PRL sistémica al liquido
cefalorraquideo (Grattan 2001). Ademas, se ha observado que la concentracién de
la PRL en el liquido cefalorraquideo se correlaciona con el aumento de la PRL
circulante en respuesta al estrés (Walsh et al., 1987).

Por otra parte, el SNC y en particular el NPV produce y secreta ala PRLYy a
algunos de sus fragmentos hormonales, de manera que mecanismos locales
(parécrinos y autdcrinos) podrian contribuir a mediar las acciones de la PRL sobre
el estrés. Al respecto es interesante volver a sefalar que tanto la PRL como un
fragmento de PRL de 14 kDa se producen en el NPV y que la PRL y la PRL-16K
estimulan la secrecion de VP (Mejia et al., 2003), efecto que podria repercutir
sobre la activacion del eje HPA. Como también se indico, la VP puede estimular la
secrecion de CRH (Sawchenko et al., 1992), pero ademas, la VP secretada por las
proyecciones neuronales parvicelulares del NPV puede actuar sobre sus
receptores en la hipofisis anterior estimulando a los corticotropos a sintetizar y
liberar ACTH (Herman et al. 1989). Por lo tanto, PRLs tanto sistémicas como

locales podrian actuar centralmente para modular la respuesta al estrés.



8. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En resumen, el SNC, en particular el hipotalamo es sitio blanco de acciones
de la PRL y de sus fragmentos moleculares. Entre las acciones centrales descritas
de la PRL, recientemente se propuso la modulacion de la conducta de ansiedad y
la inhibicion del eje HPA en respuesta al estrés. En el NPV se integra informacion
aferente que se traduce en la activacion del eje HPA, ademas hacia este y a otros
nacleos hipotalamicos proyectan centros superiores (corteza sensorial, y de
asociacion, sistema limbico y talamo) relacionados con la regulacion de la
conducta de ansiedad. Dado que el NPV produce PRL y PRL-14K es posible
proponer que el estrés podria promover la produccion de PRLs capaces de

modular de manera autécrina 0 paracrina las respuestas al estrés.



9. HIPOTESIS
El estrés por restriccion de movimiento estimula la produccion de
prolactinas en el nadcleo paraventricular del hipotalamo (NPV), las cuales

actuan localmente para regular la conducta de ansiedad

10. OBJETIVOS
Para analizar esta hipétesis llevamos a cabo los siguientes objetivos:
OBJETIVO 1
Determinar si el estrés por inmovilizacion modifica la expresion de
prolactina en el NPV y en otros nucleos hipotaldmicos (nucleo supradptico,

nucleo arcuato, nacleo ventromedial)

OBJETIVO 2
Analizar si la PRL y la PRL-16K administradas en el hipotalamo tienen
efecto sobre la conducta de ansiedad determinada en la “plataforma elevada

en cruz”



11. MATERIALES Y METODOS

a. Animales

Hembras Wistar virgenes adultas (210-250grs) en fase de diestro, se
mantuvieron bajo condiciones controladas de temperatura (22-24°C) y de
luz/oscuridad (12/12) con acceso libre al agua y alimento. La fase del ciclo estral
fue seleccionada de acuerdo a estudios previos que reportan que durante la fase
de diestro se detecta la menor expresion del RNA mensajero de PRL en el NPV y
en el NSO, de manera que presumiblemente podria observarse mejor la respuesta
de dicho transcrito al estrés (Torner et al.1999). Las etapas del ciclo estral se
monitorearon diariamente mediante citologia vaginal. Ademas, los animales fueron
manipulados diariamente durante al menos 4 dias antes del experimento
intentando mimetizar la maniobra experimental.

La justificacion de usar ratas hembras en los experimentos se basa en
diversos estudios que muestran un gran dimorfismo sexual, tanto en la distribucion
como en la concentracion de la hormona, ademas de la gran importancia que tiene
en funciones reproductivas en hembras.

b. Inmovilizacion

Selye fue el primer cientifico que utilizd la restriccion de movimiento o
inmovilizacién (IMO) para estudiar el estrés. El procedimiento original se basa en
atar las patas de la rata y envolver al animal estrechamente en una toalla. Hoy en
dia existen varias modalidades de estrés por IMO pero la mas empleada consiste
en introducir a los animales en tubos de acrilico, donde quedan sujetas tanto las
extremidades como el cuerpo y la presidon ejercida es la misma durante todo el
tiempo de exposicion. El estrés por IMO se considera una combinacion de estrés
fisico y psicolégico, dos componentes importantes a este estimulo son la
disminucién de la temperatura del cuerpo y la molestia /dolor asociada con la
incapacidad del movimiento. Las respuestas maximas se aprecian en los primeros
30 minutos de la inmovilizacién y la magnitud de la respuesta disminuye después
de la exposicién crénica intermitente, reflejando habituacion asi como fatiga de los

sistemas efectores al estrés (Pacak et al., 1995, 1997, 2001)



