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RESUMEN

Se ha considerado que la heterogeneidad funcional de los lactotropos
puede ser un reflejo de la susceptibilidad de subpoblaciones celulares de
cambiar su funcionalidad de acuerdo a los requerimientos fisiologicos de
secrecion de PRL. En medios condicionados por adenohipéfisis (AH) de
ratas lactantes succionadas y no succionadas existen factores capaces de
influir sobre la secreciéon AH de PRL de animales en diferentes condiciones
tisiolégicas. El tipo de efecto observado sobre el tejido incubado depende del
origen del medio condicionado asi como de la situacion fisiolégica del tejido
incubado en dicho medio. El trabajo incluido en esta tesis ha servido para
estudiar los mecanismos involucrados en la regulacién regional de la
secrecion de PRL por AHs de ratas macho por accién de factores solubles
presentes en medios condicionados por ratas lactantes. En un primer
experimento se caracterizaron los efectos de medios condicionados por AHs
de ratas lactantes succionadas y no succionadas, empleados a diferentes
concentraciones (0.5x, 1x y 2X), sobre la secrecion de PRL por AHs de ratas
macho. La cantidad de PRL secretada al medio de incubacién fue
cuantificada mediante PAGE, bioensayo en células Nb2 y ELISA. Los
resultados muestran que los medios condicionados ejercen un efecto
estimulador muy importante sobre la secrecion de PRL, por lo cual
consideramos importante investigar acerca de los mecanismos celulares
involucrados en dicho fenémeno. Para determinar si los efectos observados
se debian a un incremento en la poblacién de células secretoras de PRL,
células AHs de ratas macho en cultivo fueron incubadas en dicho medio
condicionado. Asimismo, en cultivos primarios, se estudi6 la dindmica de

secrecion bajo el efecto estimulador del medio condicionado, mediante el



uso del marcador fluorescente FM1-43. Por otro lado, otra serie de
experimentos fueron disefiados para conocer el origen de la hormona
secretada y el efecto del medio condicionado sobre la sintesis y secrecion de
PRL madura o recién sintetizada mediante el marcaje in vivo e in vitro de la
hormona. Los resultados de tales experimentos muestran que el efecto
estimulador del medio condicionado estéd presente atin y cuando las
incubaciones se realizan en presencia de cicloheximida o brefeldina-A. Los
resultados anteriores junto con los obtenidos mediante el marcaje isotépico
de la hormona sugieren que el incremento en la secrecién de PRL inducido
por el factor(es) contenido en los medios condicionados se debe a un
incremento en la liberacién de PRL a partir de granulos sintetizados mas de
24 horas previas a la incubacién en medio condicionado. El analisis de las
variantes moleculares de PRL mediante western blots, en granulos aislados e
inmunocitoquimica para PRL usando particulas de oro, son consistentes con
los resultados obtenidos en los experimentos anteriores y sugieren que la
hormona secretada proviene de granulos maduros de secrecion. Finalmente,
se determind la actividad biolégica de cada una de las 4 fracciones del medio
condicionado, obtenidas mediante cromatografia liquida rapida de alta
resolucion (FPLC), sobre la cantidad de PRL secretada por AHs de ratas
macho. Los resultados muestran que el efecto estimulador del medio
condicionado se encuentra contenido en la fracciéon IV del medio
condicionado de la region central de AHs provenientes de ratas lactantes
succionadas. En conjunto los resultados de este estudio sugieren que en el
medio condicionado de ratas lactantes succionadas, existen factores solubles
capaces de estimular de manera importante la secrecién de PRL por AHs de
ratas macho a través de la secreciéon de hormona a partir de granulos

maduros de secreciéon almacenados en el interior de la célula.



SUMMARY

The functional heterogeneity of lactotrophs has been considered to be
a correlate of different lactotroph populations susceptibility’s to change their
secretory capability to satisfy prolactin (PRL) secretion in regard to a
particular physiological condition. In media conditioned by the incubation
of lactating suckled and non suckled rats anterior pituitary (AP) glands,
exist soluble factors capable of influencing PRL secretion from APs of
animals in various physiological conditions. The type of effect exerted varies
depending upon the physiological condition of both, the tissue from which
the conditioned media is obtained and the tissue incubated in the
conditioned media. The experiments included in this thesis have been useful
for studying the mechanisms underlying the existence of a regional
regulation of PRL secretion by male rat AP regions upon the influence of
soluble factors contained in conditioned media from lactating rat APs. An
initial experiment was made in order to characterize the effects of
conditioned media from lactating suckled and non suckled rat APs, used at
different concentrations (0.5x, 1x and 2x) upon the secretion of male rat PRL.
The amount of PRL was determined by three different methods: PAGE,
Bioassay in Nb2 cells and ELISA. The results show that both conditioned
media from lactating rats exert an important stimulatory effect upon PRL
secretion by both male AP regions, consequently we consider important to
investigate about the mechanisms underlying these effects. To rule out the
possibility that the increase in PRL secretion is due to an increase in the
proportion of PRL secreting cell population, cultured AP cells of male rats
were incubated in such conditioned media. Also, by using cultured AP cells

and the fluorescent dye FM1-43, we could study the dynamic of peptide

Xi



granule secretion within the male rat AP upon the influence of the
conditioned medium. Another series of experiments were designed to
clarify the cellular source of PRL secretion and to determine the effects of the
conditioned medium upon the synthesis and secretion of newly synthesized
and mature hormone by labeling PRL with [3H]-leucine either in vivo or in
vitro . The results of such experiments show that neither cycloheximide nor
brefeldine-A were capable of preventing the stimulatory effect of the
conditioned medium. These results, along with those obtained by the
isotopic labeling of the hormone, suggest that induced increase of PRL
secretion by male APs is due to an increase in the release of PRL from
mature secretory granules, synthesized more than 24 h before the
incubation. The results obtained from the western blots analysis of the
molecular variants of PRL contained in isolated granules, as well as the
immunocytochemistry for PRL using gold particles are in accordance with
the previous results and support the hypothesis that the source of the
secreted PRL is from mature PRL secretory granules. Finally, the biological
activity of each of the 4 fractions obtained by FPLC was assessed upon PRL
secretion by male APs. These results show that the stimulatory effect of the
conditioned medium obtained from the central region of lactating suckled
rat APs is contained within the fraction IV. Altogether these results suggest
that in the conditioned media from lactating suckled rats exist soluble
factors capable of inducing an important stimulatory effect upon PRL
secretion from male AP regions via the secretion of the hormone contained

in intracellular stored mature secretory granules.

Xii



CAPITULO 1

PROLACTINA

En 1928, Stricker y Grueter demostraron que la inyeccion
intraductal de un homogeneizado de hipodfisis bovino era capaz de
estimular la secrecion de leche en conejas pseudoembarazadas (Stricker &
Grueter, 1928). Posteriormente Riddle y cols en 1933 identificaron a este
factor como una hormona de naturaleza peptidica que también estimulaba
el desarrollo del epitelio secretor y la sintesis de la leche del buche en
pichones. Asi, el compuesto aislado recibié el nombre de pro-lactina (PRL),
dada su capacidad para promover la lactancia.

La PRL junto con la hormona de crecimiento (GH), los lactogenos
placentarios (PL) en roedores o la somatotropina corionica (CS) humana en
primates, la somatolactina (SL), la proliferina (PLF), las proteinas
relacionadas (bovino) o parecidas (rata) a la PRL (PRP), las proteinas
vinculadas con la proliferina y las relacionadas con la GH, pertenecen a
una misma familia de hormonas peptidicas producidas principalmente por
la glandula hipdfisis, en el caso de todos los vertebrados; y por la placenta
en los mamiferos, y que si bien guardan similitudes estructurales existe
sin embargo una gran diversidad funcional entre ellas (Wallis, 1984;
Harvey et al., 1995).

Con base en la homologia de las secuencias de aminoacidos que
conforman a la PRL y a la GH, Bewley y Li en 1970, propusieron que
ambas hormonas derivan de un Unico gen ancestral comun proto-
GH/Prolactina, el cual como resultado de un proceso de duplicaciéon
genética dio origen a la separacion de estas dos hormonas. Posteriormente,
los genes de PRL y GH llevaron a cabo multiples duplicaciones dando lugar

a los demas miembros de esta familia de proteinas (Fig. 1).
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Fig.1. Esquema hipotético del arbol filogenético de la familia GH/PRL . GH:
Hormona de Crecimiento; PRL: Prolactina; PL: lactogenos placentarios; CS:

somatotropina corionica (Tomada de Harvey et al., 1995).



Acciones de la PRL en las diferentes especies

Se cree que el gen de PRL/GH se duplico antes de la divergencia
entre los peces 0seos y cartilaginosos hace 430 millones de anos (Wallis,
1984; Harvey et al., 1995). La PRL es sintetizada y secretada por la
glandula hipofisis en todas las especies de vertebrados (Batten & Ingleton,
1987), sin embargo ésta hormona ha llevado a cabo un proceso de
evolucion a lo largo de la filogenia de los vertebrados, que ha permitido la
aparicion de multiples variantes de una misma molécula que participan en
una gran diversidad de procesos fisiologicos (Sinha, 1992, 1995).

Las acciones de la PRL en los vertebrados han sido relacionadas con
el control del balance hidroelectrolitico (Bern & Nicoll, 1968; Horrobin,
1980; Manzon, 2002), con el crecimiento y desarrollo (Bern & Nicoll, 1968;
Nicoll, 1974; Bole-Feysot et al., 1998), con ciertos procesos metabdlicos y
endocrinologicos (Bern & Nicoll, 1968; Nicoll, 1974; Bole-Feysot et al.,
1998), con aspectos relacionados con la reproduccion, con la conducta,
con la angiogénesis (Clapp et al., 1993; Corbacho et al., 2002; Galfione et
al., 2003) y con ciertos aspectos de la respuesta inmune (Bole-Feysot et

al., 1998; Davis, 1998; Yu-Lee, 2002).

Peces

La principal y mas primitiva funcion de la PRL en vertebrados
inferiores e incluso aun presente en los mamiferos, se encuentra
relacionada con la osmorregulacion.

La PRL actua en las branquias disminuyendo la permeabilidad al
agua y a la pérdida a ciertos iones como el Na* y el Cl-, e incrementando la
secrecion de moco. En los rinones la PRL incrementa la filtracion
glomerular y la reabsorcion de Na* mediante activacion de la bomba Na*K+*-

ATPasica. En el intestino y en la piel, la PRL disminuyendo la absorcion de



agua, Na*y Cl-, e incrementando la produccion de moco, respectivamente
(Bern & Nicoll, 1968; Sharp, 1997; Manzon, 2002). Asimismo, se le ha
relacionado con ciertos aspectos reproductivos como el crecimiento de las
vesiculas seminales y de los ovarios (Bern & Nicoll, 1968; Batten &
Ingleton, 1987). En algunos peces migratorios euryalinos, esta hormona
tiene un papel fundamental en la adaptacion de estas especies a su medio
ambiente tras la migracion del agua salada al agua dulce para completar
su ciclo reproductor y en ciertas conductas como la construccion del nido.
La importancia de la PRL sobre la osmorregulacion queda manifiesta
cuando posterior a la hipofisectomia la presion osmotica de la sangre
disminuye de manera importante y solo la administracion exégena de PRL
es capaz de revertirla y mantenerla en niveles normales (Ball & M., 1965

en Bern & Nicoll, 1968).

Anfibios

En anfibios la PRL ejerce ademas de acciones osmorregulatorias,
acciones antimetamorficas e influye de manera importante sobre el
crecimiento somatico y el desarrollo. Durante el periodo premetamorfico,
existe una hipersecrecion de PRL que se correlaciona con un incremento
en el crecimiento de ciertas estructuras de las larvas en anuros (Nicoll,
1974).

Algunas especies de anfibios son durante una etapa de su vida
terrestres y posteriormente ocurre en ellos una segunda metamorfosis que
los obliga a regresar al agua. En contraste con la primera metamorfosis del
agua a la tierra, durante la cual la larva desarrolla sus caracteristicas
terrestres durante la juventud, la segunda metamorfosis involucra la
activacion de procesos fisiologicos relacionados con la readaptacion a la
vida acuatica y en ellos la PRL tiene un papel fundamental debido a sus

acciones osmorreguladoras sobre la piel y a sus efectos asociados con el



incremento en la conducta locomotora y reproductiva (Bern & Nicoll,
1968).
Reptiles

Dentro de los principales efectos de la PRL sobre el crecimiento y
desarrollo en estas especies se encuentran: promover el incremento de
peso corporal, estimular el crecimiento y la regeneracion de las
extremidades superiores y de la cola en lagartijas y lagartos y promover la
muda de piel en algunas culebras. Adicionalmente la PRL reduce el
deposito de lipidos, incrementa la filtracion glomerular y la reabsorcion de
iones en la orina (Bern & Nicoll, 1968; Nicoll, 1974; Batten & Ingleton,
1987).

Aves

La PRL ejerce una gran variedad de acciones sobre las aves. La
mayoria de ellas se encuentran relacionadas con las funciones
reproductivas. Las dos principales acciones de esta hormona son: la
estimulacion de la formacion de la leche del buche en las palomas y la
induccion en la formacion del parche de empollamiento (Bern & Nicoll,
1968; Nicoll, 1974; Batten & Ingleton, 1987). La primera de estas acciones
se ejerce a través de la estimulacion de las células epiteliales del buche, las
cuales se hipertrofian y acumulan granulos de grasa en su interior.
Eventualmente las células de la mucosa se descaman dando lugar a la
leche del buche, la cual constituye el principal alimento de las crias. La
placa de empollamiento se localiza en la region posterior del abdomen y se
forma en ciertas especies de aves bajo la accion conjunta de la PRL con los
esteroides gonadales (Selander & Yang, 1966). Durante el periodo de
incubacion, ocurre la pérdida de las plumas en esta region del abdomen
ocasionada por un incremento en la vascularizacion asociado con edema.

Esto permite que al hacer contacto esta region del abdomen con el huevo



durante la incubacion ocurra la transferencia de calor. Otras de las
acciones de la PRL en estas especies son: incrementar la excrecion de sal
por las glandulas nasales, la ingesta de comida y agua, la lipogénesis y el
deposito de lipidos, asi como los niveles séricos de glucosa.
Adicionalmente, favorece la aparicion de conductas como la incubacion de
los huevos y la alimentacion a las crias (Nicoll, 1974; Batten & Ingleton,

1987).

Mamiferos

Las principales acciones de la PRL en esta especie son la de
promover el desarrollo lobulo-alveolar de la glandula mamaria durante el
embarazo, al final del cual alcanza su maximo grado de desarrollo y ello
permite el establecimiento de la lactancia después del parto, asi como
participar en la sintesis y secrecion lactea. Desde el punto de vista
evolutivo, la aparicion de la glandula mamaria es fundamental, ya que a
través de la lactancia se mantiene la supervivencia de las especies de esta
clase. En el desarrollo de la glandula mamaria intervienen de manera
secuencial y en paralelo diferentes hormonas cuya importancia varia
dependiendo de la etapa del ciclo reproductor en que se encuentre el
individuo (Lyons et al., 1958)(Fig. 2) .

Durante el embarazo se distinguen dos fases del desarrollo mamario,
en las cuales diversas hormonas actian de manera orquestada regulando
el desarrollo de la glandula. La mamogénesis tiene lugar durante los dos
primeros tercios de la gestacion. Durante esta etapa ocurre la
estructuracion y desarrollo del sistema de conductos, de los elementos
vasculares y del tejido conjuntivo, asi como un incremento en la
proliferacion y diferenciacion de las células lobulo-alveolares (Lyons et al.,
1958; Anderson, 1974; Tucker, 1994). Dentro de los factores involucrados
en estos cambios se encuentran los estrogenos, la progesterona, los

lactoégenos placentarios, la PRL y hormonas tiroideas (Lyons et al., 1958).



Durante la lactogénesis, la cual tiene lugar hacia el ultimo tercio de la
gestacion, ocurre un crecimiento e hipertrofia del aparato secretor. La
accion sinérgica de la PRL y las hormonas de crecimiento y tiroideas da
inicio a la secrecion lactea (Fig. 2) (Lyons et al., 1958; Imagawa et al.,
1994).

La lactancia se establece una vez que la glandula mamaria ha
alcanzado su maxima fase de desarrollo. Durante esta etapa ocurre un
incremento en la actividad secretora del epitelio mamario. Momentos antes
del parto ocurre un incremento y disminucion en los niveles circulantes
de estrogenos y progesterona, respectivamente, lo cual trae como resultado
un incremento en las concentraciones de PRL, oxitocina y corticosteroides.
La presencia de todos estos factores en conjunto dan lugar al inicio y
mantenimiento de la lactancia (Cowie & Tindal, 1971).

Las acciones de la PRL sobre la secrecion lactea se ejercen a través
de la estimulacion de la proliferacion celular y diferenciacion del epitelio
alveolar en secretor. Asimismo, promueve la sintesis de proteinas, tanto
las secretadas a la leche (caseina, a lactoalbumina, B lactoalbimina) como
las que participan en la elaboracion de sus componentes (Cowie et al.,
1980).

Durante la lactancia la secrecion de PRL se encuentra determinada
casi exclusivamente por el estimulo de la succion (Grosvenor et al., 1986) y
por los estimulos exteroceptivos provenientes de las crias (Grosvenor et al.,
1977). La secrecion de PRL resulta de la activacion de un reflejo
neuroendocrino muy complejo originado por el estimulo de la succion, el
cual provoca la liberacion a la circulacion sistémica de algunas hormonas
del complejo galactopoyético entre las que se encuentran la PRL, hormona
adenocorticotrofica, GH, hormona estimulante del tiroides, oxitocina,
hormona antidiurética, ademas de adrenalina y noradrenalina secretadas
por las glandulas suprarrenales, las cuales en conjunto y de manera
orquestada participan en la sintesis y evacuacion de la leche (Grosvenor &

Mena, 1974).
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Fig. 2. Esquema que ilustra la participacion de algunas hormonas y su
influencia en el desarrollo mamario a lo largo del ciclo reproductor. PRL:
Prolactina; ACTH: Hormona adenocorticotropica; GH: Hormona de
crecimiento; TSH: Hormona estimulante del tiroides; LH: Hormona
luteinizante; FSH: Hormona foliculoestimulante; C: Corticosteroides; P:
Progesterona; E: Estrogenos; CL: Cuerpo luteo; Fol: Foliculo ovarico

(Modificada de Lyons et al., 1958).



Al finalizar la lactancia, la glandula mamaria sufre un proceso de
involucion, sin embargo nunca lleva a cabo una regresion similar a la que
se observa antes del embarazo.

Ademas de los efectos bien conocidos de la PRL sobre la lactancia,
esta hormona se encuentra involucrada en otros aspectos relacionados con
la reproduccion. En el ovario esta hormona tiene acciones luteotropicas y
luteoliticas (formacion y destruccion del cuerpo lateo, respectivamente)
(Wuttke & Meites, 1971; Matsuyama et al., 1990; Bole-Feysot et al., 1998)
durante el ciclo estral, menstrual, el embarazo y la lactancia. La
produccion de progesterona por los ovarios es indispensable para que
ocurra la implantacion del ovulo fecundado, asi como para mantener el
embarazo e inhibir la ovulacion, por lo que la regulacion de la secrecion de
dicha hormona ovarica tiene un papel critico dentro de la fisiologia
reproductiva. La PRL actiia en las células luteales del ovario estimulando
la producciéon de progesterona (Murphy & Rajkumar, 1985; Matsuyama et
al., 1990) y regulando la sintesis de los sustratos metabdlicos y enzimas
necesarias para su sintesis (Krasnow et al., 1990; Matsuyama et al.,
1990). Otros de los efectos de la PRL sobre la reproduccion son:
incrementar el nivel de receptores de estrogenos (Saiduddin &
Zassenhaus, 1977) y progesterona (Daniel et al., 1984) en el titero, regular
la produccion de testosterona por las células de Leydig a través de un
incremento en la secrecion y numero de receptores de la hormona
luteinizante (Purvis et al., 1979; Dombrowicz et al., 1992), entre otros.

El papel de la PRL en la regulacion del balance hidro-electrolitico es
muy controversial (Horrobin, 1980). Sin embargo existen evidencias de que
esta hormona es capaz de regular la excrecion renal de agua (Adler et al.,
1986), sodio y potasio (Lockett, 1972), ademas de ejercer una accion
antidiurética al actuar de manera sinérgica con la hormona vasopresina
(Carey et al., 1977). Asimismo, durante el embarazo, esta hormona regula
la circulacion e intercambio de fluidos a través de la piel, la membrana

amniotica y el ojo del feto en desarrollo (Manku et al., 1975).



La PRL junto con algunos otros miembros de la familia de proteinas
a la cual pertenece, participan en procesos fisiolégicos y patologicos
relacionados con la angiogénesis (Corbacho et al., 2002). Estas proteinas
pueden ejercer sus efectos a través de la circulacion sistémica, o actuar de
manera autocrina y/o paracrina en diferentes estadios de la formacion y
reestructuracion de nuevos capilares. Las acciones inhibitorias de la PRL
se mantienen silentes hasta que la molécula es cortada por accion de
enzimas del tipo de la catepsina D. El fragmento de PRL 16K generado a
partir del corte enzimatico, posee potentes acciones anti-angiogénicas
entre las que se encuentran la inhibicion en la proliferacion de células
endoteliales (Clapp et al., 1993), asi como una estimulacion en la
apoptosis en estas mismas tipo celular (Martini et al., 2000). Asimismo, la
PRL produce una inhibicion en la degradacion de matriz extracelular
(Menashi et al., 1993), en la neovascularizacion de la cornea (Duenas et
al., 1999) y en el crecimiento y angiogénesis tumoral (Bentzien et al.,
2001).

La PRL ejerce numerosos efectos sobre el sistema nervioso central de
los mamiferos, incluyendo la instauracion de la conducta materna durante
la ultima etapa del embarazo y su mantenimiento a lo largo de la lactancia
(Gonzalez-Mariscal et al., 1996; Bridges et al., 1997; Gonzalez-Mariscal et
al., 2000; Gonzalez-Mariscal, 2001; Grattan et al., 2001), la regulacion en
la actividad secretora de neuronas que sintetizan oxitocina y vasopresina
(Spinolo & Crowley, 1993; Mejia et al., 2003), el incremento en el apetito y
la ingesta de alimentos, la supresion en la secrecion de hormonas
adenocorticotropas en respuesta a situaciones de estrés (Davis, 1998;
Torner et al., 2002), efectos mitogénicos sobre astrocitos (De Vito et al.,
1992; De Vito et al., 1995; Mangoura et al., 2000), la regulacion del ciclo
sueno-vigilia (Obal et al., 1992; Roky et al., 1993; Roky et al., 1995), entre
otras.

Numerosos estudios han demostrado que una gran variedad de

hormonas, entre ellas la PRL, ejercen acciones biolégicas en células del
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sistema inmunologico. Ademas del control endocrino que tiene la PRL
sobre la respuesta inmune, esta hormona puede ser sintetizada y
secretada por células del sistema inmune y actuar de manera autocrina
y/o paracrina regulando las respuestas inmunologicas. Se ha reportado
que la PRL estimula a las células T y B, a las células “asesinas naturales”,
a macrofagos, neutrofilos, células hemotopoyéticas y a células
presentadoras de antigenos (Mantera, 1996; Davis, 1998; Freeman et al.,
2000; Yu-Lee, 2002). Asimismo, se ha observado que existe una
correlacion directa entre niveles elevados de PRL en sangre y la presencia
de enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso, la esclerosis
multiple, la artritis reumatoide, etc (Yu-Lee, 2002).