En el presente trabajo se utilizo el estrés por inmovilizacion dado que en
estudios previos se observd que este estimulo induce cambios en la expresion de
PRL en hipotadlamos completos (Torner et al., 2004). Se utilizaron dos grupos
experimentales, el grupo control de ratas sin ninguna manipulacion que fueron
anestesiadas mediante la exposicion a una atmosfera saturada de CO:2 y
decapitadas; y el grupo experimental de las ratas expuestas a un periodo de 30
minutos de estrés por inmovilizacién, seguido de un periodo de recuperacion de 30
minutos en el cual las ratas fueron devueltas a sus jaulas para posteriormente
sacrificarlas mediante el mismo procedimiento utilizado en el control.

c. Extraccién de los nucleos hipotaldmicos por micropuncién

Para la metodologia de micropuncién, los animales fueron sacrificados
mediante una exposicién a una atmosfera saturada de CO2 después de haber
sido sometidos o0 no al estrés por inmovilizacion. Los animales fueron decapitados
y los cerebros extraidos y congelados en una solucion fria de 2-metilbutano para
preservar la estructura y prevenir la actividad de enzimas que pudieran degradar el
RNA. Las areas mas rostrales y caudales del cerebro (cerebelo y bulbo olfatorio)
se eliminaron en condiciones lo mas estériles posibles, la fraccién restante del
cerebro fue colocado en la platina del criéstato. Se realizaron cortes coronales
sucesivos, hasta llegar a la regién de inicio del paraventricular que se ubica de
acuerdo a las coordenadas establecidas en el atlas del cerebro de la rata a partir
de bregma —-1.80mm (Paxinos et al 1986). El resto de los nucleos hipotalamicos
fueron localizados de manera similar de acuerdo a las coordenadas referidas en el
atlas paxinos, NSO (Bregma —1.4mm ), ARC (Bregma —-2.8) , NVM (Bregma —-2.12
).

Para la obtencién de los nucleos, el tejido se desmonté de la platina, se
secciond una rebanada de aproximadamente 1 mm de espesor, que se coloco
bajo el microscopio estereoscopico para que por medio de una canula con un
diametro externo de 0.025 cm y un diametro interno de 0.013 cm previamente
esterilizada y enfriada en hielo seco se extrajeran los ndcleos hipotalamicos. Las
canulas fueron usadas de manera individual para cada nucleo y por tratamiento
(Palkovits,1983)



Los nucleos fueron almacenados a -70 °C en tubos estériles hasta su
procesamiento. El resto de la rebanada se fijo en paraformaldehido al 4% y se
procesd en cortes coronales para verificar la extraccion correcta de los ndcleos

mediante la técnica de tincidon de Nissl.

d. Retrotranscripcion y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

El RNA total de los nucleos (ARC, NVM, NPV, NSO) obtenidos por
micropuncién se extrajo de acuerdo al método de tiocianato de guanidina
(Chomczynski et al 1987). Se usaron dos oligonucleétidos complementarios al
cDNA de la PRL de rata, el sentido 5-
TGTTCTGGTGGCGACTGCCAGACACCT-3 y el antisentido
5TATCTTTTCGATCCCTTCGAGAAGCCG-3". Como control interno se amplificé
el cDNA de beta-actina con los siguientes oligonucleétidos: sentido 5'-
CCATCATGAAGTGACGTTG -3 y antisentido 5-
ACAGAGTACTTGCGCTCAGGA-3".

La amplificacién se realiz6 de acuerdo al método descrito (Torner et al
1999). Brevemente, 5 ug de RNA total fue sometido al proceso de transcripcion
reversa por 1 hora a 37°C en 20 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCI, 2.5 mM MgClz,
0.2 mM dNTP, 600 ng de los oligo (dt), 5 unidades Rnasin y 200 unidades de la
enzima transcriptasa reversa (RT). La amplificacion de PRL por PCR se realiz6
con las siguientes condiciones: 40 ciclos (94°C por 30seg, 65°C por 45 segy 72°C
por 45 seg) seguido por 7 minutos a 72°C al final de la amplificacion. En el caso de
B-actina el proceso se realizo por 21 ciclos y a una temperatura de hibridacién de
58°C. El total de los transcritos amplificados fue analizado en geles de agarosa al
1.2% tefidos con bromuro de etidio. Para el PCR cuantitativo también se utilizé la
beta-actina como control interno. La reaccion incluyé 1 pl de la reaccion de
transcripcion inversa cDNA, 7.5 pl del reactivo quantitec SYBR Green PCR
(Qiagen, Hilden, Germany), con una concentracion de 200 nM de los iniciadores
sentido y antisentido en un volumen final de la reaccion de 12 pl. La deteccion y el
andlisis de datos se realizé utilizando un equipo LightCycler de acuerdo a las