Mediante estudios in vivo e in vitro se ha demostrado que las células
epiteliales de la glandula mamaria sintetizan y secretan PRL, la cual actua
de manera autécrina y/o paracrina favoreciendo la proliferacion de cierto
tipo de neoplasias (Clevenger & Plank, 1997; Vonderhaar, 1999; Clevenger
et al., 2003; Rose-Hellekant et al., 2003).

Estructura de la PRL

La PRL es una hormona de naturaleza peptidica formada por una
sola cadena, cuyo peso molecular es de 23 kDa y que se encuentra
constituida por 197 aminoacidos en la rata (Cooke et al., 1980) y el raton
(Kohmoto et al., 1984), y por 199 aminoacidos en la oveja (Li et al., 1970),
cerdos (Li, 1976) y en el humano (Shome & Parlow, 1977; Truong et al.,
1984)(Fig. 3). Existen en la molécula seis residuos de cisteina los cuales se
unen entre si mediante puentes disulfuro (posiciones Cys*-Cys!!, Cys>8-
Cysl!7t y Cys!91-Cys199) generando tres asas, una grande localizada en la
porcion central y dos pequenas localizadas en los extremos amino y
carboxilo terminal (Bole-Feysot et al., 1998; Freeman et al., 2000; Goffin et

al., 2002). En cuanto a la estructura secundaria de esta proteina, se
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conoce que alrededor de un 50% de la cadena se encuentra dispuesta en
forma de a-hélices, mientras que el resto de la molécula se encuentra
formando asas. Hasta el momento no se conoce a detalle la estructura
terciaria de la PRL, sin embargo se han generado algunos modelos
hipotéticos basados en la similitud estructural que existe entre esta
hormona y la GH principalmente. A partir de éstos, se presupone que la
PRL esta compuesta por cuatro a-hélices dispuestas de manera

antiparalela (de Vos et al., 1992; Goffin et al., 1995).
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Fig. 3. Secuencia de aminoacidos que conforman a la prolactina

(Tomado de Neill & Nagy, 1994).

monomeérica
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Variantes moleculares de la PRL

La PRL es una hormona muy versatil tanto en su estructura
molecular (Shah & Hymer, 1989; Sinha, 1992, 1995) como en la gran
diversidad de procesos fisiologicos en los cuales participa. Esta
heterogeneidad funcional sugiere que la hormona sufre diversas
transformaciones y modificaciones tanto pre- como postraduccionales, que
como consecuencia generan una gran diversidad de variantes moleculares
con actividades biologicas distintas (Fig. 4) (Sinha, 1992, 1995). La
principal forma molecular en la que se encuentra a la PRL es una forma
monomeérica que posee un peso molecular de 23 kDa.

E1 ARN mensajero de la PRL puede presentar un procesamiento
alternativo, lo que da lugar a diferentes isoformas proteinicas codificadas
por un solo gen. Mediante este mecanismo se generan las variantes de
21kDa con 137 residuos de aminoacidos y de 25Kda con 241 residuos de
aminoacidos, las cuales resultan de la eliminacion de la secuencia
correspondiente al exon 4 y de la no eliminacion completa o incompleta de
una secuencia intron (Sinha & Gilligan, 1985; Emanuele et al., 1992),
respectivamente (Fig. 4).

La PRL al igual que otras proteinas es sintetizada como una pro-
hormona de 227 aminoacidos que contiene en su extremo amino-terminal
un péptido senal de 28 aminoacidos, el cual es removido proteoliticamente
a su paso por el reticulo endoplasmico rugoso (RE) (Maurer et al.,
1977)(Fig. 5).

Después de la sintesis, la PRL puede sufrir diversas modificaciones
postraduccionales. Diversos fragmentos de la hormona, con actividades
biologicas diferentes a las de la molécula original, son generadas mediante
el corte por enzimas proteoliticas. En la rata, los fragmentos 16kDa y 6K
de la PRL son originados mediante el corte enzimatico entre los residuos de
aminoacidos Tyrl4® y Serl49 (Mittra, 1980a; Andries et al., 1992; Baldocchi

et al., 1993) por accion de una proteasa lisosomal llamada Catepsina D
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(Fig. 4, 5). El fragmento 16k de la PRL conserva acciones similares a las
que se observan en la molécula original; tiene efectos mitogénicos in vivo
en la glandula mamaria de la rata (Mittra, 1980Db), en las células epiteliales
del buche de paloma, asi como en células Nb2 (Clapp et al., 1988) y es
mitogénica y lactogénica en células del epitelio mamario en cultivo (Clapp
et al., 1988). Ademas de estas acciones, y como ya se ha comentado
anteriormente, el fragmento 16K de la PRL posee actividades que no
comparte con ninguna otra variante molecular de la hormona. Dentro de
estas actividades especificas se encuentran aquellas relacionadas con la
inhibicion in vivo e in vitro de la angiogénesis (Ferrara et al., 1991);
(Martini et al., 2000); (Clapp et al., 1993); (Duenas et al., 1999); (Struman
et al., 1999) y con la estimulacion de la sintesis de oxido nitrico y en la
expresion de la isoforma inducible de la enzima oxido nitrico sintetasa en
células pulmonares de la rata (Corbacho et al., 2000).

Otros fragmentos de PRL cuyo intervalo de tamano varia entre los 21
y los 23.5 kDa (Fig. 4) (Sinha, 1992) son generados mediante el corte
enzimatico del monémero de PRL por una proteasa de serina parecida a la
tripsina llamada calicreina, que se localiza principalmente en los granulos
de secrecion y en el complejo de Golgi (Fig. 5). Esta enzima corta a la
molécula en tres sitios cercanos al extremo carboxilo terminal: Argl74-Arg-
175 Lys185-Phen!86 y Arg188-Cys!89 (Powers & Hatala, 1990). La actividad
biologica de cada uno de los fragmentos resultantes no se conoce a detalle,
sin embargo se ha reportado que el fragmento de 22 kDa se produce de
manera exclusiva en las hembras y se encuentra regulado por dopamina.

Otras variantes de PRL pueden resultar de la modificacion
postraduccional de la forma madura de la hormona. Entre estas se
incluyen la glicosilacion, la fosforilacion, la formacion de ésteres de azufre,
la desaminacion, la dimerizacion y la polimerizacion (Fig. 4, 5) (Shah &
Hymer, 1989; Sinha, 1992, 1995; Freeman et al., 2000).

La glicosilacion constituye una de las principales modificaciones

postraduccionales que le ocurren al monémero de PRL (Lewis et al., 1984;
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Pankov Yu & Butnev, 1986). El porcentaje de PRL glicosilada varia
dependiendo de la especie asi como del estado fisiolégico en que se
encuentre el indivuduo (Sinha et al., 1991; Sinha, 1995). En la rata se ha
reportado que el 50% de la PRL presente en la circulacion sistémica se
encuentra glicosilada, mientras que el porcentaje de hormona glicosilada
contenida en la adenohipofisis (AH) de estos animales es muy bajo
(Champier et al., 1987). Las variantes N y O-glicosiladas se forman
mediante la union de una entidad de carbohidratos (acido sialico, fucosa,
manosa o galactosa) al residuo de Asp3! a su paso por el RER o a
residuos de serina y treonina en las cisternas del complejo de Golgi,
respetivamente (Fig. 5). La glicosilacion de la PRL generalmente trae como
consecuencia una disminucion en la actividad biologica de la hormona
(Markoff et al., 1988), sin embargo existen evidencias que muestran que en
algunas especies la glicosilacion incrementa la actividad de la hormona
(Pankov Yu & Butnev, 1986). La PRL glicosilada tiene un papel muy
importante en la fisiologia reproductiva, diversos trabajos han mostrado
que ejerce efectos directos sobre la esteroidogénesis al actuar sobre las
células granulosas del ovario (Cabrera et al., 1998). Asimismo se ha
reportado que a través de la glicosilacion se regula la biosintesis, la
secrecion, la actividad biologica asi como las propiedades farmacocinéticas
y farmacodinamicas de la PRL (Sinha et al., 1991). Se ha propuesto que la
ruta celular para la secrecion de la PRL glicosilada es a través de una via
de secrecion “constitutiva”, en contraste a lo que se observa en el caso de
las variantes no glicosiladas, las cuales son secretadas a través de una via
de secrecion “regulada” (Pellegrini et al., 1990).

La fosforilacion de la PRL ocurre mediante la union covalente de
grupos fosfato a residuos de serina y de treonina, una vez que la hormona
se encuentra contenida en los granulos de secrecion y justo antes de ser
exocitados (Greenan et al., 1989) (Fig. 4, 5). Diversos trabajos han
demostrado que la secrecion de esta variante de PRL varia dependiendo del

estado fisiologico en que se encuentre el animal. En la rata se han descrito
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4 isoformas de PRL las cuales son atribuidas a la fosforilacion de la
hormona. La proporcion de PRL fosforilada cambia durante las distintas
fases del ciclo estral, asi como durante la lactancia (Ho et al., 1993; Mena

et al., 1993).
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Fig. 4. Modificaciones pre y postraduccionales que le ocurren a la molécula

de PRL (Tomada de Sinha, 1992, 1995).
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Fig. 5. Representacion esquematica en donde de muestran los principales
eventos intracelulares involucrados en la sintesis y procesamiento de la
PRL, asi como las modificaciones pre y postrauccionales que le pueden

ocurrir a la hormona y los sitios en donde estos cambios ocurren.
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Durante la lactancia la PRL es almacenada en una forma pre-
liberable, la cual requiere de un proceso de transformacion antes de ser
secretada. Experimentos realizados en el laboratorio han mostrado que las
moléculas de PRL almacenadas en los granulos, mediante un mecanismo
de intercambio tiol-disulfuro, sufren procesos de oxido-reduccion pH-
dependientes, que dan lugar a formas oligoméricas de alto peso molecular,
indetectables al analisis por PAGE, RIA y bioensayo (Mena et al., 1986);
(Grosvenor & Mena, 1974, 1982). Posteriormente, mediante un proceso de
reduccion, la hormona recupera la forma monomeérica detectable que
finalmente es la forma secretada. La formacion de oligomeros de PRL de
hasta 100 kDa de peso molecular, se deben a la asociacion de moléculas
de PRL monomérica unidas mediante puentes disulfuro (Mena et al., 1986;
Mena et al., 1992). Al respecto, se ha mostrado que la dopamina (DA)
inhibe la transformacion de la PRL previniendo el intercambio tiol-
disulfuro (Mena et al., 1992; Mena et al., 1993). Asimismo, todo este
proceso le sucede de manera preferencial a la hormona madura y no a la
recién sintetizada (Mena et al., 1984; Mena et al., 1989b). Por otro lado, se
ha propuesto que la fosforilacién de la PRL, inducida por el estimulo de la
succion durante la fase de transformacion de la PRL en ratas lactantes,
contribuye en parte a explicar los cambios en la detectabilidad de la
hormona durante esta etapa (Mena et al., 1993).

La PRL también puede sufrir un proceso de desaminacion, a través
del cual se pierde un grupo amonio en residuos de asparagina o
glutamina, confiriéndole a la molécula una caracteristica mas acida y
reduciendo su actividad biologica e inmunoloégica, sin embargo el
significado funcional de esta variante no ha sido esclarecido (Sinha, 1992,
1995).

Otro cambio postraduccional que le puede ocurrir a esta hormona es
la union de un grupo sulfato a residuos de tirosinas asi como a la cadena

de carbohidratos de la PRL glicosilada (Kohli et al., 1987, 1988).
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En la AH y en la sangre se pueden encontrar formas de PRL de alto
(45 kDa) y de muy alto peso molecular (>60 kDa) representadas por
dimeros, polimeros, agregados de PRL y PRL unida a otras proteinas.
Existen evidencias que demuestran que estas formas de alto y muy alto
peso molecular se encuentran involucradas en los procesos de
almacenamiento, transformacion y liberacion de la hormona (Mena et al.,
1992). Algunas de estas formas moleculares pueden ser disociadas a
monomeros mediante su tratamiento previo con urea y dodecil sulfato de
sodio, sugiriendo que las uniones son a través de enlaces de tipo no
covalente, mientras que otros agregados requieren de un agente reductor
como el 2-mercaptoetanol para disociar las uniones a través de puentes

disulfuro.

Mecanismo de accion de la PRL

Los receptores de PRL y GH comparten diversas caracteristicas
estructurales y funcionales a pesar de la baja homologia que existe en la
secuencia de aminoacidos que los conforman (Goffin & Kelley, 1996) (30%).
Los receptores a estas dos hormonas pertenecen a la superfamilia de
receptores de citocinas tipo I. El receptor de PRL se caracteriza por poseer
un dominio extracelular, un dominio transmembranal y uno intracelular.
Se han descrito una gran variedad de isoformas del receptor de PRL en
diferentes tejidos que difieren en cuanto a la longitud y composicion de su
cola citoplasmica, mientras que el dominio al cual se une el ligando es el
mismo para todos los receptores. Las tres principales isoformas del
receptor de PRL en la rata son la corta, la intermedia y la larga formadas
por 291, 393 y 591 residuos de aminoacidos, respectivamente (Bole-Feysot
et al., 1998).

La PRL se une secuencialmente a dos moléculas de su receptor,
causando su dimerizacion y cambios estructurales importantes. Cada

molécula de PRL posee dos sitios de union al receptor que se localizan en
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las hélices 1 y 4 (sitio de union 1) y en las hélices 1 y 3 (sitio de union 2).
Todos los receptores de citocinas trabajan en combinacion con 1 o varias
proteinas de la familia tirosin-cinasa para transmitir la senal hormonal
dentro de la célula. En el caso particular de la PRL la proteina JAK 2 se
encuentra asociada al dominio intracelular del receptor de PRL y cuando
se activa por union de la PRL a su receptor produce la fosforilacion de
residuos de tirosina en un gran numero de proteinas celulares (STAT)
incluyendo al receptor mismo (Fig. 6). Una vez fosforiladas las proteinas
celulares STAT 1, 3 y 5 se disocian del receptor y se unen a otras proteinas
formando homodimeros o heterodimeros que son translocados al nucleo,
en donde se unen con el DNA, activando la trascripcion de genes blanco
(fig. 6) (Bole-Feysot et al., 1998; Freeman et al., 2000).

Diversos estudios, han mostrado que el receptor de PRL es
susceptible de ser activado por otras formas moleculares, ademas del
monomero de PRL. Trabajos realizados in vtiro, reportan que dimeros de
PRL, unidos mediante puentes disulfuro, poseen la capacidad de de unirse
a receptores de PRL localizados en la glandula mamaria y ejercer acciones
biologicamente activas (Schneider et al., 1977). Asimismo, se ha mostrado
que dimeros obtenidos mediante recombinacion genética poseen la
capacidad de inducir la dimerizacion del receptor de PRL. Los resultados
de dicho estudio sugieren que la efectividad en la union de dichos ligandos
al receptor, se condiciona a la presencia de al menos dos sitios funcionales
de union del ligando con el receptor de PRL, mientras que la influencia del
tamano del ligando en la activacion del receptor pareceria ser menos
importante, sugiriendo con ello que la porcion extracelular del receptor de
PRL muestra cierto grado de flexibilidad y es capaz de acomodar moléculas

de mayor tamano (Langenheim et al., 2006).
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Fig. 6. Representacion esquematica en donde se muestran las isoformas
corta y larga del receptor de PRL (PRL-R), asi como las principales vias de
senalizacion activadas por el PRL-R. El PRL-R una vez activado fosforila a
proteinas STAT, las cuales se unen a proteinas citoplasmicas (ER, PR, GR)
para ser translocadas al nucleo, en donde actian activando la
transcripcion de genes blanco. En la via intracelular de la MAP cinasa
(MAPK) participan proteinas como la Shc, Grbs, Sos, Ra, Raf. Asimismo se
ha descrito la activacion de miembros de la familia Fyn y Src cinasa

(Modificada de Bole-Feysot et al., 1998).
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Aunque la cascada JAK/STAT es probablemente la via intracelular
mas importante de senalizacion usada por receptores de citocinas,
diversos trabajos han reportado la activacion de la via MAP cinasa (Via
Ras/Raf/MAP cinasa), asi como la activacion de miembros de la familia
Fyn y Src cinasa (Berlanga et al., 1995; Freeman et al., 2000). Asimismo,
se ha descrito que dos regiones del receptor de PRL se encuentran
involucradas en la regulacion de canales idénicos de K* y Ca2* (Colbran &
Soderling, 1990; Prevarskaya et al., 1995; Ratovondrahona et al., 1998;
Sorin et al., 1998; Freeman et al., 2000).

Los receptores a PRL se encuentran ampliamente distribuidos en
todo el organismo. Dentro del sistema nerviosos central, se ha identificado
la expresion del ARN mensajero que codifica principalmente para la
isoforma larga en los plexos coroides, el nucleo lecho de la estria terminal,
el talamo, el hipotalamo, la corteza cerebral, el cuerpo calloso, el estriado y
el bulbo olfatorio, asi como en células gliales y astrocitos (Freemark et al.,
1995; Freemark et al., 1996). Asimismo, se encuentra presente en un gran
numero de estructuras periféricas tales como la hipoéfisis, el ovario, la
glandula mamaria, el corazéon, los pulmones, el timo, el bazo, células del
sistema inmunolégico, pancreas, rinon, glandula suprarrenal, ttero,
musculo esquelético y piel entre otros (Ben-Jonathan et al., 1996; Bole-

Feysot et al., 1998; Freeman et al., 2000).

Sintesis y Secrecion de PRL

La PRL es sintetizada y secretada principalmente por células
especializadas localizadas en el 16bulo anterior de la glandula hipofisis
denominadas lactotropos. Adicionalmente a los lactotropos, se ha descrito
la presencia, en una gran variedad de especies, de un tipo celular
bihormonal denominado mamosomatotropo, el cual es capaz de sintetizar
y secretar de manera paralela tanto PRL como GH. Adicionalmente, la PRL

puede ser sintetizada por otros tipos celulares en otros tejidos ademas de
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la hipdfisis, entre los que se incluyen a las células deciduales del
endometrio, células del miométro, células del epitelio mamario, células del
sistema inmune, células linfoides de la médula 6sea, neuronas del nutcleo
arcuato, supraotico, paraventricular dorsomedial y ventromedial (Fuxe et
al., 1977; Toubeau et al., 1979; Harlan et al., 1989), células epiteliales de
la glandula lagrimal y sudoripara, asi como por fibroblastos en la piel

(Ben-Jdonathan et al., 1996).

Gen

El gen que codifica para la PRL se encuentra localizado en el
cromosoma 6 en humanos, 17 en la rata y 13 en el raton. Inicialmente se
pensaba que el gen hPRL tenia 10kb y que se encontraba compuesto por 5
exones y 4 intrones (Truong et al., 1984), sin embargo, actualmente, se ha
reportado que posee en tamano 15kb y una secuencia exén adicional (exén
Ia), no antes descrita (Hiraoka et al., 1991), la cual codifica para
secuencias de ribonucleotidos presentes solo en el ARN mensajero de la
placenta. El exon I codifica para una parte del péptido senal, mientras que
el exon II codifica para el resto del péptido senal y para los primeros 40
aminoacidos de la proteina madura. Por su parte los exones Il y IV
codifican para los aminoacidos 41-76 y 77-136, respectivamente.
Finalmente el exén V codifica para el resto de los aminoacidos de la
proteina y contiene el codon de paro (Neill & Nagy, 1994).

El gen de la PRL es regulado a nivel transcripcional en dos distintas
regiones promotoras. La region promotora proximal esta localizada
aproximadamente a 5 kb por arriba del sitio de transcripcion, mientras
que la segunda region se localiza 5.8kb por arriba del sitio de inicio de la
transcripcion. De esta manera, dependiendo de la region promotora en la
cual se inicie la trascripcion, se obtienen distintos ARNs mensajeros de la
PRL, los cuales difieren en tamano por 134bp, pero que codifican para la

misma proteina madura (Goffin et al., 2002).
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Eventos intracelulares involucrados en la sintesis de PRL

Una vez que el ARN mensajero ha madurado en el nucleo, éste es
liberado al citoplasma y es traducido por los ribosomas. La PRL, al igual
que muchas otras proteinas, es sintetizada como una pre-hormona de
aproximadamente 227 aminoacidos que contiene una secuencia
denominada “péptido senial”. Dicha secuencia senal dirige al complejo
ribosoma-ARNm para adherirse al RER y facilita la translocacion de la
proteina al espacio intracisternal del RER para su procesamiento y
almacenamiento. Los 28 aminoacidos del péptido senal son escindidos
mediante un proceso proteolitico en el RER, lugar en donde también la
PRL puede sufrir diversas modificaciones postraduccionales, tales como la
formacion de puentes disulfuro, entre otras. Posteriormente los productos
sintetizados son transportados a través de los diferentes compartimentos y
subcompartimentos del complejo de Golgi en donde la hormona ademas de
sufrir modificaciones postraduccionales, vgr. glicosilacion, amidacion, etc.,
es procesada, empaquetada, concentrada y seleccionada en granulos de
secrecion. El grado de maduracion que alcanzan los granulos antes de ser
secretados asi como su tamano, forma, dinamica de secrecion y
destruccion crinofagica, se encuentra regulado por un gran numero de
factores que varian dependiendo del contexto fisiologico en que se
encuentre el animal.

El estudio de los mecanismos celulares implicados en la biosintesis
de la PRL en los lactotropos ha servido como modelo para el entendimiento
y conocimiento en general de los procesos fisiologicos y celulares
involucrados en la secrecion de las hormonas AHs. En el laboratorio se ha
usado a la rata lactante como modelo de para conocer mas acerca de los
mecanismos fisiologicos involucrados en la regulacion de la sintesis y
secrecion de PRL. Por otro lado, otros grupos de investigacion han escogido
como modelo a la rata estrogenizada para estudiar los procesos de sintesis

y secrecion de PRL asi como los cambios citologicos ultraestructurales vgr.
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agrandamiento y desarrollo del aparato de Golgi y del RER que ocurren en
esta situacion experimental.

Farquhar en 1978, realizé un estudio morfolégico usando técnicas
de microscopia electronica y autorradiografia para estudiar el transporte
intracelular de la PRL en células dispersas de AH de ratas hembras
tratadas con inyecciones subcutaneas de 17-p estradiol (10-20 ng-100 g de
peso) por 6 dias. A partir de sus resultados y observaciones propone en un
esquema presentado en la Fig. 7, los pasos que estarian involucrados en el
procesamiento intracelular de la PRL desde el momento en que es
sintetizada en el RER hasta el momento en que la hormona marcada es
secretada hacia el espacio extracelular (Farquhar et al., 1978). En este
estudio Farquhar y cols describen que aproximadamente 15 a 20 minutos
después del pulso radioactivo la marca se localiza en la cara trans del
complejo de Golgi (paso 4a en Fig. 7), mientras que entre 55 a 115 minutos
después del pulso, la marca se encuentra asociada de manera sucesiva a
cuatro tipos diferentes de granulos (tipo I a IV) que varian entre si
dependiendo de su tamano, forma y grado de maduracion (Fig. 8). Asi, la
marca se encuentra 1, 2 y 3 horas después de haber sido administrado el
pulso, en los primeros granulos inmaduros formados (paso 4b en Fig. 7),
en agregados de granulos (paso 4b y 4c en Fig. 7) y en granulos ya
maduros, respectivamente (paso S en Fig. 7). En cuanto al tiempo que
debe transcurrir antes de la secrecion de la hormona, se ha reportado por
este mismo grupo de trabajo, asi como por otros, que la liberacion de PRL
recién sintetizada sucede entre 45 min y 2 horas posteriores a la marca
radioactiva y que alcanza su pico maximo 2 a 3 horas después del pulso

(Labrie et al., 1973; Farquhar et al., 1978).
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Fig. 7. Esquema que ilustra los pasos involucrados en el procesamiento
intracelular de la PRL en ratas hembras tratadas con 17-f estradiol
mediante la técnica de autorradiografia. 5 min posteriores al pulso
radioactivo, la hormona se localiza en el reticulo endoplasmico rugoso
(RER) (paso 1), inmediatamente después, ésta es translocada al espacio
intracisternal del RER para su procesamiento y almacenamiento (paso 2).
Pequenas vesiculas de secrecion son transportadas desde el RER hacia el
Golgi (paso 3). La marca se localiza en los primeros granulos de secrecion
en la cara trans del Golgi después de 20 min (paso 4a). Al partir del Golgi
(paso 4b), varios de ellos se fusionan entre si (paso 4c) formando un
granulo de forma redondeada (paso 4d) el cual contiene a la hormona
marcada después 2 hs. Finalmente después de 3 hs se forma un granulo
maduro, el cual contiene a la hormona en una forma estable, concentrada
y madura (paso 5). Durante una fase de secrecion activa el granulo es
exocitado (paso 6), pero si ocurre una inhibicion en la secrecion, éstos se
fusionan con lisosomas para que el exceso de granulos secretores sea
digerido, proceso conocido como crinofagia (paso 67). (Tomada de Farquhar
et al., 1978).
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Fig. 8. Esquema que ilustra la transicion de los diferentes tipos de
granulos de secrecion encontrados en células secretoras de PRL. El tipo I
se refiere a granulos pequenos (100-200 nm) e inmaduros de forma
redondeada que se localizan ya sea dentro de la cisterna del aparato de
Golgi o asociados a ésta. El tipo II se refiere a granulos polimoérficos de
mayor tamano que se forman por la fusion de varios granulos inmaduros.
Los granulos de tipo III son formas intermedias que no presentan gran
variabilidad como el tipo II, pero son menos regulares que el tipo IV. Este
ultimo tipo de granulos se caracterizan por contener a la hormona en una
forma madura, su forma es redondeada u ovoide y miden alrededor de 600

a 900 nm de diametro (Tomada de Farquhar et al., 1978).
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Durante la lactancia ocurre un incremento constante en la sintesis y
secrecion de PRL, la cual es necesaria para dar inicio y mantener la
secrecion de leche. Este incremento se refleja en cambios a nivel
estructural en las células secretoras de esta hormona, los cuales se
comentan a continuacion en detalle. En general, los lactotropos de ratas
lactantes son muy diferentes a los de animales no lactantes. Dentro de sus
principales caracteristicas se encuentran las de poseer un RER altamente
desarrollado y localizado principalmente en la periferia, un complejo de
Golgi yuxtanuclear muy grande y dilatado asi como una gran cantidad de
granulos maduros y en formacion, los cuales ocupan una gran area en el
citoplasma de la célula (Smith & Farquhar, 1966).

La produccion de granulos de secrecion en una rata lactante es un
proceso secuencial en el cual se encuentran involucrados distintos pasos:
1) Pequenos granulos de secrecion son formados por condensacion de
material de secrecion dentro de la cisterna interna del Complejo de Golgi,
2) los cuales migran hacia el centro, del complejo de Golgi en donde 3)
varios de ellos (de 3 a 5) se unen formando un agregado grande y
polimorfico 4) que posteriormente adquiere una forma redondeada u
ovoide 5) Asimismo, la hormona se condensa convirtiéndose en granulos
maduros (Smith & Farquhar, 1966). Cuando las ratas lactantes son
separadas de sus crias se observa que durante las primeras 10 a 12 horas
posteriores a la separacion ocurre una acumulacion de granulos de
secrecion maduros en la periferia de la células seguido por una involucion
progresiva del RER y del complejo de Golgi (24-48 hrs), asi como un
decremento e incremento gradual en el numero de granulos maduros e
inmaduros y en el numero de cuerpos liticos, respectivamente (24-72 hrs).

La exocitosis de granulos de PRL ha sido analizada mediante
técnicas de microscopia electronica por diversos grupos de investigacion
(Grosvenor & Turner, 1958; Sano, 1962; Pasteels, 1963). Dichos estudios
han mostrado que ocurre una migracion de los granulos hacia la

membrana citoplasmica, seguida por una fusion de la membrana
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lipoproteica del granulo con la membrana celular manteniéndose de esta
manera su integridad. Posteriormente el contenido hormonal es
descargado y disuelto lentamente hacia el espacio perisinusoidal para
penetrar mediante pinocitosis a los capilares sanguineos (Grosvenor &
Turner, 1958; Sano, 1962; Pasteels, 1963). Después de 24 hs de que se
presenta una inhibicion de la secrecion de PRL, los granulos se fusionan
con lisosomas para que el exceso de granulos de secrecion sea digerido,

proceso conocido como crinofagia.

Secrecion de PRL

La secrecion de PRL es un fenéomeno muy complejo que resulta de la
interaccion de influencias tanto estimuladoras como inhibidoras. La
secrecion de esta hormona puede ocurrir a través de una via de secrecion
de tipo “regulada” caracteristica del animal lactante en donde la hormona
es almacenada y concentrada en granulos antes de ser secretada sélo por
accion de secretagogos especificos (Mena et al., 1989a). Los tipos celulares
que poseen un tipo de secrecion regulada, pueden tambien poseer una via
alterna para la secrecion de proteinas, via “constitutiva”. Mediante esta
via, los productos de secrecion no son concentrados en granulos ni
almacenados en el citoplasma de la célula, sino que éstos son secretados
de manera constitutiva o continua hacia el exterior de la célula (Fig. 9). La
secrecion de proteinas a través de una via de secrecion regulada se
distingue de la secrecion constitutiva en 3 aspectos principalmente. En la
via de screcion regulada, la secrecion se encuantra acoplada a un estimulo
extracelular. Dependiendo del tipo celular especifico, la exocitosis puede
ser desencadenada por una variedad de estimulos fisiologicos, los cuales
eventualmente conducen a un incremento transitorio en el Ca2*
intracelular o de algin otro segundo mensajero. La segunda caracteristica
que distingue la secrecion regulada de la constitutiva, se relaciona con la

concentracion y condensacion de los productos de secrecion en organelos
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especializados, recubiertos por una doble membrana, los granulos de
secrecion. Finalmente, los tipos celulares que secretan sus productos a
traves de una via regulada, almacenan productos de secrecion por
periodos prolongados de tiempo, lo cual significa que existe un gran pool
intracelular de granulos maduros de secrecion (Burgess & Kelly, 1987). En
el caso particular de la PRL, Larson y Wise demostraron que el incremento
tanto en la transcripcion del gen de PRL como en la secrecion de esta
hormona inducido por estradiol no se suprime al administrar nifedipina
(bloqueador de canales de Ca?*), sugiriendo con ello que la secrecion de
esta hormona bajo efecto estimulador de los estrogenos es a través de una
via constitutiva (Larson & Wise, 1994). Por otra parte, Pellegrini y cols
reportaron que células de prolactinomas humanos en cultivo secretan las
variantes no glicosiladas y glicosiladas de PRL a través de una via de
secrecion de tipo regulada y constitutiva, respectivamente (Pellegrini et al.,

1990).
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Fig. 9. Esquema que muestra las diferentes vias intracelulares que existen
para la exportacion de los productos de secrecion en una célula acinar de
la glandula parétida. Una vez que los productos han sido sintetizados en
forma de granulos inmaduros, éstos pueden fusionarse entre si y formar
eventualmente un granulo maduro el cual es exocitado bajo la accion de
secretagogos especificos a través de una via de secrecion “regulada” (1).
Alternativamente, del granulo inmaduro pueden desprenderse pequenos
granulos de secrecion y ser exocitados a través de una secrecion de “tipo
constitutivo” (2). Mientras que a través de la via de secrecion “constitutiva”

se liberan los productos de una forma continua sin ser almacenados en el

interior de la célula (3) (Tomado de Proctor, 1998).
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La secrecion de PRL varia dependiendo del sexo y la edad, del ciclo
luz-oscuridad, asi como durante las distintas etapas del ciclo reproductor
de los mamiferos. En el ciclo estral de la rata, la concentracion plasmatica
de PRL se mantiene baja y constante desde la tarde del estro hasta la
manana del siguiente proestro. Durante la tarde del proestro ocurre un
pico preovulatorio en la secrecion de PRL que coincide con un incremento
en la concentracion plasmatica de hormona luteinizante (Smith et al.,
1975), progesterona y hormona foliculo estimulante (Neill & Nagy, 1994).
El incremento en la secrecion de PRL se encuentra precedido y es
estimulado directa o indirectamente por la concentracion plasmatica de
estrogenos (Neill & Nagy, 1994). Asimismo, diversos trabajos en los cuales
se han producido lesiones en el area preoptica del hipotalamo han
demostrado la participacion de esta estructura en el incremento de PRL
inducido por estrogenos (Pan & Gala, 1985).

La estimulacion cervical producida durante el coito, induce que las
concentraciones plasmaticas de PRL aumenten dos veces por dia, durante
los primeros 10 a 11 dias del embarazo. A partir de estudios en los cuales
se ha lesionado o estimulado el area preoptica se ha propuesto que el
incremento de PRL inducido por la copula se encuentra regulado por dos
grupos neuronales localizados en dicha area hipotalamica (Freeman &
Banks, 1980; Gunnet & Freeman, 1984, 1985). A partir del dia 11 de
embarazo, la concentracion plasmatica de PRL se mantiene baja hasta uno
o dos dias antes del parto, cuando ocurre un incremento significativo en la
concentracion de esta hormona. Este incremento parece ser ocasionado
por el aumento y la disminucion en la secrecion de estrogenos y
progesterona, respectivamente que tienen lugar en dicha fase (Little &
Billiar, 1983).

Durante la lactancia, ultima fase del ciclo reproductor de los
mamiferos, la secrecion de PRL como ya se ha comentado anteriormente se
encuentra regulada por el estimulo de la succion y por senales de tipo

exteroceptivo provenientes de las crias (Grosvenor & Mena, 1974). El efecto
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de la succion sobre la secrecion de PRL consiste en una deplecion inicial
rapida (1 a 2 minutos) y extensa (15-60 pg) de la hormona contenida en la
AH que no se refleja en la cantidad de PRL liberada durante dicho periodo
(2-3 ng/mg). Después de ser depletada, la PRL AH se reacumula
lentamente (replecion), hasta alcanzar los niveles previos a la succion. El
grado de deplecion se encuentra directamente relacionado con el numero
de crias y con la duracion del intervalo anterior de no succion. Por otro
lado, la replecion es un proceso lento, inversamente relacionado con la
duracion del intervalo de no succion, pero en relacion directa con la
intensidad de la misma (Grosvenor & Mena, 1971). Durante la fase de
deplecion-transformacion la PRL hipofisiaria es indetectable al analisis por
PAGE, RIA y bioensayo (Grosvenor & Mena, 1974, 1982).

Dado que existe una discrepancia entre la gran cantidad de hormona
que se depleta en la AH al inicio de la succion y la pequena cantidad de
hormona que es secretada durante el mismo periodo, se ha sugerido que la
deplecion de la hormona en la AH representa la transformacion de la
misma de una forma pre-liberable a una forma liberable (Grosvenor et al.,
1979). Diversos autores han estudiado el papel que ejercen factores
hipotalamicos estimuladores e inhibidores sobre cada una de las fases del
proceso de secrecion de la PRL. Al respecto se sabe que tanto la fase de
deplecion-transformacion como la de replecion de la hormona son
inhibidas por la dopamina (DA) y por el agonista dopaminérgico
bromocriptina, mientras que la fase de liberacion es poco inhibida por
estos agentes. Por el contrario el factor estimulante de tirotrofina o TRH
ejerce sus efectos sobre la secrecion de PRL estimulando la fase de
liberacion de la hormona y no tiene ningun efecto sobre la fase de
deplecion-transformacion de la hormona (Grosvenor & Mena, 1980;
Grosvenor et al., 1980). A partir de estudios realizados in vitro sobre la
dinamica de secrecion de la PRL se ha mostrado que solo la hormona que
ha sido sintetizada 4 a 8 horas antes es susceptible de ser transformada y

liberada, mientras que las hormonas con menos de 4 hrs o aquellas de 16
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a 24 hrs de edad son retenidas o degradadas, respectivamente (Mena et
al., 1984). Asimismo, se ha observado que la intensidad de las acciones
estimuladoras e inhibidoras de la hormona liberadora de tirotropina (TRH)
y la DA, respectivamente sobre la secrecion de PRL varia dependiendo de
la edad de la hormona almacenada (Mena et al., 1989b).

Stachura y cols han reportado que tanto la GH como la PRL de rata
pueden ser procesadas intracelularmente para ser almacenadas dentro de
la célula o para ser liberadas una vez que han sido sintetizadas (Stachura
& Tyler, 1986; Stachura et al., 1989). Diversos autores han sugerido que la
PRL recién sintetizada es secretada de manera preferencial sobre la
hormona madura contenida en granulos de secrecion. Walker y cols
demostraron mediante doble marcaje radioactivo de la PRL y microscopia
electronica en cultivos primarios de AH de ratas estrogenizadas la
existencia de dos subpoblaciones de lactotropos con diferencias
funcionales entre ellos. Una de las subpoblaciones libera de manera
preferencial granulos de PRL recién sintetizados, los cuales son secretados
dentro de los primeros 30 minutos posteriores al pulso radioactivo,
mientras que la otra subpoblacion de lactotropos no responsivos a TRH
sintetizan, procesan y secretan a la hormona con una tasa de secrecion
mucho mas alta (Walker & Farghuar, 1980). Sin embargo otros grupos de
investigacion han reportado la liberacion preferencial de la hormona

madura contenida en granulos de secrecion (Sharoni et al., 1976).

36



CAPITULO II

REGULACION DE LA SECRECION DE PRL
ADENOHIPOFISIARIA

La regulacion de la secrecion de PRL es un fenémeno muy complejo
que implica la interaccion de influencias hipotalamicas estimuladoras e
inhibidoras con influencias provenientes de la circulacion sistémica
general, y con otras generadas tanto en el l6bulo posterior como
neurointermedio de la hipofisis, como de factores producidos localmente
por las células AHs, y capaces de ejercer tanto acciones autoécrinas como

paracrinas.

Factores Sistémicos e Hipotaldmicos

La hipotesis de que la secrecion de hormonas AHs se encontraba
regulada por influencias estimuladoras e inhibidoras provenientes del
hipotalamo y transportadas a la AH a través del sistema porta hipotalamo-
hipofisiario, asi como por mecanismos de retroalimentacion positiva y
negativa activados por la concentracion periférica de hormonas secretadas
por glandulas blanco, fue propuesta y desarrollada por Geoffrey Harris
hacia 1945 (Harris, 1960).

Por otra parte, Everett observo que cuando se interrumpia
quirurgicamente la conexion entre el hipotalamo y la hipofisis ocurria un
incremento prolongado en la secrecion de PRL, por lo que postulo la
existencia de un factor hipotalamico que era capaz de inhibir la secrecion
de PRL (Everett, 1954, 1956). Posteriormente otros grupos de trabajo
demostraron que la administracion de farmacos que alteraban el
metabolismo de las catecolaminas influia sobre la secrecion de PRL

(MacLeod, 1969,) que la DA se encontraba presente en muy altas
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concentraciones en la eminencia media (Fuxe, 1965) y que en la AH
existian receptores a DA (Goldsmith et al., 1979).

Con base en las observaciones anteriores, se ha considerado a la DA
como la neurohormona mas importante en el control homeostatico de PRL.
Este papel se lleva a cabo por una interaccion de retroalimentacion
reciproca entre la hipofisis y el sistema tuberoinfundibular dopaminérgico,
debido a que un decremento en los niveles de DA provoca un aumento en
la secrecion de PRL, la cual a su vez, estimula la liberacion de DA y asi
antagoniza el cambio inicial en la tasa de la liberacion de PRL (Kordon et
al., 1985). Aunque existen evidencias que senalan a la DA como un
inhibidor especifico de la secrecion de PRL, se ha demostrado que este
factor también puede inhibir la secrecion tanto de GH (Cronin & Evans,
1983) como de la Hormona Estimulante de la Tiroides (TSH) (Foord et al.,
1980).

Las neuronas dopaminérgicas se localizan dentro de la llamada area
hipofisiotrofica del hipotalamo, en tres diferentes sitios. Las neuronas
dopaminérgicas tuberoinfundibulares localizadas en la porcion
dorsomedial del ntcleo arcuato proyectan hacia la eminencia media,
mientras aquellas que se localizan en la parte mas rostral del mismo
nucleo pertenecen al sistema dopaminergico tuberohipofisiario y proyectan
de manera preferencial al l6bulo neural y neurointermedio de la hipofisis
(Holzbauer et al., 1978; Holzbauer & Racke, 1985). Asimismo, existen
neuronas dopaminérgicas localizadas en el nucleo periventricular cuyos
axones terminan en el 16bulo neurointermedio (Fig.10).

El efecto de la DA sobre los lactotropos depende de la inhibicion en
la enzima adenilato ciclasa, la cual se encuentra acoplada a los receptores
D> localizados en la membrana del lactotropo, de la inhibicion del
metabolismo del fosfato de inositol y de la excitacion e inhibicion de
canales ionicos de K* y Ca**, respectivamente (Ben-Jonathan, 1985;

Freeman et al., 2000).
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El estradiol (E»2) es otro regulador fisiolégico muy importante en la
secrecion de PRL. Maurer y colaboradores en 1982, demostraron que el
efecto del E, sobre la transcripcion del gen de PRL en ratas hembras
ovarectomizadas se ejerce a través de un incremento en la concentracion
de los precursores nucleares del ARN mensajero de la PRL, los cuales
incrementan hasta 4 6 5 veces 24 horas después de la inyeccion de 17-
estradiol (Lieberman et al., 1978; Maurer, 1982).

En diversas areas del sistema nervioso central, entre las que se
incluyen diversos nucleos hipotalamicos, se sintetizan y secretan una gran
diversidad de factores que han sido implicados en la regulacion de la
secrecion de PRL (Fig. 10). Entre algunos de los factores conocidos que
estimulan la secrecion de esta hormona se encuentran el TRH (Grosvenor
& Mena, 1980; Freeman et al., 2000), el péptido intestinal vasoactivo (Kato
et al., 1978), la angiotensina II (All) (Denef & Andries, 1983), las B
endorfinas, la oxitocina (Pan & Mai, 1990; Samson & Schell, 1995), la
galanina (Drouhault et al., 1994), la neurotensina (Enjalbert et al., 1982),
y la serotonina entre otras, mientras que la somatostatina (Drouin et al.,
1976; Dorflinger & Schonbrunn, 1983), la calcitonina (Epand et al., 1989;
Morel et al., 1989; Judd et al., 1990), la epinefrina, la acetilcolina y el
GABA inhiben la secrecion de PRL (Lamberts & Macleod, 1990).

Factores provenientes del l6bulo posterior y neurointermedio

Asimismo, diversos factores provenientes del 16bulo posterior (LP) y
neurointermedio (NI) de la hipofisis pueden estimular o inhibir la
liberacion de PRL a través de su paso por los vasos portales cortos (Nagy et
al., 1991) (Fig. 10). Se han identificado hormonas liberadoras e inhibidoras
como el TRH, la somatostatina, la DA, hormonas con actividad
corticotropica y encefalinas en altas concentraciones en el LP de la
hipofisis (Saffran et al., 1955 en Ben-Jonathan & Peters, 1982). Ben-

Jonathan y cols han estudiado los mecanismos implicados en el
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incremento de PRL inducido por la succion y proponen, con base en sus
resultados, que tanto la DA presente en el LP como la secrecion de un
factor liberador de PRL (PRF), el cual es sintetizado probablemente por los
melanotropos en el 16bulo NI, tienen un papel fundamental en la
regulacion de la secrecion de PRL. Aunque la estructura quimica de PRF
no ha sido totalmente caracterizada por este grupo de investigacion, al
parecer este péptido posee un peso molecular menor a los 5000 Da que es
distinto a los secretagogos conocidos como la oxitocina, hormona
antidiurética, TRH y All (Hyde & Ben-Jonathan, 1989). Sin embargo, estas
observaciones no han sido confirmadas ya que Mena y cols en 1996
demostraron que la lobectomia posterior no bloquea el incremento de PRL
inducida por la succion, pero si puede tener un efecto parcial en la
liberacion de PRL y puede determinar la regionalizacion en la secrecion de
esta hormona (Mena et al., 1996).

Los trabajos realizados por Stephen Frawley y cols en 1992, han
demostrado la importancia del l6bulo NI en la regulacion de la secrecion de
PRL y han propuesto que la Hormona Estimulante de los Melanocitos alfa
(a-MSH) es liberada durante el estimulo de la succion, provocando
cambios funcionales en las distintas subpoblaciones de lactotropos

contenidos en la glandula (Porter & Frawley, 1992).
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Fig. 10. Esquema que muestra los principales factores provenientes de la
circulacion sistémica, del hipotalamo, del l6bulo posterior y
neurointermedio (NI), y producidos localmente en la adenohipofisis (AH)
que estimulan (+) e inhiben (-) la secrecion de PRL. HCS: Hormonas
cortico-suprarrenales; Ach: Acetilcolina; SST: Somatostatina; Cal:
Calcitonina; 5-HT: Serotonina; OT: Oxitocina; VIP: Péptido intestinal
vasoactivo; ADH: Hormona antidiurética; All: Angiotensina II, TRH:
Hormona liberadora de tirotrofinas; DA: Dopamina; Gal: Galanina; GnRH:
Hormona liberadora de gonadotropinas, EGF: Factor de crecimiento
epidérmico; NGF: Factor de crecimiento neural (Modificado de Neill &

Nagy, 1994).
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Factores autécrinos y pardcrinos

El estudio de interacciones autocrinas y paracrinas en la AH que
influyen en la secrecion de otras hormonas con acciones fisiologicas
extrahipofisiarias ha sido el objeto de estudio de un gran numero de
grupos de investigacion en los ultimos 15 anos. Con ayuda de los nuevos
avances tecnologicos se han desarrollado novedosas técnicas que han
permitido realizar la separacion de los distintos tipos celulares contenidos
en la glandula, e identificar sus productos de secrecion, asi como la
interaccion de los distintos tipos celulares contenidos en la glandula.