instrucciones del fabricante (Roche Molecular Biochemicals, Manheim, Alemania)



e. Introduccion de las canulas guia 'y microinyeccion

Las canulas guia fueron implantadas estereotaxicamente bajo anestesia i.p
(45 mg/kg de pentobarbital). Las canulas fueron preparadas con agujas de acero
romas (0.7 x 30 mm), las cuales se colocaron en las coordenadas que
corresponden al NPV [antero posterior -1.4, lateral -1.7, dorsoventral -6, con un
angulo de inclinacion de 10° (Paxinos, 1986)] de manera bilateral y aseguradas
con cemento acrilico mediante dos tornillos insertados en el hueso del craneo. Los
experimentos se realizaron 7 dias después de la cirugia, tiempo en que los
animales fueron manipulados diariamente mimetizando el proceso de inyeccion.
Los microinyectores se construyeron 2 mm mas largos que las canulas guia para
gue sobresalieran esa distancia de las mismas y se colocaran sobre el ndcleo
paraventricular. Se inyectaron 2 ul de vehiculo (buffer de fosfatos 0.01M, pH 7.4)
y 100 ng tanto de PRL como de PRL-16K. En todos los casos la inyeccion fue con
un flujo de 1 pl/min y una vez finalizada la infusion se esper6é 30 segundos para
retirar el microinyector con el objeto de facilitar la difusion de las sustancias.

f. Plataforma elevada (“Elevated Plus Maze”)

El laberinto de plataforma elevada o en cruz (EPM), es una prueba validada
para evaluar la conducta de ansiedad. El EPM estd compuesto de dos brazos
abiertos (50 cm largo X 15 cm ancho) y dos brazos cerrados (50 cm largo X 10
cm ancho X 40 cm de alto), que se cruzan en el medio, y 75 cm elevado del suelo
(Pellow et al.,, 1985). Los animales son colocados individualmente en la
interseccion de los brazos con la cara dirigida hacia los brazos cerrados y la
prueba tiene una duracién de 5 minutos. La conducta es videograbada y el nimero
de entradas como el tiempo, es cuantificado en cada brazo. Se define como una
entrada “completa” si y solo si las cuatro extremidades son colocadas fuera de la
interseccion y dentro del brazo. Las entradas solo son denominadas si las dos
extremidades anteriores se encuentran dentro de los brazos. Después de la
prueba los animales son regresados a su jaula individual. El EPM es limpiado con
jabén inodoro entre cada animal. Los animales tienden a tener una conducta
exploratoria y si se encuentran bajo condiciones de estrés o muy ansiosos, esta

conducta se ve abatida y permanecen mas tiempo en donde puedan estar



seguros, que en este caso es en los brazos cerrados. De acuerdo a estos criterios
se estima si el animal presenta o no una conducta de ansiedad (Pellow et al.,
1985)

g. Analisis estadistico

Los datos se presentan como promedios + error estandar de la media. En
los casos apropiados, se realizaron comparaciones estadisticas por la prueba de
la t de Student no pareada o por andlisis de varianza (ANOVA) de una cola,
seguido por la prueba de Newman — Keuls o Fisher, en las pruebas conductuales.

Un valor de P < 0.05 es considerado como estadisticamente significativo.



12. RESULTADOS Y DISCUSION
a. Efecto del estrés por inmovilizacién sobre la expresiéon del RNA
mensajero de PRL en hipotadlamo completo y en nucleos