Hasta el momento se han generado una gran cantidad de trabajos
que muestran el descubrimiento de diversas sustancias secretadas por los
distintos tipos celulares en la AH que parecen jugar un papel muy
importante en la intercomunicacion celular. Evidencias experimentales
muestran que el resultado de estas interacciones intercelulares se lleva a
cabo a través de la secrecion de factores autocrinos y paracrinos,
secretados por los distintos tipos celulares, que actuan regulando la
secrecion de una determinada hormona AH, asi como la diferenciacion y el
desarrollo de los distintos tipos celulares contenidos en la AH (Fig. 10y 11)
(Denef, 1990).

La primera evidencia experimental in vitro que demostro la existencia
de una comunicacion funcional en la AH fue obtenida a partir del estudio
en cultivos celulares de la interaccion entre lactotropos y gonadotropos
(Denef & Andries, 1983). Existen evidencias morfologicas que muestran
que una subpoblacion particular de lactotropos mantiene interacciones
funcionales con gonadotropos a través de prolongaciones celulares y que
dichas interacciones se encuentran influenciadas negativamente por
accion del E; (Allaerts & Denef, 1991). Denef y colaboradores en 1995,
usando cultivos de células de la AH, demostraron que la Hormona
Liberadora de Gonadotropinas (GnRH), es capaz de provocar un

incremento rapido y sostenido en la secrecion de PRL al actuar de manera
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indirecta sobre los lactotropos. La demostracion de que el GnRH no actua
directamente sobre los lactotropos incrementando la cantidad de PRL que
estos secretan, proviene a partir de cultivos celulares enriquecidos con
lactotropos y carentes de gonadotropos, en los cuales no se observa un
incremento en la secrecion de PRL posterior al tratamiento con GnRH. Sin
embargo, cuando los lactotropos son cocultivados con gonadotropos y
tratados con GnRH si se observa el efecto estimulatorio sobre la secrecion
de PRL (Andries & Denef, 1995). Lo anterior sugiere que los gonadotropos
actuan como intermediarios en el incremento de la secrecion de PRL
inducido por el GnRH , a través de un factor paracrino secretado por los
gonadotropos que actua sobre los lactotropos estimulando la secrecion de
PRL. Adicionalmente se ha observado que este efecto del GnRH sobre la
secrecion de PRL mediado por los gonadotropos puede estar correlacionado
con los cambios morfolégicos y funcionales que ocurren en la hipoéfisis
durante su desarrollo, debido a que esta comunicacion funcional entre
lactotropos y gonadotropos desaparece en ratas mayores de dos semanas
de edad, por lo que se piensa que el GnRH puede estar involucrado en el
desarrollo y diferenciacion de los lactotropos durante la etapa neonatal
(Andries & Denef, 1995).

Adicionalmente se han descrito interacciones funcionales entre los
lactotropos y las células foliculoestrelladas (Baes et al., 1987), las cuales
pueden establecer contacto, a través de sus prolongaciones citoplasmicas,
con los distintos tipos celulares de la AH. Cuando estas células son
cocultivadas con distintos tipos celulares de la AH se observa un
incremento en: la secrecion de GH en presencia de GRH y epinefrina, en la
secrecion de LH en presencia de GnRH, asi como un incremento en la

secrecion de PRL mediado por AIl y TRH (Denef, 1990).
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Fig. 11. Esquema que representa las interacciones que existen entre las
células adenohipofisiarias a través de factores de comunicacion de tipo
autocrino y paracrino. FS: Foliculo estrellada; IFN-y: Interferon gamma;
NGF: Factor de crecimiento neural; TGF-a: Factor de crecimiento
transformante alfa; VIP: Péptido intestinal vasoactivo; IGF-I: Factor de
crecimiento insulinico tipo I; POMC: Pro-opio-melanocortina (Tomada de

Denef, 1990).
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Existen ademas otros factores producidos localmente en la AH que
son capaces de regular la secrecion de PRL, como es el caso de la
acetilcolina la cual se piensa es secretada por los corticotropos y que ejerce
un efecto inhibitorio sobre la secrecion de PRL. El péptido intestinal
vasoactivo (VIP) es un factor que ademas de ser secretado por distintos
tipos celulares en la AH también es secretado por los lactotropos y por el
l6bulo posterior de la hipéfisis. El VIP actiia de manera tanto autocrina
como paracrina sobre los lactotropos, estimulando la secrecion de PRL
(Kato et al., 1978; Nagy et al., 1988; Murai et al., 1989). Mediante técnicas
inmunocitoquimicas se ha identificado al péptido liberador de gastrina en
lactotropos y en corticotropos (Houben & Denef 1990). Dicho péptido
ejerce un efecto estimulatorio sobre la secrecion de PRL, el cual es
potenciado por E2 (Houben & Denef 1990).

Adicionalmente, se ha demostrado que algunos factores de
crecimiento como el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor
de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento neural (NGF), el
factor de crecimiento de tipo transformante alfa (TGF-a) entre otros, son
secretados por los distintos tipos celulares en la AH y tienen un papel muy
importante tanto en la en la regulacion de la secrecion de PRL, como en el
desarrollo y diferenciacion de los distintos tipos celulares, incluyendo a los
lactotropos (Fig. 11).

Durante la etapa neonatal, el FGF actua incrementando el
porcentaje de células que secretan PRL (Porter et al., 1984). E1 EGF es un
potente regulador de la secrecion de PRL y GH en células GHs. Los
receptores para este factor de crecimiento se encuentran localizados
principalmente en somatotropos y lactotropos (Chabot et al., 1986).
Experimentos in vitro usando cultivos primarios de AH de ratas neonatas
muestran que el EGF incrementa la proporcion de lactrotropos asi como
su tasa de secrecion, mientras que no tiene ningun efecto sobre
somatotropos ni MS (Felix et al., 1995). El NGF es sintetizado y secretado

por los tirotropos, corticotropos, gonadotropos, somatotropos y lactotropos
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(Patterson & Childs, 1994). Su secrecion se encuentra regulada por
distintos factores como la interleucina 1, el factor de necrosis tumoral alfa
y el FGF entre otros. Al NGF se le ha atribuido un papel fundamental en la
proliferacion y diferenciacion de los lactotropos durante la vida neonatal
(Proesmans et al., 1997). El TGF-a ha sido identificado mediante técnicas
inmunocitoquimicas en somatotropos, lactotropos y gonadotropos (Fan &
Childs, 1995). Se piensa que tanto el EGF como el TGF-a ejercen sus
efectos mitogénicos a través del receptor para EGF localizado en los

lactotropos (Fan & Childs, 1995).
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CAPITULO III

LACTOTROPOS: HETEROGENEIDAD MORFOLOGICA Y
FUNCIONAL

Anatomia de la glandula hipofisis

La hipodfisis es una glandula endocrina que se aloja en la silla turca
del hueso esfenoides y que se encuentra compuesta por estructuras
nerviosas y epiteliales. Esta glandula esta constituida por dos estructuras
distintas desde el punto de vista de su origen embrionario, funcional e
histologico. La AH se desarrolla a partir de una evaginacion dorsal del
techo del ectodermo oral, llamada bolsa de Rathke y contiene células
glandulares que sintetizan, almacenan y secretan hormonas, mientras que
la neurohipofisis (NH) se desarrolla a partir de un crecimiento inferior del
piso del diencéfalo y se encuentra compuesta por axones que provienen del
los nucleo supraodptico y paraventricular del hipotalamo. En el hombre el
peso de la hipofisis es de S00 a 600mg, y mide alrededor de 13mm en
sentido transversal, 9mm en el sentido anteroposterior y 6mm de altura.

La eminencia media, una dilatacion en la superficie del tuber
cinerum, se continta con el tallo infundibular y este a su vez con el 16bulo
posterior de la hipoéfisis. La eminencia media, el tallo infundibular y la pars
nervosa forman la NH, mientras que la pars intermedia, la pars tuberalis y
la pars distalis constituyen a la AH. En conjunto la pars tuberalis y la
distalis constituyen el 1obulo anterior de la hipofisis, mientras que la pars
nervosay la pars intermedia forman el 16bulo posterior y neurointermedio

respectivamente (Fig. 12).
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Fig. 12. Esquema que ilustra las diferentes porciones que conforman a la
glandula hipodfisis. OT: oxitocina; ADH: Hormona antidiurética; LP: lobulo

posterior, NI: Neurointermedio.

Relaciones Anatémicas y Fisioldégicas de la hipdfisis

El sistema endocrino es un componente fundamental de la
adaptacion del organismo a los cambios del medio ambiente interno y
externo. La hipofisis es la principal glandula encargada de la regulacion de
dichos cambios y se encuentra en estrecha relacion y comunicacion con el
sistema nervioso central a través del hipotalamo para poder llevar a cabo

las funciones de recepcion, integracion y transmision de senales.
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Las vias eferentes finales que salen del hipotalamo tienen gran
importancia porque controlan el funcionamiento de la hipofisis. Este
control se lleva a cabo por una proyeccion neural a la NH y a través de una
conexion vascular con la AH.

Los nucleos hipotalamicos supraodptico y paraventricular contienen
grandes células neurosecretoras que secretan dos hormonas peptidicas: la
oxitocina y la vasopresina. La oxitocina provoca la contraccion del musculo
liso uterino y de las células mioepiteliales en la glandula mamaria, por lo
que sus acciones son esenciales durante el parto y para la eyeccion de la
leche durante la lactancia. La vasopresina u hormona antidiurética, actua
incrementando la reabsorcion de agua en los tubulos colectores de la
nefrona y reduciendo la pérdida de liquidos por la orina. Ambas hormonas,
descienden mediante el flujo axoplasmico, por los axones de las células
que las han sintetizado unidas a una proteina transportadora llamada
neurofisina. Estas células neurosecretoras son eléctricamente excitables y
el paso de potenciales de accion por sus axones provoca la liberacion de
hormonas en los botones terminales que se encuentran situados junto a
los capilares de la eminencia media, el tallo infundibular y el lobulo
posterior de la hipofisis.

El sistema porta-hipofisiario representa la conexion vascular entre el
hipotalamo y la AH. La arteria hipofisiaria superior es una rama de la
carotida interna, que se divide en un lecho capilar en la eminencia media y
en la parte proximal del tallo infundibular. La sangre de estos capilares es
recogida de nuevo por los vasos portales hipofisiarios que viajan por el
tallo infundibular y se dividen en un segundo lecho capilar en la AH. Se
sabe que pequenos péptidos llamados hormonas liberadoras e inhibidoras
hipotalamicas, son segregadas por las células arciformes y por células
situadas en zonas cercanas al tercer ventriculo; dichos péptidos
descienden por los axones de estas células y son liberados a la circulacion
sanguinea en el primer lecho capilar. A partir de ahi dichas sustancias

descienden por los vasos portales hipofisiarios hasta la AH en donde

49



actuan, como lo indica su nombre, facilitando o inhibiendo la liberacion de
las hormonas hipofisiarias. El conjunto de axones que transportan las
hormonas hipotalamicas esta concentrado en el tracto tuberoinfundibular
o tuberohipofisiario. Los factores hormonales hipotalamicos, a través de
fenestraciones capilares, son vertidos hacia el primer plexo capilar del
sistema porta-hipofisiario el cual tiene la funcion de comunicacion entre el
hipotalamo y la AH (Fig. 12) Posteriormente, estas hormonas a través de la
circulacion sistémica cerrada alcanzan a la AH en donde se unen de
manera especifica por medio de un receptor a un determinado tipo celular.
Dada la pequena cantidad en que son secretadas las hormonas
hipotalamicas (en el orden de ng), la circulacion portal cerrada se vuelve
trascendental para lograr mantener la concentracion en estos factores. Las
hormonas secretadas por la AH son liberadas en una mayor cantidad (ug)
y son transportadas por la circulacion sistémica general para actuar a
distancia sobre células glandulares blanco, las cuales finalmente liberan a
la circulacion sistémica cantidades aun mayores (en el orden de pg-mg) de
una determinada hormona. Dichas hormonas ejercen sus efectos sobre
células blanco al unirse de manera especifica a receptores membranales
en el caso de las hormonas polipeptidicas y a receptores citoplasmicos o

nucleares para el caso de las hormonas esteroides y tiroideas.

Células secretoras de PRL

En la AH el porcentaje de células secretoras de PRL varia de manera
muy importante dependiendo del estado fisiologico en el que se encuentre
el individuo. Durante el embarazo y lactancia ocurre un incremento en el
porcentaje de células que secretan PRL (Porter et al., 1990), lo cual se
correlaciona con un incremento de un 20 a un 36% en su tamano
(Gonzalez et al., 1988). La PRL en su forma madura se encuentra
almacenada en granulos de secrecion que miden alrededor de 600 a 1000

nm. Los granulos inmaduros varian en su forma y tamano, debido a que
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estos se forman por la fusion de pequenos granulos que provienen del
aparato de Golgi (Farquhar et al., 1978; Tougard et al., 1980).

El lactotropo o mamotropo representa el tinico tipo celular
encargado de sintetizar y secretar de manera exclusiva a la PRL, sin
embargo a partir de diversos trabajos realizados recientemente, se ha
caracterizado a un tipo celular bihormonal denominado mamosomatotropo
(MS), el cual sintetiza y secreta tanto PRL como GH (Frawley et al., 1985;
Nikitovitch-Winer et al., 1987).

Trabajos reportados por diferentes grupos de investigacion muestran
que puede existir una variabilidad en cuanto al porcentaje de lactotropos
contenidos en la AH de la rata. Por un lado, Labrie y cols reportan que este
tipo celular puede representar hasta un 70-80% del numero total de
céulas secretoras en la AH. Sin embargo, Ellerkman y Porter reportan que
cerca del 60% del total de células secretoras en la AH son lactotropos
(Ellerkmann et al., 1992b). Los trabajos de Frawley y cols muestran qu el
porcentaje de células secretoras de PRL contenidos en la region lateral y
region central de la AH de la rata es de 54 y 50%, respectivamente. (Porter

& Frawley, 1992).

Heterogeneidad morfoldgica y funcional en los lactotropos

Adicionalmente, se han caracterizado distintas subpoblaciones de
lactotropos con diferentes caracteristicas morfologicas y funcionales, lo
cual anade mas complejidad a la regulacion de la secrecion de PRL. Papka
y cols, usando técnicas inmunocitoquimicas, demostraron que en la AH de
ratas lactantes existen dos areas especificas en las cuales los lactotropos
se encuentran concentrados (Papka et al., 1986). Aquellos lactotropos que
se encuentran localizados en la region lateral de la glandula poseen una
menor tasa de secrecion de PRL que aquellos localizados en la region

central de la glandula, cercana al LP y NI (Luque et al., 1986).
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Posteriormente Boockor y Frawley en 1987 demostraron, mediante el
uso del inmunoensayo de placas hemoliticas en AH de ratas lactantes, que
los lactotropos localizados en las diferentes regiones de la glandula
responden de manera diferencial al menos a dos factores reguladores
hipotalamicos. Los lactotropos localizados en la region lateral. liberan
rapidamente PRL en respuesta al tratamiento con TRH pero son
moderadamente afectados por DA, mientras que los lactotropos localizados
en la region central responden en menor grado al TRH pero disminuyen
significativamente su tasa de secrecion en presencia de DA (Boockfor &
Frawley, 1987), por lo que la heterogeneidad funcional de los lactotropos
contenidos en la region lateral y central de la glandula a los distintos
factores liberadores e inhibidores representa un componente importante
en los procesos de regulacion de la secrecion de PRL.

Durante la lactancia, los lactotropos de las diferentes regiones de la
glandula son susceptibles de modificar su funcionamiento en respuesta a
factores liberados por el estimulo de la succion. Mediante el inmunoensayo
de placas hemoliticas demuestran que en ratas lactantes no succionadas,
las cuales permanecen aisladas de sus crias durante 6 horas para evitar el
estimulo de la succion, existen lactotropos que producen pequenas placas
de hemodlisis y lactotropos que secretan una mayor cantidad de hormona.
Cuando las ratas lactantes que han permanecido aisladas de sus crias
durante seis horas vuelven a recibir durante 10 minutos el estimulo de la
succion ocurre la desaparicion de la poblacion de lactotropos con baja
actividad secretora. A partir de estos trabajos también se demostré que en
ratas no succionadas la DA inhibe preferencialmente a aquella
subpoblacion de lactotropos que secretan grandes cantidades de PRL en
condiciones basales, mientras que el TRH y la All producen un incremento
en ambas subpoblaciones. En contraste, en AH de ratas succionadas, la
gran mayoria de las placas disminuyen uniformemente en tamano, sin
embargo existe una minoria consistente de células que continuan

formando placas relativamente grandes en presencia de DA. Asimismo,
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concluyen que la succion no solo potencia la respuesta de las células de
PRL al TRH y All sino que también atenuia de manera significativa la
inhibicion de la secrecion de PRL inducida por DA sugiriendo que la
succion prepara a las células de la AH a responder a agentes que
estimulan la liberacion de la PRL (Nagy & Frawley, 1990; Nagy et al.,
1991).

Ademas de los efectos a largo plazo que posee el 17- estradiol en la
regulacion de la sintesis y secrecion de PRL, existen respuestas rapidas
que se manifiestan como un rapido incremento en la secrecion de PRL
circulante 3 horas después de la inyeccion con esta hormona a ratas
ovariectomizadas (ovx). Murai y Ben-Jonathan en 1990 demuestran que el
incremento de PRL inducido posterior al tratamiento con E; a ratas ovx se
atenua satisfactoriamente cuando se extirpa el 16bulo NI (Murai & Ben-
Jonathan, 1990), sugiriendo con ello que el E; promueve la liberacion de
un factor por parte del l6bulo NI que a través de los vasos portales cortos
actua de dos distintas maneras sobre los lactotropos contenidos
exclusivamente en la RC de la AH (Porter & Frawley, 1992). La primera de
ellas es incrementando el nimero de células secretoras de PRL,
posiblemente mediante un mecanismo de reclutamiento celular, mientras
que la segunda es a través de un incremento en la tasa de secrecion de las
células secretoras de PRL preexistentes (Murai & Ben-donathan, 1990;
Ellerkmann et al., 1991). Frawley y colaboradores, reprodujeron estos
resultados usando células en cultivo y observaron que so6lo cuando las
células AHs eran co-cultivadas con células provenientes del 16bulo NI y
tratadas con E» por un periodo de 3 horas se lograban reproducir tales
efectos, confirmando que las células del 16bulo NI secretan un factor
estimulador de la secrecion de PRL Posteriormente, este mismo grupo de
investigacion propuso al a-MSH como el factor secretado por el 16bulo NI
responsable del incremento en la secrecion de PRL observado en respuesta

al tratamiento con E; (Ellerkmann et al., 1992a; Ellerkmann et al., 1992b).
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Transdiferenciacion

El concepto de que una célula se encuentra confinada a secretar
una sola hormona resulta cuestionable. Existen una gran numero de
evidencias experimentales que muestran que los distintos tipos celulares
contenidos en la AH, pueden sintetizar y secretar mas de una hormona.
Asimismo, se ha observado que tanto el porcentaje de cada tipo celular
contenido en la glandula como la hormona que es liberada de manera
preferencial por las células bihormonales, varia dependiendo del ambiente
hormonal y de la condicion fisiologica en la que se encuentre el individuo.
De esta manera, los distintos tipos celulares de la glandula muestran
cierto grado de plasticidad que les permite acoplarse a las demandas
fisiologicas (Levy, 2002).

En el caso particular de la PRL, los tipos celulares en la AH que
sintetizan y secretan esta hormona son el lactotropo o mamotropo y el MS,
el cual como se ha comentado anteriormente, sintetiza y secreta ademas
de PRL a la GH (Nikitovitch-Winer et al., 1987; Kashio et al., 1990). E1 MS
puede diferenciarse en lactotropo o en somatotropo dependiendo de las
condiciones fisiologicas particulares de cada individuo. Kineman y
colaboradores en 1991, reportaron cambios en la proporcion de
lactotropos, somatotropos y MS en AH de bovinos que habian sido
privados de testosterona y sus productos de metabolizacion mediante la
castracion (Kineman et al., 1991a).

Durante el embarazo y la lactancia ocurre un incremento muy
importante en el niumero de células que secretan PRL. Durante el
embarazo ocurre un incremento en el numero de lactotropos y una
disminucion en el numero de MS, mientras que durante la transicion del
embarazo a la lactancia ocurre un decremento en el nimero somatotropos
y un aumento en el numero de MS y L, lo cual resulta en un incremento
en la cantidad de PRL secretada. Dado que el incremento de lactotropos y

MS ocurre de manera concomitante con un decremento en el nimero de
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somatotropos, se ha sugerido que células secretoras de GH puedan
transdiferenciarse hacia células secretoras de PRL (Porter et al., 1990).

Asimismo, se ha observado que el MS posee caracteristicas
funcionales tanto de lactotropos como de somatotropos debido a su
capacidad para responder a diferentes factores hipotalamicos que regulan
la secrecion de ambas hormonas (Kashio et al., 1990).

El mecanismo mediante el cual ocurre el reclutamiento de nuevas
células que secretan PRL en respuesta al factor secretado por el 16bulo NI
en respuesta al tratamiento con E; no se conoce, sin embargo se piensa
que dado que este incremento en el porcentaje de células secretoras de
PRL ocurre en tres horas, éste no puede ser atribuido a mitosis de células
de PRL ya preexistentes ni a la activacion de novo de la secrecion de PRL,
si no a la transdiferenciacion de somatotropos a lactotropos y MS (Porter et
al., 1992).

Kovacs y colaboradores demostraron que pacientes con
hipotiroidismo primario desarrollan hiperplasia de células
inmunorreactivas a TSH debido a que la concentracion de hormonas
tiroideas en sangre no es suficiente como para activar el mecanismo de
retroalimentacion negativa y frenar de esta manera la sintesis y secrecion
de TSH. Asimismo, se piensa que este fendmeno ocurre como un
mecanismo para compensar la baja secrecion de TSH que existe en estos
pacientes. En estos mismos pacientes, reportaron mediante técnicas
inmunocitoquimicas, de microscopia electronica y de hibridacion in situ, la
aparicion de un nuevo tipo celular, denominado célula “deficiente de
tiroides”, el cual contiene en su citoplasma granulos inmunorreactivos a
TSH y a GH. Al combinar las técnicas inmunocitoquimica y de hibridacion
in situ, muestran que los somatotropos expresan el mensajero para la
sintesis de TSH, mientras que los tirotropos poseen el mensajero para la
GH. Los resultados obtenidos a partir de este estudio sugieren que los
somatotropos pueden transformarse a tirotropos como mecanismo

adaptativo para regular la secrecion de TSH en pacientes con esta
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enfermedad. Por lo que adicionalmente a la multiplicacion de tirotropos, el
incremento en las células de TSH se debe a la transdiferenciacion de
somatotropos hacia células productoras de TSH (Vidal et al., 2000).
Posteriormente este grupo de investigacion demostro que en el humano
ocurre un incremento en la poblacion de mamosomatotropos en pacientes
con hiperplasia de somatotropos asociada clinicamente con acromegalia
(Vidal et al., 2001).