hipotalamicos aislados

Inicialmente quisimos corroborar estudios anteriores (Torner et al., 2004) donde se
demostré que el estrés por inmovilizacion estimula la expresion del RNA mensajero de
PRL en hipotalamos completos. En la figura 2A se muestra un caso representativo del
andlisis por RT-PCR a partir del RNA total aislado del hipotalamo de un animal control y de
un animal sometido a 30 min de estrés por inmovilizacion y sacrificado después de un
periodo de 30 min. Como control se analiz6 el RNA total obtenido de un fragmento de
corteza parietal. Como se puede notar el RT-PCR amplifico un transcrito de 418 pb. Este
tamafio correspondio al del producto amplificado a partir del cDNA de PRL (resultado no
mostrado) y por lo tanto al del RNA mensajero de PRL. La sefal del transcrito fue similar
en la corteza de animales controles y estresados y en el hipotalamo en ausencia de
estrés, sin embargo la expresion de dicho transcrito se incrementd considerablemente en
hipotalamos de animales estresados. Esta diferencia no es atribuida a una variacion en la
cantidad de la muestra analizada, dado que la amplificacién del gen constitutivo p-actina
fue similar en todos los casos. El efecto del estrés sobre la expresion de PRL en el
hipotalamo fue significativo cuando se promediaron los valores densitométricos de tres
experimentos independientes correspondientes a la banda del transcrito de PRL corregida
por la del gen constitutivo, B-actina (Fig. 2B). Estos hallazgos corroboran estudios previos
y validan en nuestras manos el método de estrés por inmovilizacion para estimular la

expresion del RNA mensajero de PRL en el hipotadlamo.
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Figura 2 (A) Productos de RT-PCR amplificados del hipotalamo (H) y la corteza parietal (CTX) en
condiciones control (C) y a los 30 min posteriores a la aplicacién de 30 min de estrés por inmovilizacion
(E). (B) Cociente de los valores densitométricos de la banda del producto amplificado para PRL sobre la -

actina de tres animales controles (C) y 3 animales estresados (E). P < 0.05 vs hipotalamo control.

Analizamos entonces si el aumento en la expresion de PRL reportado en el
hipotalamo completo, podria tener una localizacion especifica en ciertos nucleos
hipotalamicos que se sabe expresan PRL, a saber: los nudcleos paraventricular,
supraoptico y ventromedial (Grattan et al., 2002). Analizamos el efecto del estrés por
inmovilizacion sobre la expresion del RNA mensajero de PRL en dichos nucleos aislados
por micropuncion, en la figura 3, se muestran casos representativos que indican una

extraccion adecuada de dichos nucleos.



Bregma -1.80mm

Fig 3. Secciones representativas de cortes coronales de cerebro donde se extrajeron los nucleos
hipotalamicos paraventricular (NPV), supradptico (NSO) (A) y el ventromedial NVM (B).

Para este primer experimento los ndcleos hipotalamicos fueron reunidos en grupos
de diez, y de este “pool” se aisldé el RNA total para su procesamiento por RT-PCR con
oligonucleétidos especificos para PRL (Fig.4). En todos los casos se observd una
amplificacion aparentemente mayor del RNA mensajero de PRL en respuesta al estrés por
inmovilizacién, si bien el aumento parecié mas marcado en el NPV. Sin embargo cuando
se realizé la correccion de la amplificacion de PRL por la B-actina el aumento solamente

fue claro en el NPV. En apoyo a que estas diferencias reflejan cambios especificos en la



expresion del gen de PRL, el nivel de amplificacion del gen casero B-actina fue similar en

los grupos experimentales (control y estresado).
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Fig. 4. (A) Productos de RT-PCR amplificados para el gen de PRL de los nucleos hipotalamicos
paraventricular (NPV), supradptico (NSO) y ventromedial (NVM), obtenidos por micropuncién de animales
control C y de animales estresados E. (B) Cociente de los valores densitométricos de la banda del producto
amplificado para PRL sobre la O-actina de diez animales por grupo. Los datos se analizaron mediante la
prueba T de student, seguida con pruebas post-hoc.

Estos resultados muestran un aumento en la expresion del RNA mensajero en
respuesta al estrés en el NPV, e indican que el efecto sobre el hipotdlamo reside
prioritariamente en dicho ndcleo. Sin embargo, este es solamente un experimento y el
método de RT-PCR utilizado no es cuantitativo. La ausencia de diferencias puede por
tanto reflejar limitaciones del método donde a la maxima amplificacion (40 ciclos) se
pueden anular variaciones reales que no son cualitativamente aparentes. En otras

palabras, con un PCR convencional los datos obtenidos reflejan amplificacion final, cuando



las reacciones han alcanzado la fase mas alta de amplificacion, y por lo general indican
diferencias muy grandes de expresion. Para evitar esta limitacion metodoldgica, se realizo
el método de PCR-cuantitativo, el cual se basa en la determinacion de productos
amplificados en funcién de los diferentes ciclos de amplificacibn empleados, esto permite
obtener una curva de expresion en una zona lineal. Ademas, se adquirié un estuche
(Rneasy micro kit (50) de Qiagen) el cual nos permitio la purificacién del RNA de muy poco
tejido (en un rango de 1 célula hasta 5 mg de tejido) y con ello la purificacién directa de

cada uno de los nucleos aislados sin necesitar reunirlos en “pooles”.
1000

100

10

RNAmM de PRL
veces de induccidn

C
NP

C

NSO H
Figura 5. Promedio de doce nucleos hipotaldmicos obtenidos por micropuncién de seis animales

control Cy 6 estresados E. Nucleos paraventricular NPV, supradptico NSO, nucleo ventromedial NVM y

arcuato ARC. *P< 0.05 vs animales control. Los datos se analizaron mediante la prueba T de student,

seguida con pruebas post-hoc.

En la figura 5 se muestran los resultados del RT-PCR cuantitativo ( en el apéndice
se pueden revisar las graficas de las diluciones, los datos se corrigieron con los valores
de B-actina). La gréfica indica la diferencia con respecto al nivel basal del nivel de
expresion del RNA mensajero de PRL 30 min después de la aplicacion de 30 min de

estrés por inmovilizacién. Los resultados son promedios de los valores observados en



doce nucleos obtenidos de seis animales diferentes. Como se puede observar, el estrés
estimulé 100 veces la expresion del RNA mensajero de PRL en el NPV y 10 veces en el
NSO, pero no modificé dicha expresion en los nicleos arcuato y nucleo ventromedial.
Estos resultados confirman el efecto estimulador del estrés sobre la expresion del RNA
mensajero de PRL en el NPV observado previamente y su importancia como blanco
principal del estrés para esta accion. Asimismo, el estrés estimula la produccién de PRL
en el NSO, si bien con un efecto mas modesto, lo que coincide con el menor efecto
observado mediante el RT-PCR convencional en el experimento de “pooles” de tejido. Por
otra parte, el estrés no modifico la expresion de PRL en el NARC, ni en el VNM (Fig. 4)
por lo que parece ser que esta accidn estimuladora del estrés podria ser especifica a los
nuacleos NPV y NSO del hipotdlamo.

El aumento en el NPV es consistente con nuestra propuesta de que el estrés regula
a la PRL local y que esta contribuye a la mediacion de las respuestas al estrés integradas
en este nucleo. Con respecto al SON, el estrés por inmovilizacidon se sabe que activa a
c-fos en este nulcleo y que esta activacion parece estar involucrada en la secrecion de
oxitocina y vasopresina (Pacak et al., 2001), por lo que también en este nucleo la
respuesta al estrés pudiera involucrar acciones de PRLs locales. Por otra parte, se ha
reportado que en el NVM no se activa c-fos en respuesta al estrés por inmovilizacion
(Pacak et al., 2001), lo que podria ser consistente con la falta de efecto sobre la PRL
observado mediante el RT-PCR no cuantitativo.

La ausencia de efecto del estrés sobre la expresion de PRL en los NVM, NARC y
NA podria indicar que estos ndcleos no participan en las acciones que ejerce la PRL sobre
las respuestas al estrés. Se ha propuesto que la PRL puede actuar en el NVM para
estimular la ingesta de alimentos y para inhibir la conducta sexual (Dudley et al., 1982,
Doherty et al.,, 1985); que en el NARC la PRL estimula las neuronas TIDA y con ello
inhibe su propia secrecion (Grattan 2002), y que en el hipotalamo anterior parecen
integrarse acciones inmunomoduladoras que inhiben la secrecion de PRL por la hipdfisis.
La administracion de endotoxinas en dicho nucleo produce una disminucién de PRL y
ACTH en plasma (Phelps et al., 2001).

En forma consistente con las acciones de la PRL, se ha descrito la presencia de su

receptor en amplias regiones del hipotdlamo (Crumeyrolle et al., 1993). En particular, se



ha propuesto que la regulacién central de la expresion del receptor de PRL podria ser
parte de los mecanismos activados bajo distintas condiciones funcionales. Por ejemplo,
se ha descrito el estrés por restriccion de movimiento induce un incremento en la
expresion del receptor de la PRL en el nacleo paraventricular y en los plexos coroides
(Fujikawa et al., 2006). Este incremento se ha relacionado a acciones de la PRL sobre el
sistema nervioso central capaces de regular la activacion del sistema hipotalamo-hipdfisis
adrenal y de esta manera, de proteger contra el dafio y la inflamacion en respuesta a la
hipocalcemia y la erosion gastrica subsecuente producida por la exposicion al estrés por
restriccion de movimiento (Fujikawa et al., 2006). Consistentemente, dicha proteccion se
revierte mediante la administracién de oligonucleétidos antisentido capaces de bloquear la
expresion del receptor de PRL en el hipotalamo, particularmente en los nucleos
paraventriculares, predpticos y ventromediales (Fujikawa et al., 2006).