Estudios realizados in vitro por el grupo de Childs y cols han
demostrado que tanto el incremento en el nimero de gonadotropos que
ocurre antes de la ovulacion como el incremento en la expresion ciclica de
gonadotropinas en la AH, se debe al menos en parte a un proceso de
transdiferenciacion de somatotropos a gonadotropos (Childs & Unabia,
1997). La transformacion de somatotropos a gonadotropos es un proceso
complejo que involucra como primer paso la expresion de receptores para
GnRH y hormona luteinizante en las células secretoras de GH (Vidal et al.,
1998; Childs, 2002). Estos resultados y los presentados anteriormente
sugieren que en la AH existe una subpoblacion de somatotropos que posee
una gran capacidad y plasticidad para responder a diversos factores y

adaptarse a las demandas fisiologicas de un individuo.
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CAPITULO IV

ANTECEDENTES ESPECIFICOS: PARTICIPACION DE
FACTORES REGIONALES EN LA REGULACION DE LA
SECRECION DE PRL

La existencia de una heterogeneidad tanto morfolégica como
funcional de los lactotropos localizados en las diferentes regiones de la AH
le confiere al sistema una gran plasticidad para regular la sintesis y
secrecion de PRL de acuerdo a las requerimientos fisiologicos del animal.
Adicionalmente a la heterogeneidad funcional de los lactotropos contenidos
en las distintas regiones de la glandula, los demas tipos celulares
contenidos en ella sintetizan y secretan factores que actiian de manera
autocrina y/o paracrina regulando directa o indirectamente la sintesis y
secrecion de PRL. Lo anterior sugiere que en la AH operan mecanismos
capaces de regular el funcionamiento de la propia glandula y que los
diferentes tipos celulares que la constituyen se comunican para controlar

la secrecion de los productos hormonales.

Regionalizacion de la secrecion de PRL en distintos estados

fisiologicos

La hipotesis de trabajo del laboratorio ha propuesto que existe una
comunicacion celular, a través de factores secretados por los distintos
tipos celulares en la AH, entre la region lateral y central de la AH los
cuales juegan un papel fundamental en la regulacion de la secrecion de
PRL.

En una serie de experimentos realizados en el laboratorio se quiso

averiguar si existian diferencias en cuanto a la cantidad de PRL secretada
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al medio de incubacion por parte de la region lateral y central de AHs de
animales que se encontraban en distintos estados fisiologicos, vgr. ratas
lactantes no succionadas y succionadas, ratas gestantes en el segundo
tercio del embarazo y ratas macho, al ser incubadas en medio de Earle por
30 minutos. Los resultados obtenidos mostraron que existe una diferencia
regional en cuanto a la cantidad de PRL que secretan los lactotropos de las
diferentes regiones de la glandula. Sin embargo se observo que la
manifestacion o no de este fenémeno de regionalizacion de la secrecion de
PRL y los mecanismos asociados a éste dependen del estado fisiologico en
que se encuentre el animal. Asi, como se puede observar en la figura 13, la
region central de AH de ratas macho (Fig. 13 A) y de ratas lactantes no
succionadas (Fig. 13 B) secretan una cantidad de PRL significativamente
mayor que la region lateral, mientras que en ratas gestantes (Fig. 13 C)
esta diferencia regional en la secrecion de PRL no se observa. Por otro lado
se observéo que cuando a ratas lactantes que habian sido separadas de sus
crias por un periodo de 6 horas (no succionadas) se les aplicaba un
periodo de succion de 15 minutos (succionadas), la diferencia regional que
se observa en el grupo de no succionadas desaparece (Fig. 13 D),
sugiriendo con ello que el estimulo de la succion provoca que la region
central de la glandula disminuya su tasa de secrecion y que como
resultado secrete una cantidad de PRL similar a la region lateral, lo cual
sugiere que el estimulo de la succion provoca la liberacion de factores
regionales y la activacion de mecanismos dentro de la propia glandula,
hasta ahora no descritos, que en conjunto regulan la secrecion de PRL.

Posteriormente estos resultados llevaron a probar la influencia que
tendria la incubacion de la region lateral y central de animales que se
encontraban en diferentes condiciones fisiolégicas (no succionadas y
succionadas) al ser incubadas en medios condicionados obtenidos a partir
de la incubacion de AH de animales que también se encontraban en

diferentes estados fisiologicos (no succionadas y succionadas).
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Fig. 13. Serie de graficas en donde se representa la cantidad de PRL
secretada durante 30min de incubacion en medio de Earle por la region
lateral y central de adenohipofisis de ratas macho (A), ratas lactantes no
succionadas (B) y succionadas (D) y ratas gestantes en el segundo tercio
del embarazo (C). * Diferente significativamente con relacion a la region

lateral, p < 0.05.
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Regulacion regional de la secrecion de PRL en ratas lactantes

En estos experimentos se probo el efecto de medios condicionados
por la region lateral y central de AHs de ratas lactantes succionadas y no
succionadas obtenidos durante un periodo de incubacion de 4hs, sobre la
secrecion in vitro de PRL por ambas regiones de la AH de ratas lactantes
que se encontraban en las mismas condiciones fisiologicas durante un
periodo de incubacion de 30 minutos.

Los resultados muestran, a manera general, que en los medios
condicionados obtenidos por la incubacion de AH de ratas lactantes
existen factores capaces tanto de estimular como de inhibir la secrecion de
PRL cuando en dichos medios son incubados AH de ratas en diferentes
condiciones fisiologicas de la lactancia, vgr. lactantes no succionadas y
succionadas y que el tipo de accion que se ejerce sobre el tejido incubado
vgr. estimulacion, inhibicion o la ausencia de efecto, varia dependiendo
tanto de la condicion fisiologica del animal receptor como de la del donador
(Diaz et al., 2002). Al analizar el numero de efectos estimuladores sobre la
secrecion de PRL presentados en la tabla 1, podemos observar que el
medio condicionado obtenido principalmente de la region lateral pero
también el obtenido a partir de la region central de AH de ratas lactantes
succionadas provoco un mayor numero de efectos que el medio
condicionado de ratas lactantes no succionadas. Cuando los medios
fueron condicionados por AH de lactantes succionadas, se obtuvieron
cuatro efectos de tipo estimulador, dos de tipo inhibitorio y dos situaciones
en las cuales no hubo efecto. En contraste, cuando los medios fueron
condicionados por AH de lactantes no succionadas se obtuvo un efecto
estimulador, dos inhibidores y 5 situaciones en las cuales no hubo ningun
efecto (Fig. 14; tabla 1). Lo anterior sugiere que la succion activa de
manera preferencial la liberacion de factores regionales que estimulan en

vez de inhibir la secrecion de PRL, mientras que en ausencia del estimulo
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de la succion solo se manifiesta un efecto de tipo estimulador (Diaz et al.,
2002).
Los resultados obtenidos en este serie de experimentos se presentan

de manera resumida y esquematica en la figura 14 y en la tabla 1.
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Medio condicionado AH Efectos (+) y (-)
por AH de ratas:

RL inhibe su secrecidn
RC estimula su secrecion

No Succionadas

RC inhibe RL

RL inhibe su secrecidn
RL estimulaRC

Succionadas e
RL estimula su secrecidn
RC estimula su secrecidn
RL estimula RC
RC inhibe RL

Fig. 14. Resumen en donde se representa de manera esquematica los
efectos obtenidos de incubar de manera independiente la region lateral
(RL) y central (RC) de adenohipodfisis (AH) de ratas lactantes succionadas
(S) y no succionadas (NS) en condiciones in vitro por 30 min en medios
condicionados por las mismas regiones adenohipofisiarias de animales en
las mismas condiciones fisiologicas, sobre la secrecion de PRL a los medios
de incubacion. La direccion de las flechas indican el origen y sitio en
donde actian los medios condicionados. Los efectos estimuladores,
inhibidores o la ausencia de efecto se encuentran indicados como (+), (-) y
(0), respectivamente. Notese que el mayor nimero de efectos estimuladores
se ejerce por medios condicionados por AHs de lactantes succionadas,

particularmente por la RL.

62



Adenohipofisis de ratas lactantes
No Succionadas  Succionadas

Medio condicionado Regién Regién Regién Regién
por la regién: lateral central lateral central
Lateral de NS - - -
Central de NS - -
Lateral de S
Central de S - -

Tabla 1. Resumen que indica el tipo de efecto obtenido al incubar en
condiciones in vitro por 30 min la region lateral y central de adenohipofisis
de ratas lactantes no succionadas por 6 hs y succionadas por 15 min en
medios condicionados por las mismas regiones adenohipofisiarias de

animales en las mismas condiciones fisiologicas.
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CAPITULO V

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A partir de los antecedentes que han sido expuestos en esta tltima
seccion, se conoce que en la regulacion de la secrecion de PRL
intervienen un gran numero de factores secretados localmente en la
glandula, los cuales ejercen efectos diferenciales en las distintas
subpoblaciones de lactotropos. Sin embargo, poco se ha estudiado acerca
de la liberacion de estos factores en diferentes estados fisiologicos y sus
potenciales acciones sobre la secrecion de PRL, asi como de los
mecanismos celulares asociados a dichos procesos. De esta manera, el
trabajo realizado en esta tesis pretende comprender y profundizar acerca
del fenomeno de regionalizacion y los mecanismos involucrados en la
regulacion regional de la secrecion de PRL en AHs de ratas macho por
accion de factores solubles presentes en medios condicionados por la
region lateral de ratas lactantes succionadas. Asimismo, una vez
caracterizados los efectos, consideramos importante indagar acerca de la
naturaleza del (los) factor (es) regional (es) contenido (s) en el medio
condicionado responsable (s) de los efectos observados sobre la secrecion

de PRL en AHs de ratas macho.

HIPOTESIS

Factores regionales secretados al medio de incubacion por la
region lateral de la AH de ratas lactantes succionadas y no succionadas
ejercen efectos sobre la secrecion regional de PRL por AH de ratas

macho.
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OBJETIVOS

Generales

Caracterizar los efectos de medios condicionados por la region
lateral de AHs de ratas lactantes succionadas y no succionadas, sobre la
secrecion de PRL en ambas regiones de la AH de la rata macho, asi como
analizar los posibles mecanismos involucrados en los efectos
estimulatorios de la secrecion de PRL en AH de ratas macho por accion
de factores presentes en el medio condicionado por la region lateral de

AHs de ratas lactantes succionadas.

Especificos

1. Determinar el efecto de dosis-respuesta de medios condicionados por
la region lateral y central de AH de ratas lactantes succionadas y no
succionadas, obtenidos durante los dias 10 a 14 de lactancia, sobre la

secrecion de PRL por AH de ratas macho.

2. Determinar el efecto de la cicloheximida (inhibidor de la transcripcion
de la sintesis proteinica) y de la brefeldina-A (inhibidor del transito
vesicular del RER al Complejo de Golgi), sobre la estimulacion de la
secrecion de PRL por AH de ratas macho, inducida por accion del
medio condicionado de la region lateral de ratas lactantes

succionadas.

3. Determinar el efecto del medio condicionado por la AH de ratas

lactantes succionadas sobre el porcentaje y morfologia de células que
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presentan inmunorreactividad a PRL y a GH en cultivos primarios de

la region lateral y central de AH de ratas macho.

. Definir el perfil de secrecion de PRL mediante el empleo de is6topos
radioactivos, en las condiciones experimentales anteriores a fin de
determinar si la accion estimuladora del medio condicionado de ratas
lactantes promueve la secrecion de la hormona recién sintetizada o de

la hormona madura.

. Determinar mediante el uso del marcador fluorescente FM1-43 la

dinamica de secrecion en AH de ratas macho incubadas en
condiciones control y en medio condicionado por AHs de ratas

lactantes.

. Determinar el efecto del medio condicionado sobre la cantidad y
contenido de variantes moleculares de PRL sobre granulos aislados de

AH de ratas macho.

. Determinar mediante el uso de microscopia electronica la distribucion
de granulos de PRL en AH de ratas macho incubadas en condiciones

control y en medios condicionados por AHs de ratas lactantes.

. Obtener mediante Cromatografia liquida rapida de alta resolucion
diferentes fracciones de medio condicionado con el propoésito de
probar sus efectos sobre AH de ratas macho. Lo anterior permitira ir
disecando los componentes activos presentes en el medio

condicionado.
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CAPITULO VI

MATERIALES Y METODOS

Animales

Para todos los experimentos realizados en esta tesis se utilizaron
ratas de la cepa Wistar las cuales se mantuvieron en cajas individuales
dentro del bioterio del Instituto de Neurobiologia en ciclos alternantes de
12 horas de luz y 12 horas de oscuridad y bajo condiciones de
temperatura y humedad controladas. Las ratas fueron alimentadas con
alimento para roedor purina (Ralston Purina Co., Chicago IL) y agua a libre
demanda y fueron tratadas de acuerdo a las normas nacionales e
internacionales de seguridad establecidas para el cuidado y manejo de
animales de laboratorio.

Para la obtencion de los medios condicionados se usaron ratas
lactantes primiparas, con 8 a 10 crias por camada, que se encontraban
entre los dias 10 a 14 del postparto. Las madres fueron separadas de sus
crias por un periodo de 6 horas antes de la incubacion. Al finalizar dicho
periodo de separacion, solo algunas de ellas fueron reunidas nuevamente
con sus crias para un periodo de succion de 15 minutos. Posteriormente,
las ratas lactantes fueron decapitadas y las hipofisis (region lateral y
central por separado) incubadas en medio de Earle por un periodo de 1
hora (descrito en detalle mas adelante, en obtencion de medios
condicionados). Para todos los experimentos realizados en esta tesis solo
se uso el medio condicionado por la region lateral.

Para probar el efecto de los medios condicionados obtenidos a partir
de la incubacion de AH de ratas lactantes sobre la secrecion de PRL, se

usaron ratas macho adultas con un peso corporal de 330 a 350 gr.
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Diseccion de Adenohipofisis

Todos los animales fueron decapitados bajo anestesia con éter.
Posterior a la extraccion de la AH y a su separacion del 16bulo posterior y
neurointermedio, la glandulas fueron divididas, usando una navaja de
bisturi, en una porcion central y dos laterales. Como se ilustra en la Fig.
15, la porcion central corresponde a la region interna de la glandula
cercana al lébulo posterior y neurointermedio de la hipofisis mientras que
el resto de la glandula corresponde a la region lateral (Boockfor & Frawley,
1987; Diaz et al., 2002).

Libulos posterior
¥ heurgintermedio

—

v

Adenohipofisis

Fig. 15. Esquema en donde se muestra la separacion quirurgica de la AH.
Una vez removido el l6bulo posterior y neurointermedio, se divide a la
glandula en una region central y dos laterales (el corte se representa con

lineas). RC: region central; RL: region lateral.
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Proceso para la obtencion de medios condicionados

Las regiones central y lateral de ratas lactantes fueron incubadas
por separado durante 1 hora en 300 ul de medio fresco de Earle a pH 7.3,
en un agitador metabdlico a 37° C (125 rpm, American Optical Corp.
Modelo 0256) bajo una atmosfera de 95% de oxigeno y 5% de CO». Al final
de la incubacion, los fragmentos de AH fueron pesados y almacenados a
-20 °C para su posterior analisis mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida (PAGE). Los medios de incubacion fueron ultrafiltrados y
desalados a 4°C usando filtros Centripep YM-10 durante 5 ciclos de 30
minutos cada uno a 4000 rpm en un rotor de angulo fijo. Usando agua
desionizada para rediluir en cada ciclo. Al final de dicho procedimiento, el
medio de incubacion se encuentra compuesto principalmente por
moléculas de peso molecular superior al corte de la membrana del filtro
(>10 kDa), las cuales fueron evaporadas por medio de un concentrador
centrifugo Savant SC 110 115 y almacenadas a -20°C hasta el dia de su
utilizacion. La fraccion mayor a los 10 kDa no fue colectada ni procesada,
debido a que el medio condicionado que contiene esta fraccion no ejerce
ningun efecto sobre la secrecion de PRL al ser probada sobre AHs de ratas

macho.

Reconstitucion de Medios condicionados

Los medios condicionados fueron reconstituidos usando medio
fresco de Earle a pH 7.3 al doble de su concentracion original (2X) el
mismo dia en que fueron usados para probar sus efectos sobre AH de
ratas macho. Sélo en el caso del experimento dosis-respuesta se probaron
ademas las diluciones 1xy 0.5X. La cantidad de PRL contenida en los

medios condicionados fue determinada mediante PAGE y densitometria,
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bioensayo y ELISA, y dicha cantidad fue restada a la cantidad total de

hormona secretada por las AH del macho, al término de la incubacion.

Incubacion de las regiones lateral y central de AHs de ratas macho en

medio Earle y en los medios condicionados de ratas lactantes

Posterior a la extraccion y diseccion de la glandula, las regiones
lateral y central de AHs de ratas macho fueron incubadas individualmente
ya sea en 300ul de medio Earle o de medio condicionado, por uno o dos
periodos consecutivos de 30 min. Al finalizar el primer periodo de 30 min
de incubacion, el medio de incubacion fue colectado y reemplazado con
medio condicionado o de Earle fresco. La cantidad de PRL secretada al
medio de incubacion en cada periodo de incubacion fue determinada
mediante PAGE y densitometria, ELISA y bioensayo.

Exclusivamente para el caso del primer experimento, ambas regiones
de la AH de la rata macho fueron incubadas en medio condicionado de la
region lateral de ratas lactantes succionadas y no succionadas.
Posteriormente, para estudiar los mecanismos celulares asociados a la
estimulacion de la secrecion de PRL, se utilizo unicamente y para todos los
experimentos, medio condicionado por la region lateral de ratas lactantes
succionadas. En todos los grupos control, las AHs del macho fueron
incubadas en medio de Earle.

Para poder determinar exclusivamente la cantidad de PRL que
secretan las AH de ratas macho al cabo de 30 min de incubacion bajo
influencia del medio condicionado, fue necesario sustraer de la cantidad
total de hormona presente en los medios de incubacion, la cantidad de
PRL contenida en los medios condicionados 2x, cuantificada previamente

mediante PAGE
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Cuantificacion de la cantidad de PRL

Electroforesis en condiciones nativas

La concentracion de PRL en los medios condicionados y de
incubacion se determino mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
al 7.5% en condiciones nativas de acuerdo con el método de Nicoll et al.
(1969) y se cuantifico mediante densitometria usando curvas estandar de
PRL 23K (Nicoll et al., 1969). La PRL 23K que fue usada para determinar la
concentracion de esta hormona, fue proporcionada por el Dr. A.F. Parlow
del Programa Nacional de Hormonas Pituitarias del NIH-NHIDDK.

La electroforesis se llevo a cabo a 200 V durante aproximadamente 1
hora. Los geles fueron tenidos con Amido-Black al 0.5% en una solucion
de acido acético al 7.5% durante toda una noche y desteniidos
electroforéticamente con acido acético al 7.5% en dos cesiones de 15
minutos cada una. La concentracion de PRL se obtuvo a partir de la
lectura densitomeétrica de la banda de PRL, la cual fue previamente
identificada de acuerdo a las caracteristicas de migracion de los
estandares para dicha hormona. El valor obtenido a partir de la lectura de
la banda fue sometido a una regresion lineal a partir de una curva

estandar de PRL 23K de rata.

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

La concentracion de PRL en los medios condicionados y de
incubacion fue determinada mediante el método de Signorella y Hymer
(Signorella & Hymer, 1984). Placas de 96 pozos (Immulon 2HB, Chantully
VA, USA) fueron cubiertas con 10ng de PRL de rata en 100 pl de buffer
amortiguador de carbonato 1 M, pH 10.3 a 4°C por una noche. Tanto para
la obtencion de curvas patron, usando 9 diluciones seriales de PRL de rata

(de 16 ng a 0.0625ng), asi como para los medios de incubacion, las
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muestras fueron incubadas por 16 hrs a 4°C con el anticuerpo primario
policlonal contra PRL de rata (1:40000; Programa Nacional de Hormonas
Hipofisiarias del NIH-NHIDDK) diluido en TPBS con 1% de leche en polvo
libre de grasas (Bio-Rad, Hercules CA, USA), antes de ser agregadas a las
placas cubiertas de hormona. Al siguiente dia, las placas fueron lavadas de
manera extensiva con TPBS (Fosfato de sodio 0.01 M, NaCl 0.15 mM,
0.05% v/v Tween 20, pH 7). Este procedimiento de lavado, se llevo a cabo
después de cada paso de incubacion.

Posteriormente, las muestras y los estandares fueron agregados a las
placas previamente cubiertas de PRL e incubados a temperatura ambiente
por 2 hrs. A continuacion, se llevo a cabo la incubaciéon con el anticuerpo
secundario IgG cabra anti-conejo acoplado a peroxidasa (1:3000 en TPBS
con 1% de leche en polvo libre de grasas) (Bio-Rad, Hercules CA, USA) a
temperatura ambiente por 2 hrs. La reaccion fue revelada mediante la
adicion de 100 pul por pozo de ABTS, 2,2’-amino-di- [3-ehylbenzothiazoline]
sulfonato como sustrato (Kit de ABTS, Roche). Para la preparacion del
revelador, se diluyeron 0.167 g de buffer/10 mL de agua desionizada. A
esta mezcla, se agregdo 0.0214g de la tableta de ABTS. Las placas fueron
leidas después de 15 minutos en un lector automatico de placas para
ELISA (Bio-Rad, Hercules CA, USA) usando una longitud de onda de
405nm. El ensayo posee una sensibilidad de 1ng/mL y el coeficiente de
variacion inter e intraensayos es <6%. De manera paralela, para descartar
la posibilidad de que el anticuerpo de PRL estuviera reconociendo a la GH,
se corrio una curva estandar de GH de 0.001 a 10 ng. Las muestras fueron
tratadas de la misma manera en que fue procesada la curva y las
muestras para cuantificar a la PRL (tal y como se especifica en el parrafo

anterior).
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Bioensayo en células Nb2

La actividad biolégica de la PRL contenida en los medios fue
determinada usando una linea celular linfomica, células Nb2
(amablemente donadas por la Dra. Carmen Clapp del Instituto de
Neurobiolgia), las cuales son sensibles a PRL. Las células fueron
sembradas en suspension o en placas de 96 pozos (2.5 X 10%cells/ 15 mm
pozo) en DMEM alto en glucosa (Dulbecco’s Modified Eagle Medium
GIBCO, N.Y. USA) suplementado con 10% de suero de caballo, 10% de
suero fetal bovino y al cual se le agrego 2-f-mercaptoethanol (10-4 M). Las
muestras y los estandares fueron agregados a los pozos e incubados por
48hrs a 37°C. Para determinar el namero de células Nb2, las células se
hicieron reaccionar con sal de tetrazolium (MTT) 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
y1)2,5-diphenyl tetrazolium bromide (5 mg/ml en PBS) por 4 h a 37°C.
Finalmente, para la detener la reaccion, se agregé una solucion de SDS al
10% adicionada con HCI (4N) y se dejaron las muestras en la oscuridad
por lhr. Dicho procedimiento resulta en la generacion de un color violeta,
el cual es cuantificado en un lector automatico de placas para ELISA (Bio-
Rad) usando una longitud de onda de 590 nm (Ferrari et al., 1990). La
curva estandar de PRL fue hecha usando las siguientes concentraciones
de PRL de rata: 0.0, 0.001, 0.01, 0.1, 1.0, 10.0 y 20.0 ng/ul. La
sensibilidad de este ensayo va de 10 pg/mL a 1 ng/mL, mientras que el

coeficiente intra e interensayo es del 6 y 10%, respectivamente.