Es probable que la regulacion de la expresion de receptor por el estrés esté limitada
a los nucleos donde la PRL ejerce acciones relacionadas con dicha estimulacion, tal es el
caso de los NPV y NSO del hipotalamo, pero también de ndcleos en regiones
extrahipotalamicas. Por ejemplo, en ndcleos del sistema limbico y de la amigdala se han
reportado proyecciones prolactinérgicas capaces de secretar PRL y por lo tanto de activar
receptores en dichas regiones ((Tobeau et al., 1979, Barbanel et al., 1986, Emanuele et
al., 1987, Harlan et al., 1989, Siaud et al., 1989)



b. Efecto de la administracién de PRL y de PRL-16K en el hipotdlamo sobre la

conducta de ansiedad en la plataforma elevada

Durante los 5-7 dias posteriores a la implantacién bilateral de céanulas guia
estimada en los NPV, los animales fueron manipulados diariamente al monitorear la fase
del ciclo estral mediante citologia vaginal, mimetizando el proceso de inyeccion a seguir el
dia del experimento. La conducta de ansiedad se evalu6é en la plataforma elevada de
acuerdo a los parametros previamente descritos (Pellow et al., 1985). Las ratas fueron
colocadas en el cuarto de conducta 24 hrs antes del experimento. Todos los experimentos
se realizaron entre las 12 y las 2 de la tarde, para evitar los cambios en el ciclo hormonal
de los animales. Ademas, el dia anterior al experimento se colocé un inyector dentro de la
canula guia, de tal forma que el posible rompimiento celular que conlleva la introduccién
de este no afectara las infusiones experimentales. Los animales en fase de diestro fueron
inyectados bilateralmente con 1 ul de vehiculo (PBS), PRL-16K (100 ng) o PRL (100 ng), e
inmediatamente puestos en la parte central de la plataforma elevada, donde fueron
filmados por espacio de 5 minutos y valorados por medio de un programa computacional,
donado por Luz Torner, Universidad de Regensburg, Regensburg Alemania, donde se
realizaron los experimentos.

Ningun animal presenté defecaciones durante la manipulacion de la inyeccién, ni
dentro de la plataforma. Al finalizar la prueba, los animales se colocaron en su caja y se
sacrificaron dos horas después, los cerebros se extrajeron y el sitio de inyeccion se evalu6
en cortes coronales tefiidos mediante la tincion de Nissl.

En la figura 6 se pueden observar los resultados de la evaluacion conductual
registrados como entradas completas a los brazos abiertos (es decir, solo se cuantifican
las entradas donde las cuatro extremidades se encontraban dentro de los brazos abiertos)
(A); las entradas parciales solo a los brazos abiertos (B) o solo a los cerrados (C)
(definiendo entrada parcial si el animal colocaba la mitad del cuerpo dentro del brazo, es
decir las dos extremidades anteriores). La PRL-16K se asocié con una tendencia a
disminuir las entradas a los brazos abiertos y de aumentarlas a los brazos cerrados, que
solo fueron estadisticamente significativas (p<0.05) cuando las entradas se expresaron

como porcentajes obtenidos como resultado de la division de las entradas a los brazos



Entradas completas

abiertos o cerrados (Fig. 6 D y E) entre en numero total de entradas a ambos brazos (no
se muestra la figura). Cuando un animal presenta menos entradas a los brazos abiertos y
mas a los cerrados se le considera “ansioso”, sugiriendo que el tratamiento con PRL-16K
estimula la ansiedad. En contraposicion, la PRL no modific6 estos parametros con

respecto al vehiculo.
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brazos abiertos (A), entradas parciales a brazos abiertos (B) y a brazos cerrados (C), porcentaje de entradas
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PRL-16K o PRL (PRL), en la vecindad del NPV. En paréntesis se muestra el nimero de animales en cada

grupo. *p<0.05 vs vehiculo (Anova seguida de una prueba T de Student).