Marcaje de la PRL usando [3H]-leucina

A fin de discernir si la accion estimuladora del medio condicionado
de ratas lactantes promueve la secrecion de PRL recién sintetizada o bien
de la hormona madura, se llevo a cabo el marcaje de PRL tanto in vivo
como in vitro. El metodo empleado en estos experimentos fue el mismo que

el reportado por Mena y cols (Mena et al., 1989D).
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En un primer experimento, grupos de ratas macho fueron inyectados
con una dosis unica (5mCi/g, i.v ) de [3H]-leucina (45-60 Ci/mmol. New
England Nuclear, Boston MA, USA). Al cabo de 1lhr, 6hrs 6 24 hrs
posteriores a la inyeccion, grupos de animales fueron decapitados bajo
anestesia con éter. La AH fue rapidamente extraida y separada en una
porcion central y dos laterales.

Como parte de otro grupo de experimentos, se llevo a cabo el
marcaje in vitro de PRL. Posterior a la extraccion de ambas regiones de AH
de ratas macho, éstas fueron incubadas por 30 min en 300uL de buffer
amortiguador de Krebs-Ringer-bicarbonato adicionado con 10 puCi de 3H-
leucina.

Las incubaciones en ambos experimentos se llevaron a cabo usando
medio de Earle en el caso de los grupos control y medio condicionado de
ratas lactantes succionadas en el caso de los grupos experimentales.
Dichas incubaciones se llevaron acabo siguiendo el protocolo antes
descrito.

La cantidad de [3H]-leucina presente, incorporada a la PRL en los
medios de incubacion, se cuantifico mediante la separacion individual de
la banda 23 K de PRL en geles de poliacrilamida. Los fragmentos de gel
fueron disueltos a 50°C con peroxido de hidrogeno al 30%. Posteriormente
se homogeinizaron en liquido de centelleo (Complete Counting Cocktail
3a70, Research Products International Corp) y se cuantificaron en un

espectrometro (BECKMAN LS 6000 LL).

Inmunofluorescencia en cultivos primarios de células AH

Los experimentos de cultivos primarios de AH de rata se realizaron
en colaboracion con el laboratorio del Dr. Arturo Hernandez en el Instituto
de Fisiologia Celular de la UNAM, siguiendo la técnica reportada por
Fiordelisio y cols (Fiordelisio & Hernandez-Cruz, 2002). Para dichos

experimentos se usaron ratas macho de la Cepa Wistar (n=5) de 300 gr

74



que se encontraban dentro del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular
de la UNAM con ciclos alternantes de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad, bajo condiciones de temperatura y humedad controladas y con
acceso libre a agua y comida.

Los animales fueron anestesiados con éter y decapitados. Se realizo
la diseccion rapida de la AH en una region central y dos laterales, las
cuales fueron procesadas de manera independiente. Los fragmentos de
tejido fueron transferidos a DMEM frio (Dulbecco’s Modified Eagle Media,
GIBCO BRL; Rockville MD) complementado con 0.75 mg/ml de Albumina
Sérica Bovina (DMEM-BSA; BSA fraccion V, GIBCO BRL). Las porciones de
tejido fueron cortadas hasta obtener fragmentos muy pequenos que fueron
incubados con tripsina (Worthington Biochem Co.; Lakewood NJ;
2.5mg/ml) a 37 °C por 20 min en agitacion continua. Al cabo de dicho
periodo los fragmentos de AH fueron dispersados mecanicamente usando
una pipeta Pasteur siliconizada de diametro reducido y centrifugados en
una solucion de colagenasa tipo I filtrada (Worthington Biochem Co.;
Lakewood NJ; 0.5 mg/ml) a 1400 r.p.m. por 10 min. Después de dos
lavados con DMEM alternados con dispersion mecanica de las células,
éstas fueron resuspendidas en DMEM cultivo (DMEM complementado con
10% de suero de caballo GIBCO BRL, 2% Suero Fetal Bovino GIBCO BRL,
inactivados a 60°C durante 1 hora y 5 mg/ml de insulina SIGMA). La
suspension fue transferida a una caja de Petri estéril por un periodo de 45
minutos para disminuir la cantidad de fibroblastos presentes en ella.
Posteriormente, las células que no se adhirieron al plato fueron sembradas
en un volumen de 100ul/pozo ("500 000 celulas/pozo) en cubreobjetos de
vidrio redondo numero 1 (Thomas Scientific; Swedesboro NJ) previamente
tratados con 100 pg/ml de poly- L-lisina (SIGMA). Después de 30 minutos
se agregb a cada pozo 1 ml de medio de cultivo y las células se
mantuvieron a 37°C durante 18 a 20 horas en una incubadora con una

atmosfera de 95% 02, 5% COa.
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Al dia siguiente se agregaron 500 pl/pozo de medio Earle pH 7.3 o
de medio condicionado 2x pH 7.3, por la region lateral de AHs de ratas
lactantes succionadas y se mantuvieron en incubacion por un periodo de
30 minutos. Posteriormente las células fueron lavadas con amortiguador
de fosfatos salino (PBS) 0.1M y se fijaron por 30 minutos con
paraformaldehido al 4% en PBS 0.1M. Al cabo de dicho periodo y posterior
a ser lavados con PBS, se incubaron por 30 minutos a temperatura
ambiente en una solucion de bloqueo y permeabilizacion (0.2% BSA, 0.1%
de triton X-100 en PBS 0.1M). Posteriormente las células fueron incubadas
a 4°C durante toda una noche con uno de los anticuerpos primarios
policlonales hechos en conejo para PRL (anti-rPRL-IC-5; dilucion 1:15 000)
o para GH (AFP5672099; dilucion 1: 20 000) de rata, amablemente
proporcionados por el Dr. A.F. Parlow del Programa Nacional de Hormonas
Hipofisiarias del NIH-NHIDDK. Al finalizar dicho periodo de incubacion, las
células fueron lavadas con PBS e incubadas durante 2 horas a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario anti IgG de cabra anti-
conejo acoplado a fluoresceina (SIGMA; dilucion 1:100). Finalmente las
células fueron lavadas y montadas en portaobjetos de vidrio con medio de

montar (DAKO) para realizar el conteo y analisis morfologico de las células.

Conteo de células y observaciones morfolégicas

El conteo de las células de PRL y GH inmunorreactivas se realizo
usando un microscopio de epifluorescencia con un filtro de excitacion de
510 a 560nm y un objetivo de 40x de inmersion en aceite. La iluminacion
provino de una lampara de mercurio de 100W montada en un microscopio
invertido Nikon Diaphot, TMD. En cada preparacion se contaron, usando
un contador manual, un numero total de 4000 células, incluyendo a las
células positivas y negativas para cada hormona. Los resultados se
expresaron como el porcentaje de células de PRL o GH positivas del

numero total de células analizadas.
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La morfologia de las células fue analizada en un microscopio
confocal de barrido laser (Bio-Rad MRC 1024; Hercules CA) montado en
un microscopio invertido Nikon (Diaphot 300; Nikon) del Instituto de
Fisiologia Celular. Para las observaciones se utilizo un objetivo de
inmersion de aceite 60x y un lasser con parametros de excitacion y de
emision de 488 nm y 522 nm respectivamente. La apertura del iris se
mantuvo fija en 3.3 a 3.6, la de la ganancia de 846 a 1100 y la potencia
del laser de 1 a 3%. Las imagenes fueron capturadas usando el programa
Lasersharp 1.02 (Bio-Rad) y analizadas y procesadas con el programa

Confocal Assistant.

Marcaje con el marcador fluorescente FM1-43

La dinamica de secrecion de células AH de ratas macho en
condiciones control y bajo la accion estimuladora del medio condicionado,
fue estudiada mediante el uso del marcador fluorescente FM1-43
(Molecular Probes; Cal., USA) en cultivos primarios de AH de ratas macho,
los cuales fueron obtenidos de la misma manera en que se detalla en la
seccion anterior. La propiedades que posee el marcador de 1) tornarse
fluorescente de manera reversible al entrar en contacto con membranas
celulares, 2) no difundir libremente a través de la membrana lipidica y 3)
ser practicamente no fluorescente en un medio acuoso, han permitido el
estudio de los procesos de exocitosis, endocitosis y transito de
membranas.

Posterior a la liberacion y reciclaje de vesiculas de secrecion, el
marcador fluorescente es internalizado en la célula, lo cual puede ser
observado como un incremento en la brillantez de la membrana plasmatica
y aparicion de granulos de secrecion (protocolo tomado de Molecular
Probes). El procedimiento consistio en exponer a las células (alrededor de
500, 000 celulas sembradas/pozo) al marcador (5 pg/ml de medio de

Earle) por un periodo de 5 a 10 minutos seguido de un lavado exhaustivo
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con medio de Earle libre de marcador. Posteriormente, la células fueron
incubadas por 30min en medio de Earle, en medio condicionado de ratas
macho o en medio condicionado de ratas lactantes. La fluorescencia fue
continuamente monitoreada a lo largo de la incubaciéon (excitacion 480/30
nm, emision 535/40 nm; Chroma Technology Corp.), usando un objetivo
para fluorescencia de inmersion (63x, 1.3 NA, Leitz Wetzlar; Germany). Las
imagenes digitales fueron obtenidas cada S5 minutos con una camara
digital CCD (SenSys 0401E, Roper Scientific; Tucson AZ, USA). La
iluminacion se limit6 a 100ms con un obturador electronico Uniblitz

(Vincent Associates; Rochester NY, USA).

Microscopia Electrénica

Las regiones lateral y central de AHs de ratas macho fueron
incubadas en medio de Earle o en medio condicionado de ratas lactantes
succionadas, siguiendo el protocolo convencional ya antes descrito.
Posterior a la incubacion se obtuvieron fragmentos de AHs de 1 mm3, los
cuales fueron fijados durante 30 min en 3% de glutaraldehido en
amortiguador de cacodilatos 0.1 M, pH 7.4 a 4°C. Las muestras fueron
deshidratadas wusando diluciones graduales de etanol (70-100%),
infiltradas por 48 hrs e incluidas en resina LR White (Polysciences). Los
bloques incluidos fueron polimerizados en un horno a 60 °C por 24-48 hrs.
Una vez talladas las piramides, sobre cada bloque de tejido se realizaron
cortes semifinos en un ultramicrotomo (RMC) usando para ello cuchillas
de vidrio. Los cortes obtenidos de cada bloque fueron montados, tenidos
con azul de toluidina y analizados bajo el microscopio de luz para evaluar
la calidad de preservacion del tejido, asi como para seleccionar el area de
interés a observar bajo el microscopio electronico. Los cortes finos (70 nm),
obtenidos con una cuchilla de diamante, fueron montados en rejillas de
niquel (300 mesh) cubiertas con membrana de formvar. La

inmunocitoquimica para identificar células de PRL se realizo d ela
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siguiente manera: Se incubaron durante 30 min los cortes montados en
las rejillas en una solucion de bloqueo de PBS-BSA 1% (Amortiguador
salino de fosfatos y albumina sérica bovina) adicionada con 0.1% de Tween
20. Posteriormente los cortes fueron incubados en una camara humeda a
4°C por toda una noche con anticuerpo primario contra PRL de rata
(Programa Nacional de Hormonas Hipofisiarias del NIH-NHIDDK; dilucion
1:50). Después de lavar de manera exhaustiva las rejillas en PBS-BSA,
estas se incubaron durante 1 hr en una camara humeda a 37°C con
anticuerpo secundario de cabra anti-conejo acoplado a particulas de oro
de 10 nm (1:50, EMS) de diametro. Finalmente, las muestras fueron
contrastadas con plomo y acetato de uranilo siguiendo el protocolo
descrito por Hayat (Hayat, 1986) y observadas bajo el microscopio
electronico de transmision JEM-1010 JEOL de la Unidad de Microscopia
Electronica del INb.

Aislamiento y purificacion de granulos de PRL

El aislamiento de granulos se llevo a cabo mediante la técnica
continua de fraccionamiento celular por gradientes de densidad usando
sacarosa (Zanini & Giannattasio, 1973) (Zanini & Giannattasio, 1972)
(Carty et al., 1982), de manera inmediata posterior a la incubacion por 30
min de la RL y RC de AHs de ratas macho en medio de Earle (controles) o
en medio condicionado de ratas lactantes succionadas. La tecnica
empleada consistio en homogeneizar en frio como minimo 100mg de AH de
ratas macho con el homogeinizador GLAS COL (Laboratory Motor) durante
10 seg/mg de tejido. El tejido fue homogeneizado usando 100 UL de
amortiguador Trizma-Sacarosa pH 7.0) ( Trizma 20 mM, sacarosa 0.27 M)
por cada 7 mg de AH. Posteriormente, el homogenado es centrifugado a
40C durante 5 min a 4000 rpm (Centrifuga SORVALL RCS5C). El
sobrenadante fue transferido a tubos Eppendorff de 1.5 mL y centrifugado

a 49C durante 20 min a 10,000 rpm. Posteriormente, se tomo el pellet

79



formado con una espatula y se transfirié a un tubo para centrifuga de 15
mL SORVALL. Se agregaron 10 mL de amortiguador Trizma-sacarosay 5
mL de Percoll y se centrifugaron las muestras a 4°C durante l1hr a 10,
000 rpm (Centrifuga SORVALL RCS5C). Al finalizar, se removié con cuidado
el exceso de amortiguador hasta llegar al anillo inferior, localizado cerca
del fondo del tubo. Esta fraccion fue transferida a tubos de policarbonato
de 6x 76 mm (Beckman) a los cuales se les agregé amortiguador Trizma-
sacarosa. Las muestras fueron centrifugadas S veces a 35,000 rpm
durante 5 min para remover el percoll. En cada ciclo el pellet fue
transferido a un nuevo tubo, agregando amortiguador Trizma-sacarosa
fresco.

Finalmente, las variantes moleculares de PRL contenidas en todas
las fracciones granulares fueron analizadas mediante SDS-PAGE y

Western Blots.

Western Blot

Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Los medios de incubacion fueron disueltos e incubados a 95°C por
10 min en presencia o ausencia del agente desnaturalizante f-
mercaptoetanol. Las muestras (10 pg de proteina/carril), los marcadores
de peso molecular (Bio-Rad) y el estandar de PRL (500 ng) se colocaron en
geles SDS-PAGE de 0.75mm de grosor (gel concentrador, acrilamida al 4%
y gel resolvedor, acrilamida 16%, bisalcrilamida 3%). La electroforesis se

llevo a cabo aplicando 90V de manera constante durante 3hrs.
Transferencia a Membranas de Nitrocelulosa

Una vez terminada la electroforesis, las proteinas separadas en los
geles de placa fueron transferidas a papel de nitrocelulosa (Bio-Rad)

durante 1 hora aplicando 0.2 A. Al terminar la transferencia, los geles son
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tenidos con azul de Coomasie al 0.1%, diluido en una soluciéon de metanol
al 40% y acido acético al 10%, durante una noche con objeto de analizar la
efectividad de la transferencia de las bandas proteinicas a las membranas.
Las membranas son lavadas rapidamente con agua desionizada y
posteriormente con TBS, antes de ser incubadas por un periodo de 2hrs en
una solucion de bloqueo con leche al 5% en TBS. Después de ser lavadas
las membranas con TTBS, éstas fueron incubadas por toda una noche con
anticuerpo primario policlonal contra PRL de rata (Programa Nacional de
Hormonas Hipofisiarias del NIH-NHIDDK; dilucion 1:800) en leche al 1%
en TTBS. Al dia siguiente, después de ser lavadas las membranas con
TTBS, estas se incubaron por 2hrs con un anticuerpo secundario de cabra
anti-conejo acoplado a una peroxidasa de rabano (1:2000; Cappel) en una
solucion de leche al 1% en TTBS y posteriormente con una peroxidasa
anti-peroxidasa por 30 min (1:500 Polysciences, Warrington PA, USA).
Finalmente, las bandas de PRL inmunorreactivas, fueron visualizadas
usando 3,3-diaminobenzidina tetrahidroclorada (Polysciences; 50%) como
sustrato. El peso molecular de las bandas de PRL se estimé usando como

referencia marcadores proteinicos pretenidos (Bio-Rad).

La densidad optica de las bandas de PRL fue determinada usando
un escaner densitomeétrico Hoefer (GS300; San Francisco CA, USA) y un
software KODAK 1D V. 3.5.3. (Scientific Imaging System, Eastman Kodak
Company), que permitio el analisis densitométrico de dichas bandas.
Mediante este procedimiento es posible realizar de manera independiente
la cuantificacion de cada una de las bandas inmunorreactivas de PRL. Sin
embargo, debido a que el tiempo que se requiere para transferir las bandas
de PRL puede ser variable asi como que las diferentes formas moleculares
poseen diferente inmunorreactividad con el anticuerpo empleado, no se

llevo a cabo este tipo de analisis en este estudio.
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Separacion de los componentes del Medio Condicionado mediante

Cromatografia liquida rapida de alta resolucion (FPLC)

Alicuotas de 3.5ml de medio condicionado 2x, obtenidas a partir de
la incubacion de 23 AH de ratas lactantes, fueron inyectadas a una
columna de filtracion molecular HiLoad 200pg 26/20 (Pharmacia Biotech;
26 mm d.i. x 600 mm, 34 pum tamano promedio de las particulas). Con el
proposito de no introducir sales, se us6 agua desionizada fria para eluir a
una velocidad de flujo de 4 ml/min por medio de un sistema de FPLC
(FPLC System; Pharmacia Biotech). Las fracciones seleccionadas fueron
colectadas a diferentes tiempos y liofilizadas (Freeze Dryer 5, Labconco). Se
corrieron marcadores de peso molecular (Bio Rad) en la columna. Sin
embargo, no es posible visualizar los intervalos de peso molecular en cada
una da las fracciones debido al uso de agua para eluir. Posteriormente,
cada una de las fracciones fue disuelta en 3.5 ml de medio de Earle y
usada para determinar la presencia de bandas proteinicas mediante SDS-
PAGE y para determinar su actividad biologica al ser probadas en sobre
AHs de ratas macho (incubaciones por 30 min). La técnica empelada para
la obtencion de geles en placa (SDS-PAGE) se encuentra detallada en la
seccion anterior. Para el caso del carril del medio condicionado se
aplicaron 1.7 pg de proteina, mientras que para cada fraccion se aplicaron
0.5 pg de proteina/carril, a excepcion de la fraccion III, en la cual no se
obtuvo tal cantidad de proteina. Una vez obtenidos los geles, estos fueron
tenidos con azul de Coomasie al 0.1%, diluido en una solucion de metanol
al 40% y acido acético al 10%, durante una al menos 4hrs y destenidos

usando metanol al 40% y acido acético al 10%.
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Caracterizacion preliminar de las fracciones obtenidas mediante FPLC en

medios condicionados

Las fracciones liofilizadas I-IV, fueron disueltas en 3.5ml de
amortiguador Tris-fosfatos 0.05M, pH 7.8 y tratadas con una mezcla de 4
proteasas: tripsina (tipo IX obtenida de pancreas bovino, Sygma),
subtilisina (obtenida de Bacillus licheniformis, Carlsberg), proteasa tipo XIV
(obtenida de Streptomyces griseus) y proteasa tipo V8 (obtenida de
Staphylococcus aureus) a 37°C durante 24 h. La dilucion a la cual se uso
la mezcla de proteasas fue de 1pL de solucion stock de proteasas (1
mg/mL de agua) por 100pL de fraccion disuelta en amortiguador. La
muestra control fue preparada al diluir la mezcla de proteasas en 3.5ml de
amortiguador Tris-fosfatos 0.05M. Posterior a la incubacion con las
proteasa, las muestras fueron evaporadas y reconstituidas con 3.5 mL de
medio de Earle para determinar la presencia de bandas proteinicas
mediante SDS-PAGE y para determinar su actividad biologica al ser

probadas sobre AHs de ratas macho (incubaciones por 30 min)

Analisis Estadistico

Los datos correspondientes a la cantidad de total PRL secretada por
AHs de ratas macho incubadas en los medios condicionados fueron
analizadas mediante un ANOVA de una via para cada variable. Las
diferencias entre los efectos para cada uno de los experimentos fueron
determinadas mediante comparaciones posthoc (Tukey). Los resultados se
expresan como la media + error estandar. El nivel de significancia fue de
p< 0.05.

Para determinar el efecto del medio condicionado sobre la proporcion
de células con inmunorreactividad positiva a PRL y GH, se realizaron

ANOVA de una via y una prueba de X2. Los datos se encuentran
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expresados como el promedio * error estandar. Los valores de p < 0.05
fueron considerados como estadisticamente significativos.

La significancia de los efectos de la cicloheximida sobre la secrecion
de PRL fue determinada mediante un ANOVA de tres vias (medio x droga x
muestra) con medidas repetidas en un factor seguida por comparaciones
planeadas. Los resultados se expresan como la media + error estandar. El

nivel de significancia fue de p< 0.05.
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CAPITULO VII

RESULTADOS

Experimentol

Efectos de tipo dosis-respuesta de medios condicionados por la region
lateral de ratas lactantes sobre la cantidad de PRL secretada por AH de

ratas macho

La cantidad de hormona secretada a los medios de incubacion fue
cuantificada mediante tres diferentes técnicas: PAGE (Fig 16 A y B),
Bioensayo (Fig 16 By C) y ELISA (Fig. 16 E y F).

Como se muestra en la Fig. 16 A-F cuando AHs de rata macho se
incuban en medios condicionados de ratas lactantes succionadas y no
succionadas se observa, de manera consistente, una estimulacion en la
secrecion de PRL secretada por ambas regiones. En general se puede
observar que la region central de la AH del macho responde secretando
una mayor cantidad de hormona que la region lateral bajo influencia de
ambos medios condicionados. En cuanto a los efectos de dosis-respuesta
podemos observar que solo en algunos casos, la intensidad de los efectos
varia dependiendo tanto de la concentracion a la cual se probo el medio
condicionado, como de la region de hipoéfisis probada. En todos los casos,
a excepcion de cuando se determinaron los efectos del medio condicionado
de ratas succionadas mediante ELISA (Fig. 16E, en el cual solo la
concentracion 2x mostro un efecto de estimulacion), las tres
concentraciones de ambos medios condicionados ejercieron efectos
estimuladores sobre la secrecion de PRL por ambos fragmentos de la AH
de la rata macho. Asimismo, se puede observar que a excepcion de

cuando se determiné mediante bioensayo el efecto del medio condicionado
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de ratas succionadas (Fig. 16C, en el cual existen diferencias en los efectos
inducidos por las concentraciones 0.5x y 1x), las concentraciones 0.5x y
1x de ambos medios condicionados ejercieron efectos similares sobre la
cantidad de PRL secretada por ambas regiones de la AH del macho. Por
otro lado, en todos los casos el medio condicionado en su concentracion 2x
ejercio el efecto estimulatorio mas potente sobre la secrecion de PRL
comparado con los efectos ejercidos por las concentraciones 0.5 y 1X. Este
efecto se observo en todos los casos, independientemente de la técnica
usada para cuantificar a la PRL, del origen de medio condicionado y de la
region de la AH del macho empleada para probar los efectos. Dada la
consistencia de los efectos inducidos por el medio condicionado 2x
independientemente de la técnica con la cual se evaluen, decidimos
emplear en los experimentos consecutivos dicha concentracion y usar la

técnica de PAGE para cuantificar de manera rutinaria a la hormona.
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Fig. 16. Efecto de incubar la region lateral y central de AH de ratas macho
en medio condicionado (MC) por la region lateral de lactantes succionadas
y no succionadas sobre la concentracion de PRL secretada y analizada
mediante PAGE (A, B), Bioensayo (C,D) y ELISA (E,F). Ambas regiones
fueron incubadas durante 30 min en solucion de Earle (n=5) o en los MCs
reconstituidos a diferentes concentraciones (0.5x, 1x y 2x). Los resultados
se expresan como la media + error estandar. * p< 0.05 vs grupo control.
Los grupos que no comparten la misma inscripcion son significativamente

diferentes unos de otros (p < 0.05).
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Experimento 2

Efecto del medio condicionado de ratas lactantes succionadas, sobre la
proporcion y distribucion intracelular de PRL y GH inmunorreactiva en

lactotropos y somatotropos en cultivos primarios de AH de ratas macho.

Como se observa en la Fig. 17A, ocurre un incremento en el
porcentaje de células inmunorreactivas a PRL vgr. de 28 + 1.02% en el
grupo de células de la region central del macho incubadas en medio de
Earle a 43 £ 0.98% (p< 0.05) cuando células de la misma region son
incubadas en el medio condicionado por AH de ratas succionadas, pero no
se observo ningun efecto sobre el porcentaje de células inmunorreactivas a
GH cuando la misma region de la AH del macho fue incubada en el mismo
medio condicionado. De manera similar a lo que ocurre en la region
central, se observd un incremento en el porcentaje de células
inmunorreactivas a PRL en la region lateral (Fig. 17 B) del macho de 31 +
1% en el grupo control a 41 + 1.2% (p< 0.05) en el grupo experimental y
tampoco hubieron cambios en ésta region en cuanto al porcentaje de
células inmunorreactivas a GH, i.e., de 47 £ 0.9% en el grupo control a 44
+ 1.3% (p>0.05) en el grupo experimental. No se observaron diferencias en
el numero de células inmunorreactivas para ambas hormonas entre las

dos regiones, tanto en el grupo control como experimental.
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Fig. 17. Efecto de incubar células de la region central (A) y lateral (B) de
AH de ratas macho en medio Earle (n=5) o en medio condicionado de ratas
lactantes succionadas (n=5) sobre la proporcion de células
inmunorreactivas a PRL y GH. Las diferencias entre los grupos control y
experimental fueron analizadas mediante un ANOVA de una via y
mediante la prueba de x2. Los datos se expresan como la media + error

estandar. * p < 0.05 vs control.
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Como se muestra en la Fig. 18 A-D, la distribucion hormonal para el
caso de PRL inmunorreactiva se modifico cuando las células de ambas
regiones del macho fueron incubadas en el medio condicionado. En el caso
del grupo control (Fig. 18 A, C) se observa que la PRL inmunorreactiva se
encuentra principalmente concentrada en areas localizadas cerca del
nucleo celular que podrian corresponder al complejo de Golgi (Fig. 18 A,
C). De manera contraria, cuando las células son incubadas en el medio
condicionado (Fig. 18 B, D) se observa que, adicionalmente a este sitio de
expresion, existe inmunorreactividad a la PRL distribuida de manera
mucho mas difusa y dispersa en el citoplasma de las células, las cuales
pudieran corresponder a granulos o vesiculas de secrecion que son
movilizadas por efecto del medio condicionado. Por el contrario, la
distribucion de GH en células incubadas en el medio condicionado es
similar a la que se encuentra en los grupos control (Fig. 19 A-D),
caracterizada por una distribucion homogénea de la hormona en todo el
citoplasma, por lo que los efectos del medio condicionado parecerian ser

especificos sobre células secretoras de PRL.
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Fig. 18. Efecto de incubar células de la region lateral ( A, B) y central (C, D)
de AHs de ratas macho en medio de Earle (A, C) o en medio condicionado
(B, D) de ratas lactantes succionadas sobre la distribucion intracelular de
PRL inmunorreactiva. Las barras de calibracion corresponden a 10pum.

Imagenes representativas de al menos 10 experimentos.
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Fig. 19. Efecto de incubar células de la region lateral (A, B) y central (C, D)
de AHs de ratas macho en medio de Earle (A, C) o en medio condicionado
(B, D) de ratas lactantes succionadas sobre la distribucion intracelular de
GH-inmunorreactiva. Las barras de calibracion corresponden a 10pm.

Imagenes representativas de al menos 10 experimentos.
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Experimento 3

Evaluacién del efecto del medio condicionado de ratas lactantes
succionadas sobre la dinamica de secrecion en células adenohipofisiarias

usando el marcador FM1-43

La incubacion de células AHs en cultivos primarios durante 10 min.
en presencia del marcador fluorescente FM1-43, produjo un marcaje muy
débil y difuso en la mayoria de las células. Cuando las células marcadas se
incubaron en el medio condicionado, la intensidad en la fluorescencia fue
incrementando de manera temporal, sugiriendo que ocurre un proceso de
exocitosis y posteriormente el marcador se internaliza en la célula
mediante endocitosis. El incremento en la fluorescencia intracelular
ocurrié6 a partir de los 5 min. posteriores a la incubacion y pudo ser
observado en algunos casos como pequenas vesiculas de secrecion (Fig. 20
A-C). Por otro lado, cuando las células marcadas fueron incubadas
durante 20 min. en medio de Earle no se detectaron cambios en la
intensidad de fluorescencia (Fig. 20), lo cual sugiere que los efectos de
estimulacion en la dinamica de secrecion resultan de la adicion de medio

condicionado.
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Fig. 20. Efecto del medio condicionado sobre el patron y distribucion del
marcador fluorescente FM1-43 en cultivos primarios de células AHs de
rata macho incubadas por 20 min. en medio de Earle (D) o en medio
condicionado de ratas lactantes (A-C). Las imagenes fueron tomadas a
diferentes intervalos de la incubacion. A: Smin, B: 15min, C y D: 20min.
Las fotografias fueron tomadas usando el objetivo 100x y con un tiempo de

exposicion de 300ms. Las barras de calibracion representan 10pm.
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Experimento 4

Efectos del medio condicionado de ratas lactantes succionadas sobre la
distribuciéon y variantes moleculares de PRL inmunorreactiva en granulos de
secrecion aislados por gradientes de densidad y analizados por microscopia

electrénica y SDS-PAGE/ Western Blot.

Las electrofotomicrografias (Fig 21 A-D) de AH de ratas macho
incubadas en medio condicionado muestran una distribucion de
inmunorreactividad a PRL en granulos de secrecion y en el citoplasma
diferente de aquellas AHs incubadas en condiciones control. En las AHs de
ratas macho sin incubar e incubadas en medio de Earle, se observa que la
hormona se encuentra principalmente concentrada en granulos de
secrecion. Por el contrario, cuando las AHs son incubadas en medio
condicionado, el macaje no se encuentra confinado a los granulos de
secrecion, sino que se observan particulas de oro distribuidas en el
citoplasma (asociada al RER y/o Golgi) (Fig. 21 C) y localizadas muy
cercanas a los granulos de secrecion (Fig. 21 D). La secrecion de PRL a
partir de los granulos de secrecion puede estar asociada con la formacion
de microvesiculas (Fig. 21 D y E) a partir de las cuales se secreta a la
hormona.

Los resultados obtenidos a partir del Western Blot en condiciones no
reductoras (Fig. 22 a) y reductoras (Fig. 22 b) en granulos aislados de PRL
posterior a la incubacion de AHs de ratas macho en medio de Earle (carril
1) o en medio condicionado (carril 2), muestran que bajo condiciones no
reductoras, ocurre una disminucion en la inmunorreactividad de la PRL
23K, asi como en la mayoria de las bandas que se encuentran entre los 27
a 97 kDa tras la incubacion durante 30 min de AHs de ratas macho en
medio condicionado (Carril 2 vs 1 en Fig. 22 a). Estos resultados pueden
ser también observados en la Fig. 22c, en la cual se muestra que en

condiciones control, existe una mayor absorbancia de las bandas
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proteinicas que se encuentran en el rango de 23-25 kDa, asi como en
bandas de mas alto peso molecular (rango de 40-54 kDa) cuando se
compara con el grafico de absorbancia obtenido cuando las AHs de ratas
macho son incubadas en el medio condicionado. Por el contrario, cuando
se analizan los blots obtenidos en condiciones reductoras, solo se observa
una sutil reduccion en las bandas de 23 kDa y en las bandas que se
encuentran entre 27 a 97 kDa posterior a la incubacion en el medio
condicionado (Carril 2 vs 1 en Fig. 22 b), cuando se comparan con aquellos
incubados en medio de Earle (Carril 1 in Fig. 22A y B). Asimismo, en la
Fig. 22d, podemos observar que en condiciones reductoras, el patron de
absorbacia entre los dos grupos es muy similar.

La disminucion en algunas de las variantes molecualres de PRL
inmunorreactiva en granulos aislados posterior a la incubacion en medio
condicionado, pareceria correlacionarse con el aumento en la secrecion de
PRL, cuantificada por PAGE, bioensayo en células Nb2 y ELISA, por AHs

de ratas macho bajo accion del medio condicionado.
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Fig. 21. Electrofotomicrografias que muestran células secretoras de PRL,
identificadas mediante inmunocitoquimica usando particulas de oro de 10
nm, en AH de ratas macho sin incubar (A), incubadas en medio de Earle
(B) e incubadas en medio condicionado (B-D). En A y B, localizacion
principal de la hormona en granulos de secrecion (flechas). En C,
localizacion de particulas de oro en RER (flechas interrumpidas) y
microvesiculas (cabezas de flecha). En D y E, localizacion de varias
particulas de oro muy proximas a granulos de secrecion. Notese que las
particulas parecerian ser liberadas de los granulos (flechas). En el panel f,
se muestra un acercamiento de los granulos. Las barras de calibracion

corresponden a 200nm.
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Fig. 22. Western Blot que muestra las bandas inmunorreactivas
correspondientes a las diferentes variantes moleculares de la PRL
contenida en granulos aislados de ratas macho obtenidos después de la
incubacion durante 30 min en medio de Earle n=15 (carril 1) o en medio
condicionado (carril 2) de ratas lactantes n=15. El estandar de PRL (500
ng) se muestra en el carril 3. a. Condiciones no-reductoras (NR) y b.
Condiciones reductoras (R). En c y d se muestra el grado de absorbancia
de las bandas inmunorreactivas presentadas en a y b. Este experimento

fue repetido tres veces.
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Experimento 5

Efecto del medio condicionado de ratas lactantes succionadas sobre la
secrecion de PRL madura y recién sintetizada mediante el marcaje

radioactivo in vivo e in vitro de la hormona.

Como se muestra en la Fig. 23, cuando la RL y RC de AH
provenientes de de ratas macho previamente inyectadas (60 min) con [3H]-
leucina son incubadas bajo la accion estimuladora del medio
condicionado, ocurre un incremento en la cantidad de hormona total
secretada al medio de incubacion a los 30 y 60 min. posteriores a la
incubacion comparado con el grupo control. Sin embargo, no existen
diferencias en cuanto a la cantidad de PRL marcada contenida en los
mismos medios de incubacion. De lo contrario, en el grupo de ratas
inyectadas 6 hrs. previas a la incubacion, se observa una disminucion
significativa en la secrecion de [3H]|-PRL por ambas regiones de la AH de la
rata macho en las muestras colectadas a los primeros 30 min. de
incubacion, con relacion a los grupos control, pero no a los 60 min (Fig.
23D). Asimismo, no se detectaron cambios en la cantidad de hormona
contenida en los tejidos postincubados (no se muestran los datos). Con
relacion a la cantidad de PRL marcada secretada a las 24 hrs post-
inyeccion, no existen diferencias en cuanto a la cantidad de PRL marcada
secretada por ambas regiones a los 30 y a los 60 min de incubacion. Sin
embargo, la cantidad de hormona marcada pareceria ser mayor que la
secretada a los 60 min y 6hrs posteriores a la inyeccion.

En los experimentos en los cuales el marcaje de PRL se llevo a cabo
in vitro se observa que cuando los fragmentos de AH son incubados en el
medio condicionado, existe un incremento en la cantidad de PRL total
secretada a los 30 y 60 min. de incubacion. Sin embargo, no existen
diferencias en la cantidad de [3H|-PRL secretada a los medios de

incubacion (Fig. 24).
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Fig. 23 Secrecion de PRL previamente almacenada y sintetizada 1 hr (B),

6hrs (D) 6 24hrs (F) previas a la incubacion durante 30 min. de la region

lateral (RL) y central (RC) de AH de ratas macho en medio condicionado

(MC) de ratas lactantes succionadas n=3, o en medio de Earle n=3. La

secrecion total de PRL (A,C,E) fue cuantificada mediante PAGE. * p< 0.05

vs grupo control.
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Fig. 24. Secrecion de PRL previamente almacenada y sintetizada in vitro.
Ambas regiones de la AH del macho fueron incubadas de manera previa
durante 30 min en (3h)-leucina antes de ser incubadas durante 30 min.
en medio condicionado (MC) de ratas lactantes succionadas n=4 o en
medio de Earle n=4. En A se muestra la cantidad total de PRL secretada al
medio de incubacion, mientras que en B, se muesta la cuantificacion de la
PRL marcada contenida en los mismos medios de incubacion. La cantidad

de PRL secretada fue determinada por PAGE* p< 0.05 vs grupo control.
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Experimento 6

Efecto de la cicloheximida y Brefeldina-A sobre la estimulacién de la
secrecion de PRL inducida por accion del medio condicionado de ratas

lactantes suciconadas en AH de ratas macho

Para evaluar el papel del medio condicionado en la sintesis de novo de
proteinas, AH de ratas macho fueron incubadas en medio de Earle y en
medio condicionado en presencia o ausencia de cicloheximida (inhibidor de
la traduccion del ARNm a proteina).

En la Fig. 25A se observa que en el grupo de AHs de machos
incubadas en medio de Earle, la region central secreta una menor cantidad
de PRL a los 60 min en comparacion con los primeros 30 min de
incubacion (F (1, 16)= 8.14, p < 0.05) y que este efecto no se modifica
cuando al medio de Earle se le adiciona cicloheximida (50ug/ml). Tal y
como se esperaba, debido a los efectos descritos anteriormente, se observo
un incremento tanto a los 30 como a las 60 minutos de incubacion en la
cantidad de PRL secretada por las regiones lateral y central del macho
cuando fueron incubadas en el medio condicionado, el cual no se modifico
ante la presencia de cicloheximida.

En una serie de experimentos independientes, se evaluo el efecto del
medio condicionado sobre el transito de vesiculas de secrecion, mediante
la incubacion de AH de ratas macho en medio de Earle y en medios
condicionados en presencia o ausencia de brefeldina-A (0.05 pg/ml). Los
resultados muestran que el incremento en la cantidad de PRL inducido por
efecto del medio condicionado no se afecta ante la presencia de brefeldina

en el medio condicionado (Fig. 25B).
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Fig. 25. Efecto de la cicloheximida (CH'x) (A) y brefeldina-A (B) sobre el
incremento de PRL inducido por el medio condicionado (MC) de ratas
lactantes succionadas sobre ambas regiones de la AH del macho. La region
lateral (RL) y region central (RC) fueron incubadas por 30 min. en medio de
Earle con y sin CH'x o brefeldina-A (grupos control, n=5) y con MC con o
sin CHx o brefeldina en los grupos experimentales, n=5.* p< 0.05 vs grupo

control.
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Experimento 7

Caracterizacion preliminar de los factores activos presentes en el medio

condicionado de ratas lactantes

Con el proposito de identificar los posibles factores presentes en el
medio condicionado responsables de los efectos de estimulacion de
secrecion de PRL, se llevo a cabo su fraccionamiento en una columna
Superdex 200 mediante FPLC. De esta manera se colectaron 4 fracciones
(Fig. 24A), las cuales fueron analizadas individualmente mediante SDS-
PAGE para analizar las bandas proteinas contenidas en cada una de
dichas fracciones (Fig. 26B) y comparadas con las bandas obtenidas en
medio condicionado 2x sin fraccionar. En cuanto al rendimiento entre la
cantidad de proteina colocada en la columna y la recuperada en las
fracciones fue de un 23.5% (promedio de todas las corridas), mientras que
el rendimiento por separado de la fraccion II fue del 0.34%.

A partir de la obtencion de las fracciones por FPLC, asi como de la
obtencion de geles en placa, se evidencio que en el medio condicionado sin
fraccionar se distinguen varias bandas proteinicas de los siguientes pesos
moleculares: 15 kDa, 23 KDa, asi como dos bandas que se encuentran
entre los 50-75 kDa. Al analizar las bandas proteinicas presentes en cada
una de las fracciones se observa que el mayor contenido proteinico se
encuentra en las fracciones II y IV (Fig. 26A y B). La fraccion II contiene la
mayoria de las bandas que se observan en el medio condicionado sin
fraccionar. El peso molecular de estas proteinas es de 15, 23 y 50-75 kDa,
aproximadamente, mientras que en la fraccion IV la banda proteinica mas
intensa posee un peso molecular de aproximadamente 15 kDa. Sin
embargo, es posible llegar a apreciar bandas tenues que poseen un peso
molecular de 23 kDa y de 50-75 kDa. La fraccion I y III por su parte,

contienen bandas proteinicas cuyos pesos moleculares se ubican entre los
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50-75 kDa y en los 15, 23 y 50-75 kDa, respectivamente. Sin embargo, la

intensidad de estas bandas proteinicas es muy ténue.
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Fig. 26. A. Perfil cromatografico del medio condicionado de ratas lactantes
succionadas obtenido mediante FPLC en donde se muestran las fracciones
(I-IV) obtenidas a diferentes tiempos. B. SDS-PAGE que muestra las
bandas proteicas contenidas en el medio condicionado sin fraccionar (1.7
pg/carril) (MC) y contenidas en cada una de la fracciones obtenidas (0.5
pg/carril). Los geles fueron tenidos con Azul de Coomasie. Este

experimento fue replicado 4 veces.
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Experimento 8

Estudios acerca de la naturaleza del factor estimulador de la secrecién de

PRL presente en el medio condicionado de ratas lactantes succionadas

Los efectos de estimulacion de la secrecion de PRL en ambas
regiones de la AH del macho inducidos por el medio condicionado
desaparecen cuando el medio condicionado es hervido a 95°C durante 10
minutos (Fig. 27A), lo cual sugiere que el factor responsable de dichos
efectos es termolabil. Por otro lado, al separar el medio condicionado por
FPLC y cuando las fracciones aisladas son reconstituidas en medio de
Earle para probar sus efectos sobre la secrecion de PRL por AHs de ratas
macho, se observa que sélo la fraccion II estimula la secrecion de hormona
sobre la region central de la AH del macho (Fig. 27B). Este efecto se pierde
cuando la fraccion II es tratada con un cocktail de proteasas (Fig. 27C).

En conjunto, los resultados preliminares obtenidos hasta el momento
sugieren que el factor activo presente en el medio condicionado de ratas
lactantes, es posiblemente de naturaleza proteica, presente en la fraccion

II obtenida mediante FPLC.
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Fig. 27. A. Efecto del medio condicionado (MC) de ratas lactantes, tras
haber sido hervido por 10 min., sobre la cantidad de PRL secretada por
AHs de ratas macho. Actividad biolégica de cada una de las fracciones
obtenidas mediante FPLC tratadas (C) o no (B) con proteasas sobre AHs de
ratas macho. Las incubaciones se llevaron a cabo por 30 min. * p< 0.05 vs

grupo control. n=5, en cada grupo.
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CAPITULO VIII

DISCUSION

Los mecanismos neuroendoécrinos juegan un papel muy importante
en el mantenimiento de la homeostasis de las funciones reproductivas,
metabolicas y conductuales. La glandula hipodfisis o pituitaria es la
principal glandula endocrina involucrada en el control dichas funciones, lo
cual logra mediante la recepcion, transmision e integracion de senales
centrales y periféricas que traduce en la regulacion de secrecion de
hormonas adenohipofisiarias (AH).

La sintesis y secrecion de las hormonas AH se encuentra bajo el
control de un gran numero de factores que actiian a diferentes niveles. Un
primer nivel de regulacion se encuentra determinado por factores
presentes en la circulacion sistémica, asi como por las concentraciones de
hormonas secretadas por las glandulas periféricas, las cuales mediante un
mecanismo de retroalimentacion negativa, inhiben la produccion de una
determinada hormona AH. Un segundo nivel de control lo determinan las
influencias provenientes del hipotalamo, a través de la secrecion de
hormonas liberadoras e inhibidoras, las cuales llegan hasta las células AH
a través del sistema porta-hipotalamo-hipofisiario. Finalmente, en un
tercer nivel de regulacion, los diversos factores provenientes del 16bulo
posterior y/o neurointermedio, influyen ejerciendo influencias
estimuladoras e inhibidoras a través de su paso por los vasos portales
cortos. Asimismo, se ha demostrado que diferentes factores tanto
autocrinos como paracrinos producidos localmente en la AH tienen un
papel importante en la diferenciacion celular y el desarrollo de los distintos
tipos celulares contenidos en la AH (Baes et al., 1987; Denef & Andries,

1983; Schwartz, 2000).
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En el caso particular de la PRL, resultados previos obtenidos en
nuestro laboratorio, apoyan la existencia de una regulacion regional de la
secrecion de esta hormona (Diaz et al., 2002). Lo anterior se encuentra
sustentado por evidencias experimentales que demuestran que existe una
heterogeneidad morfologica y funcional en los lactotropos contenidos en la
AH. Diversos estudios anatémicos a nivel de microscopia de luz y
electronica han permitido la clasificacion de lactotropos en distintas
subpoblaciones con base en el tamano, forma y numero de sus granulos
(Nogami & Yoshimura, 1982). Los lactotropos tipo I contienen grandes
granulos pleomorficos de alrededor de 300 a 700nm de diametro, mientras
que los lactotropos tipo II se caracterizan por poseer numerosos granulos
esféricos de menor tamano (130-200nm). Asimismo, existen lactotropos
con granulos mixtos (esféricos y pleomorficos de tamano intermedio (250-
300nm). Recientemente, en la rata enana ha sido caracterizado un nuevo
tipo de lactotropo cuyos granulos son de tamano comparables a los que se
observan en los lactotropos tipo I, pero de forma esférica, similares a los
que se observan en el lactotropo tipo II, por lo cual ha sido llamado
lactotropo tipo “intermedio” (Huerta-Ocampo et al., 2005).