Otro de los parametros evaluados fue el tiempo total empleado en los brazos
abiertos y en los brazos cerrados (Fig 7). En forma consistente, el grupo tratado con PRL-
16K mostré una tendencia a pasar menos tiempo en los brazos abiertos (Fig.7 A ,C) y mas
en los cerrados (Fig.7 B,D), si bien esta tendencia no fue estadisticamente significativa. La

PRL tampoco mostro efecto sobre este parametro.
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Student).
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Estos hallazgos son aun de caracter preliminar debido a que el nimero de animales
en cada grupo, particularmente en el de la PRL (rPRL), es bajo. Sin embargo, son
sugerentes de que la PRL-16K tiene acciones ansiogénicas. La localizacién de estas
posibles acciones no es clara. La distribucién de las canulas evaluada en los cerebros
abarco diversas zonas del talamo y del hipotalamo en los tres grupos experimentales (Fig.
8). Esta amplia distribucion no permitio establecer correlaciones claras entre posibles sitios
de accidn y la presencia del efecto, lo que ademas sefiala la gran dificultad de lograr la
implantacion precisa de las canulas en la zona del PVN. Se propone en experimentos
futuros investigar el efecto ansiogénico de la PRL-16K administrada en los ventriculos
laterales, en un intento de lograr una administracion que sea mas comparable entre los
tres grupos experimentales.

Las limitaciones metodoldgicas del estudio (nUmero pequefio de casos y diferentes
localizaciones de las canulas) restringen la posibilidad de obtener conclusiones validas.
Sin embargo, a pesar de ser preliminares, los hallazgos sugieren las siguientes
consideraciones. La PRL-16K podria ser ansiogénica mas no la PRL. El que la PRL-16K
tenga efectos distintos al los de la PRL no es sorprendente. Se ha propuesto que este
fragmento de PRL es capaz de activar receptores distintos a los de la PRL y como
resultado regular la funcién vascular (Corbacho et al 2002) y promover la inflamacion
(Corbacho et al.,, 2000). Asi, se demostr6 que membranas de células endoteliales
contienen sitios de unién especificos y de alta afinidad (Kd= 1nM) a la PRL-16K que se
asocian a proteinas de 52 y 32 kDa que no interaccionan con la PRL completa (Clapp y
Weiner, 1992). Sin embargo, estos posibles receptores aun no han sido identificados y por
lo tanto se hace dificil su caracterizacion.

Por otra parte, desde hace tiempo se sabe que la PRL-16K, también puede activar
al los receptores de la PRL (Clapp et al 1989), si bien como un agonista débil. Esta
posibilidad, no pareceria participar en este estudio, puesto que no observamos acciones
de PRL, y que en todo caso estas acciones deberian operar en un sentido opuesto, i.e.,
efectos ansioliticos y no ansiogénicos (Torner et al., 2001). No sabemos si la ausencia de
efecto de la PRL se debe a que los resultados aun no son confiables debido al nUmero
reducido de animales en el grupo; o bien si la falta de efecto se relaciona con la especie

(rata). Los efectos ansioliticos se reportaron para la PRL ovina, cuya potencia bioldgica es



superior a las de las otras especies. Para analizar esta posibilidad, en experimentos en
curso estamos utilizando concentraciones superiores de PRL de rata, y comparando su
efecto con dosis similares de PRL ovina. Alternativamente, otra diferencia entre ambas
hormonas que podria apoya la ausencia de un efecto ansiolitico en la PRL de rata, es que
la hormona de esta especie es mas susceptible a ser procesada enzimaticamente hacia
PRL-16K que la PRL ovina (Clapp 1987). Dado que la PRL-16K puede ser ansiogénica,
las posibles acciones ansioliticas de la PRL se verian contrarrestadas por su
procesamiento proteolitico a dicho fragmento hormonal.

La posibilidad de que la PRL y la PRL-16K tengan efectos opuestos no es nueva.
La PRL-16K estimula la expresiéon de la sintasa inducible de O6xido nitrico (INOS)
(Corbacho et al 2000), mientras que la PRL la inhibe (Corbacho et al 2003); Asimismo, la
PRL-16K inhibe la angiogénesis y la PRL no tiene efectos sobre la neovascularizacion
(Corbacho et al., 2002). Ademas, como se menciond, ambas moléculas activan receptores
y mecanismos de sefalizacion diferentes (Corbacho et al., 2002, Macotela et al., 2002,
Corbacho et al., 2003). Por lo tanto, la resultante final del efecto de la hormona dependeria
importantemente de la actividad de la enzima responsable del procesamiento de PRL a
PRL-16K.

Finalmente, también es posible que en la ausencia de efecto de la PRL influya la via
de administracion de la PRL. En sus estudios, Torner y colaboradores administraron a la
PRL icv, y dicha administracion podria facilitar la accion de la hormona sobre otras
regiones a las que no tiene acceso con la administracion empleada en nuestro estudio.
Todas estas posibilidades deberan ser analizadas experimentalmente. Al respecto,
estamos ampliando los grupos experimentales y administrando a las hormonas icv y
analizado la proteolisis de la PRL de rata y de la PRL ovina hacia PRL-16K por extractos

de hipotalamos de animales estresados y no estresados.






13. CONCLUSIONES

En el presente estudio observamos que el estrés incrementa la expresion
del RNA mensajero de PRL en el hipotdlamo, y este efecto se localiza
principalmente en el ndcleo paraventricular y el nucleo supraoptico, los cuales
tienen un papel fundamental en la respuesta al estrés. El estrés aumenté 10 y 100
veces la expresion del ARN mensajero de PRL en el NSO y en el NPV,
respectivamente, pero no la modificé en los nucleos hipotalamicos ventromedial y
arcuato.

Por otra parte, la administracion exdgena de PRL-16K en regiones del
talamo e hipotdlamo de ratas intactas, parece aumentar la conducta de ansiedad
valorada mediante la prueba de “la cruz elevada”. El tratamiento con PRL-16K,
disminuy6 significativamente el tiempo que permanecieron las ratas en los brazos
abiertos y también aumentd, si bien no significativamente, el tiempo de
permanencia en los brazos cerrados. Estos resultados son consistentes con el
involucramiento de la PRL y de sus fragmentos moleculares como mediadores
centrales del estrés, al menos en respuestas como la ansiedad. Proponemos que
los fragmentos moleculares de la PRL disparan respuestas ansiogénicas capaces

de balancear la accion ansiolitica de la PRL integra
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15. APENDICE

PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL

Para cuantificar la expresion del mensajero de PRL, se realizé mediante el
registro de la fluorescencia generada por el reactivo fluorescente SYBR Green ® |
(Qiagen) que se integra en las cadenas del DNA sintetizado (cDNA) durante la
amplificacion.

La reaccion de PCR puede describirse como una fase inicial de ruido que es
seguida por un crecimiento exponencial del producto de amplificacion o fase
logaritmica que empieza cuando se acumul6é suficiente producto como para ser
detectado y finalmente se produce una curva asintética. La cuantificacion del producto
se realiza en la fase inicial del crecimiento exponencial que presenta una relacién
inversa puesto que a mayor cantidad de copias de DNA o producto de amplificacion,
menor numero de ciclos se requieren para que se alcance un nivel de amplificacion
determinado.

Para construir la curva de estandarizacion se determina el nimero de ciclos que
requiri6 cada estandar para alcanzar un nivel de fluorescencia que tedricamente
representa la misma cantidad de producto de la PCR en todas las diluciones, con esta

informacion se construye una curva de estandarizacién mediante una regresion lineal.

Cuantificacion de la expresion de PRL en nucleos aislados del hipotalamo.

Como ya se describié en la metodologia, se realiz6 el analisis de la expresion
del RNA mensajero de PRL en nucleos aislados del hipotdlamo. En la figura 9 se
muestra la amplificacion de muestras independientes de nucleos supradpticos de 5
animales control y de 5 animales estresados.
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Figura 9. Curva de amplificacion de PRL en el nlcleo supradptico del
hipotalamo.
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Figura 10. Se observa en la regresion lineal que el estdndar utilizado se ajusta a

la curva de estandarizacion.

De igual manera se cuantifico el gen reportero de B-actina, en la figura 11 se

muestra la curva de amplificacidén (A) y su regresion lineal (B).
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Figura 11. Curva de cuantificacion de la p-actina de nucleos supradticos aislados
de manera independiente de 5 animales control y 5 animales estresados. (A) Grafica
de la curva de amplificacién y (B) regresion lineal, donde se observa que el estandar

de 106 copias de RNA mensajero se ajusta a la curva estandar realizada previamente.

De igual manera se realizé la cuantificacion para el nucleo paraventricular del
hipotalamo, en la figura 12 se muestra un caso representativo de la cuantificacion del
RNA mensajero de PRL en el NPV en animales control y en animales estresados (A) ,

asi como la regresion lineal de la curva de cuantificacion (B), de manera similar en la



figura 13 se observa la cuantificacion de B-actina (A) asi como su regresion lineal (B)

en los nudcleos paraventriculares aislados.
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Figura 12. (A) Gréafica de la curva de amplificacion de PRL (B) regresion lineal.
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Figura 13. (A) Grafica de la curva de amplificacion de B-actina en los nucleos
paraventriculares aislados de animales control y animales estresados (B) regresion

lineal.
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