Por otro lado, estudios in vitro, utilizando el inmunoensayo de placa,
han permitido la clasificaciéon funcional de los lactrotropos de ratas
adultas en lactotropos que liberan pequenas cantidades de PRL por unidad
de tiempo y lactotropos de placas grandes con mayor actividad secretora
(Luque et al., 1986). Se ha considerado que la heterogeneidad funcional de
los lactotropos puede ser un reflejo de la susceptibilidad de
subpoblaciones celulares para cambiar su funcionalidad de acuerdo a los
requerimientos fisiologicos de secrecion de PRL. Asi, como ha sido
mostrado por Nagy y cols, lactotropos de diferentes regiones de la AH
cambian rapidamente su funcionamiento y sensibilidad a ciertos
secretagogos después de un periodo de succion (Nagy & Frawley, 1990;

Nagy et al., 1991).
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Trabajos realizados en nuestro laboratorio muestran que puede
existir una diferencia regional en la cantidad de PRL que se secreta. Sin
embargo, la ocurrencia de este fenomeno depende de la condicion
fisiologica en que se encuentre el animal. Resultados obtenidos acerca de
la secrecion basal de PRL por la AH de ratas lactantes succionadas (S) y no
succionadas (NS) muestran que la secrecion de hormona por la AH de
ratas NS es mayor en los fragmentos de tejido provenientes de la region
central de la glandula que en los provenientes de la region lateral. Esta
diferencia no es evidente en tejido proveniente de ratas S, donde no hay
diferencia significativa en la secrecion de PRL por ambas regiones (Diaz et
al., 2002). Lo anterior sugiere que el estimulo de la succion, a través de
algiin factor secretado por el hipotalamo o por la propia glandula (de
manera regional o no) ejerce un efecto estimulador diferencial sobre los
lactotropos localizados exclusivamente en la region lateral de la glandula.
Este fenomeno de regionalizacion también ha sido observado en AH de
ratas macho, mientras que en ratas gestantes la cantidad de PRL
secretada por ambas regiones es la misma. El significado funcional de la
regionalizacion de la secrecion de PRL, asi como los mecanismos y factores
de secrecion involucrados en dicho fenémeno no han sido estudiados en
detalle hasta la fecha. Sin embargo, a partir de estas observaciones se
puede inferir que la propia hipofisis cuenta con mecanismos intrinsecos
que le permiten autorregular de manera regional la secrecion de hormona
para satisfacer las necesidades y demandas fisiologicas particulares. A
partir de esta hipotesis de trabajo, se plantearon una serie de
experimentos posteriores en los cuales se proboé la influencia que tendria
la incubacion de AH de animales en diferentes condiciones fisiologicas en
medios condicionados por AH de animales también en diferentes
condiciones fisiologicas y se ha observado que la accion ejercida sobre el
tejido incubado (estimulacion, inhibicion o no efecto) depende tanto de la
condicion fisiologica del animal donador como del receptor. De esta

manera, dependiendo del contexto fisiologico del animal, la hipofisis
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secreta de manera diferencial, factores regionales que regulan la secrecion
regional de PRL. El hecho de que un mismo factor regulador de la
secrecion de PRL ejerza acciones diferentes en cada una de las regiones de
la glandula en las diferentes condiciones filologicas probadas, apoya la
hipotesis de que la capacidad secretora de los lactotropos localizados en
las diferentes regiones de la glandula y su susceptibilidad a responder a
los diferentes factores se encuentra determinada por el contexto fisiologico.

El trabajo incluido en esta tesis ha servido para comprender y
profundizar acerca del fenomeno de regionalizacion y los mecanismos
involucrados en la regulacion regional de la secrecion de PRL en AHs de
ratas macho por accion de factores solubles presentes en medios
condicionados por ratas lactantes succionadas. Asimismo, en esta tesis se
incluye, un analisis preliminar acerca de la naturaleza del (los) factor (es)
regional (es) contenido (s) en el medio condicionado por ratas lactantes que
ejerce los efectos estimuladores sobre la secrecion de PRL en AHs de ratas
macho.

De esta manera, una primera serie de experimentos fue disenada
con el proposito de caracterizar los efectos de medios condicionados por la
region lateral de ratas lactantes S y NS, empleados a diferentes
concentraciones, sobre la secrecion de PRL por AHs de ratas macho. A
partir de los resultados obtenidos en esta primera fase de experimentos,
los cuales mostraron que los medios condicionados ejercen un efecto
estimulador muy importante sobre la secrecion de PRL, consideramos
importante investigar acerca de los mecanismos celulares involucrados en
dicho fenéomeno.

El empleo de cultivos primarios de AHs de ratas macho permitié por
un lado cuantificar los posibles cambios en el porcentaje de células
inmunorreactivas a PRL y GH, y por otro lado permitié estudiar la
dinamica de secrecion de células de la AH bajo el efecto estimulador del

medio condicionado, mediante el uso del marcador fluorescente FM1-43.
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Con el proposito de complementar los resultados morfologicos
obtenidos a partir de las observaciones realizadas en los dos experimentos
anteriores, se llevo a cabo el analisis ultraestructural mediante
inmunocitoquimica para PRL usando anticuerpos secundarios acoplados a
particulas de oro.

Dado, que los resultados obtenidos a partir de los experimentos
anteriores sugerian un efecto del medio condicionado sobre la secrecion de
PRL contenida en granulos de secrecion, se realizo el analisis de las
variantes moleculares de PRL mediante western blots, en granulos
aislados, esperando ver una reduccion en la cantidad de PRL contenida en
los granulos posterior a la incubacion de AHs de ratas macho en medio
condicionado. Asimismo, como complemento, los estudios de marcaje de
PRL in vivo e in vitro, fueron disenados para conocer el origen de la
hormona secretada por efecto de estimulacion del medio condicionado y
para determinar el efecto del medio condicionado sobre la secrecion de
hormona en diferentes etapas de maduracion.

Finalmente, se obtuvo evidencia preliminar acerca de la identidad y
naturaleza del factor(es) estimulador de la secrecion de PRL contenido en

dicho medio condicionado.

Efectos de dosis-respuesta de medios condicionados por ratas lactantes

sobre ambas regiones de la AH del macho

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que al incubar
AHs de rata macho en medio condicionado (MC) por AHs de ratas lactantes
S y NS, se observa de manera consistente un incremento importante en la
secrecion de PRL por ambas regiones de la AH de la rata macho,
independientemente de la concentracion de MC empleada (0.5x, 1x y 2x; a
excepcion del efecto que se muestra en la Grafica 16E). Estos efectos de

estimulacion ocurren en tan solo 30 min de incubacion y son parcialmente
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dependientes de la dosis. Es importante sefialar que la cuantificacion de la
secrecion de PRL se llevo a cabo mediante tres diferentes métodos: PAGE,
bioensayo en células Nb2 y ELISA, y que a excepcion de un caso en
particular, los efectos fueron reproducibles independientemente de la
técnica usada para cuantificar a la hormona. Por tal razén, decidimos
emplear la técnica de PAGE como técnica rutinaria de medicion para los
experimentos posteriores, puesto que representa un método de
cuantificacion rapido, confiable y reproducible. Asimismo, dado que la
concentracion de medio condicionado 2x provocé en todos los casos un
efecto claro de estimulacion, independientemente de la técnica empleada
para cuantificar a la PRL, dicha dosis fue la que se eligiéo emplear de
manera rutinaria para probar los efectos del medio condicionado sobre
AHs de ratas macho en los experimentos subsecuentes.

A partir de estos resultados se concluye que el factor o factores
reguladores de la secrecion de PRL secretados por la AH de ratas lactantes
y contenidos en los medios condicionados, tienen un efecto sobre la
secrecion de PRL en AHs de ratas macho. Resultados obtenidos
previamente en el laboratorio (Diaz et al., 2002), demuestran que estos
mismos medios condicionados ejercen efectos mas diversos (estimulacion,
inhibicion y no efecto) sobre AH de ratas lactantes. Asimismo, los efectos
de estimulacion sobre AHs de ratas macho, son tan potentes como los que
se reportan en el caso de ratas lactantes (Ver Fig. 14, Pag. 61). Lo anterior
sugiere que los lactotropos de ambas regiones de la AH de la rata macho
son mas susceptibles y responden de manera mas eficaz y consistente a
los factores contenidos en dichos medios. Por otro lado, es importante
senalar que los medios condicionados por AHs de ratas macho carecen de
la presencia de dichos factores estimuladores de la secrecion de PRL (Tabla
2). En resumen, los resultados obtenidos en esta primera fase de
experimentos sugieren que la AH de la rata macho es susceptible de
modificar sustancialmente y de manera eficaz la tasa de secrecion de PRL

ante factores secretados de manera regional por la AH de la rata lactante,
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pero es incapaz de sintetizar dichos factores estimuladores, y que la
produccion y liberacion de factores reguladores, asi como la expresion de
receptores funcionales a dichos factores varia dependiendo de la condicion

fisiologica del animal.

Ratas Macho

Region AH incubada Control2 MC
Lateral 1.04 £ 0.31 1.12 £ 0.06
Central 0.98 £0.16 1.05 £ 0.32

Tabla 2. Efecto del medio condicionado 2x por AHs de ratas macho sobre la
secrecion del PRL (ug/mg de AH) por AHs de ratas macho. 2 Las incubaciones
control se realizaron en medio de Earle

Existe un gran numero de trabajos realizados por diferentes grupos
de investigacion, en los cuales se han reportado efectos estimuladores
sobre la secrecion de PRL. Sin embargo, algunos de estos efectos solo se
ha comprobado suceden en cultivos primarios de células AHs provenientes
de ratas de neonatas (Denef & Andries, 1983); (Baes et al., 1987); (Andries
& Denef, 1995) y se desconocen los mecanismos por los cuales dichos
factores actian estimulando la secrecion de PRL. Otros grupos de estudio
han empleado como estrategia, el uso de antagonistas especificos o
anticuerpos para bloquear el efecto de los factores con una supuesta
accion. Asi se ha demostrado, que la administracion de un antisuero del
péptido intestinal vasoactivo provoca una disminuciéon en la liberacion
basal de PRL en los lactotropos (Hagen et al., 1986). Asimismo, Frawley y
cols han propuesto al a-MSH como el factor responsable del incremento en
la secrecion de PRL inducida por estrogenos, el cual actia de manera
postraduccional induciendo el reclutamiento de células secretoras de PRL
a partir de células que solo secretan GH (Ellerkmann et al., 1991; Porter et
al., 1992).
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Estudio de los mecanismos celulares de regulacién regional de la secrecion

de PRL

El incremento tan importante en la cantidad de PRL secretada por la
AH de la rata macho, puede deberse a un incremento en la capacidad
secretora de los lactotropos y/o a un aumento en la poblacion de células
secretoras de PRL.

La utilizacion del marcador fluorescente FM1-43 permitié indagar si
el medio condicionado inducia un incremento en la dinamica de secrecion
en células AH en cultivo. Las propiedades que posee el marcador de 1)
tornarse fluorescente de manera reversible al entrar en contacto con la
membranas celulares, 2) no difundir libremente a través de la membrana
lipidica y 3) ser practicamente no fluorescente en un medio acuoso,
permite el estudio de los procesos de exocitosis, endocitosis y transito de
membranas (Brumback et al., 2004). A partir de la imagenes obtenidas y
presentadas en la Fig. 20 (Pag. 89) se observa que a partir de los 5 min
posteriores a la incubacion de las células AHs con el medio condicionado
ocurre un incremento gradual en la intensidad de fluorescencia
intracelular, asi como la aparicion de pequenias vesiculas de secrecion. De
esta manera, si correlacionamos estas observaciones morfologicas con los
resultados obtenidos a partir de la mediciéon de la secrecion de PRL,
podemos sugerir que el factor o factores contenidos en el medio
condicionado por ratas lactantes actiian incrementando la dinamica de
secrecion de PRL en células de la AH del macho.

En la rata, la diferenciacion de corticotropos, gonadotropos,
tirotropos, somatotropos y lactotropos, ocurre a los 16, 17, 17-18, 19y 21
dias de gestacion, respectivamente (Chatelain et al., 1979). La
diferenciacion de dichos tipos celulares ocurre por etapas y se encuentra
regulada por la expresion espacio-temporal de factores de transcripcion,
citocinas y neuropéptidos (Kioussi et al., 1999). En un inicio durante la

ontogenia, los somatotropos, lactotropos y tirotropos comparten una
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misma linea de diferenciacion celular, en la cual la expresion secuencial de
los factores de transcripcion Prop-1 y Pit-1 ejercen un papel determinante
(Melmed, 2003). Posteriormente en el desarrollo, los lactotropos y
somatotropos se diferencian a partir de un mismo progenitor bihormonal,
el mamosomatotropo (MS). La proliferacion de células monosecretoras de
GH se promueve a través del factor liberador de GH, glucocorticoides
suprarrenales y hormonas tiroideas, (Dean & Porter, 1999; Porter, 2005),
mientras que la proliferacion de células monosecretoras de PRL es
regulada por el factor de crecimiento transformante tipo a (TGF-a) (Oomizu
et al., 2000), el factor de crecimiento neural (NGF) (Patterson & Childs,
1994), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Felix et al., 1995), el
factor de crecimiento fibroblastico (FGF) (Porter et al., 1994), la dopamina
y los estrogenos (Kakeya et al., 2002).

Algunos autores han propuesto al MS como célula de transicion
entre el lactotropo y somatotropo, debido a que éste puede diferenciarse
hacia uno u otro tipo celular dependiendo de las demandas fisiologicas
(Kineman et al., 1991a; Kineman et al., 1991b; Nikitovitch-Winer et al.,
1987). El incremento tan importante de células secretoras de PRL durante
la lactancia, se piensa que proviene del reclutamiento de somatotropos
hacia MS y lactotropos (Porter et al., 1990) mediante un mecanismo de
“transdiferenciacion”.

Con base en los antecedentes anteriores, consideramos importante
analizar si el incremento tan importante en la secrecion de PRL inducido
por factores presentes en el medio condicionado por AHs de ratas macho,
producia de manera concomitante un incremento en la poblacion de
células de PRL a expensas de una disminucion en el porcentaje de células
de GH posterior a la incubacion con medio condicionado de ratas
lactantes. Los resultados muestran de manera interesante que el efecto del
medio condicionado produce un incremento en el porcentaje de células de
PRL pero no de GH, lo cual demuestra que existe cierta especificidad del

factor(es) para actuar exclusivamente sobre lactotropos. El hecho de que
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no haya cambiado el porcentaje de células inmunorreactivas a GH nos
sugiere que es poco probable que los efectos tan importantes de de
estimulacion reportados se deban a la transdiferenciacion de somatotropos
a MS o de MS a lactotropos, ya que lo anterior se reflejaria en una
disminucion concomitante en el porcentaje de células inmunorreactivas a
GH. El analisis morfologico de estas células bajo el microscopio confocal,
es congruente con el obtenido usando el marcador fluorescente FM1-43 y
muestra que, por efecto del medio condicionado, la PRL inmunorreactiva
se distribuye de manera mas difusa y dispersa en el citoplasma lo cual
podria corresponder con la movilizacion de granulos o vesiculas de

secrecion.

Origen de la hormona secretada

El incremento en la secrecion de PRL por la AH de la rata macho
bajo influencia del medio condicionado puede tener su origen en un
aumento en 1) la traduccion del mensajero de PRL, 2) la movilizacion de
vesiculas de secrecion del RER y Golgi y/o 1) en la liberacion de granulos
de PRL ya existentes, almacenados en el citoplasma de la célula. Con
objeto de determinar en que paso de la via intracelular actian los factores
presentes en el MC ejerciendo sus efectos de estimulacion, fueron
disenados los experimentos de marcaje de la hormona y uso de farmacos
capaces de bloquear puntos especificos de la biosintesis y secrecion de
hormonas.

En células productoras de PRL se ha observado que después de
marcar con isotopos radiactivos a la hormona recién sintetizada, ésta es
liberada preferencialmente en vez ser almacenada. Se ha sugerido que la
heterogeneidad funcional de células de PRL puede explicar al menos en
parte este fenomeno, debido a que es una subpoblacion muy activa de

lactotropos la que sintetiza, concentra y secreta PRL a una tasa muy
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rapida y es la responsable de esta liberacion preferencial (Walker &
Farghuar, 1980). Sin embargo, en el animal lactante se han obtenido
resultados diferentes, indicando que la secrecion preferencial no es de la
hormona recién sintetizada sino de la PRL madura, vgr., de 4 a 8 horas
después de haber sido sintetizada (Mena et al., 1984).

Experimentos realizados in vitro previamente en el laboratorio
usando cicloheximida (50 pg/ml) mostraron ser capaces de detener la
secrecion de PRL hacia el medio de incubacion, en condiciones basales o
con factores estimuladores como el TRH (Mena et al., 1989a). Por tal
motivo, consideramos importante, probar el efecto de farmacos como la
cicloheximida y brefeldina-A con el objeto de evaluar el papel del medio
condicionado sobre la sintesis y secrecion de novo de PRL asi como sobre
el transito de vesiculas de secrecion, respectivamente. Los resultados
muestran que los efectos de estimulacion del medio condicionado persisten
aun y cuando las AHs del macho son incubadas en medio condicionado
suplementado con cualquiera de los dos farmacos empleados, con lo cual
se sugiere que el efecto del medio condicionado se ejerce sobre la
liberacion de hormona sintetizada previa a la incubacion en el medio
condicionado, almacenada en granulos de secrecion.

Los resultados de marcaje in vivo e in vitro de la PRL corroboran que
el medio condicionado no ejerce efectos sobre la sintesis y secrecion
acoplada de hormona recién sintetizada, debido a que el patréon de
secrecion de hormona marcada in vitro 30 min y 60 min posteriores a la
incubacion en medio condicionado es el mismo que el observado en el
grupo control. Por otro lado, a partir de los experimentos de marcaje in
vivo de la PRL se exploré la posibilidad de que el medio condicionado
ejerciera un efecto preferencial sobre la liberacion de hormona sintetizada
1, 6 6 24 horas previas a la incubacion en medio condicionado. Sin
embargo, los resultados muestran que la cantidad de PRL marcada posee
un mismo patron de secrecion en los tres grupos. Los resultados

anteriores en conjunto sugieren que el incremento en la secrecion de PRL
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inducido por el factor(es) contenidos en los medios condicionados actian
incrementando la liberacion de PRL a partir de granulos sintetizados mas
de 24 horas previas a la incubacion en medio condicionado.

El mecanismo por el cual el medio condicionado se encuentra
favoreciendo la secrecion de hormona madura contenida en granulos de
secrecion aun no se conoce. Sin embargo, es probable que la existencia de
una heterogeneidad funcional y morfologica de los lactotropos contenidos
en la AH de la rata explique en parte los efectos observados en estos
experimentos, y sugiere que algunas subpoblaciones de lactotropos son

mas susceptibles de ser activados que otras.

Andlisis de granulos de PRL

Se han identificado tres diferentes vias intracelulares para la
exportacion de los productos de secrecion. La llamada “regulada”,
involucra la fusion de granulos inmaduros de secrecion y la concentracion
de la hormona en granulos maduros de secrecion, cuya descarga se
encuentra regulada por secretragogos especificos (Mena et al., 1989b).
Mientras que a través de una via de secrecion llamada “constitutiva”
ocurre la liberacion continua de pequenias vesiculas de secrecion (Larson &
Wise, 1994; Pellegrini et al., 1990). Alternativamente, de un granulo
inmaduro de secrecion pueden desprenderse pequenos granulos que
pueden ser secretados a través de una via “tipo constitutiva” (Proctor,
1998).

En la rata macho en condiciones control se ha sido descrito un tipo
de lactotropo denominado “atipico”, el cual se encuentra de manera
relativamente abundante en estos animales. A partir de estudios
morfologicos, dicho tipo de lactotropo ha sido descrito posee una
apariencia quiescente (De Paul et al., 1997) compatible con una actividad
secretora reducida. De esta manera, es posible que los efectos de

estimulacion en la secrecion de PRL y el concomitante incremento en el
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numero de celulas de PRL inmunorreactivas provenga de este tipo celular.
De esta manera el medio condicionado actuaria incrementando la tasa de
secrecion en células de PRL con una tasa de actividad secretora baja.

El analisis a nivel ultraestructural de las AHs incubadas en
condiciones control asi como de los tejidos incubados bajo el efecto
estimulador del medio condicionado se realiz6 con el objeto de investigar si
existian cambios en la morfologia y/o distribucion de granulos de PRL,
mediante su identificacion inmunocitoquimica utilizando particulas de oro.
Las imagenes obtenidas hasta el momento, sugieren que la distribucion de
inmunorreactividad a PRL es diferente en el grupo de AHs incubadas en
medio condicionado con relacion al grupo control, en los cuales la
hormona se encuentra concentrada principalmente en granulos de
secrecion. Por el contrario, cuando las AHs de ratas macho son incubadas
con el medio condicionado se observa que la hormona se encuentra
asociada al RER y contenida en pequenas vesiculas de secrecion, las
cuales parecerian protruir de los granulos maduros de secrecion. Sin
embargo, los resultados son aun preliminares y se requiere de un nivel de
analisis mas complejo.

La localizacion intracitoplasmica de las diferentes variantes
moleculares de PRL y su significado funcional se desconoce. A la fecha ha
sido descrito que la solubilidad de la PRL varia dependiendo del método de
extraccion. Esta peculiaridad se encuentra relacionada con la existencia de
dos diferentes fracciones de PRL localizadas en el citoplasma de la célula.
Una de ellas es una forma soluble que es recuperable cuando el tejido es
homogeneizado, mientras que la otra forma se encuentra almacenada en
granulos de secrecion y es necesario un proceso de despolimerizacion para
obtener las formas monomeéricas. Aoki y cols, han demostrado que los dos
diferentes pools de PRL son susceptibles de modificar su tasa de sintesis,
almacenamiento y liberacion con el proposito de adaptarse a las demandas
en la secrecion de PRL ante la presencia de un factor estimulador (Torres

& Aoki, 1987). Con base en estos antecedentes, puede existir la posibilidad

121



de que el medio condicionado actue por un lado, incrementando la
secrecion de PRL que esta siendo sintetizada en ese momento, evitando su
concentracion en granulos de secrecion y por otro lado podria estar
actuando sobre la liberacion de hormona monomérica proveniente de
granulos maduros que contiene a la hormona polimerizada.

Por otro lado, el analisis de las variantes moleculares contenidas en
granulos aislados de AHs de rata macho muestra que bajo condiciones
reductoras, ocurre una disminucion en las bandas proteinicas que poseen
un peso molecular de 23-25 kDa, tras la incubacion de AHs de ratas
macho en medio condicionado, lo cual sugiere que debe ocurrir un
mecanismo alternativo de secrecion de PRL a partir de granulos maduros

de secrecion.

Caracterizacion y naturaleza quimica de los factores activos presentes en el

medio condicionado

Al tratar de indagar sobre la naturaleza bioquimica del factor(es) que
podrian estar involucrados en los efectos observados y compararlos con los
factores hipofisiarios hasta ahora descritos en la literatura con acciones
autocrinas y paracrinas sobre la secrecion de PRL, tales como: el TRH, el
Péptido intestinal vasoactivo (VIP), la Angiotensina II, la neurotensina, la
sustancia P, el a-MSH, la galanina, la serotonina (Denef, 1990), el factor
de crecimiento tumoral f1, TGF-a (Oomizu et al., 2000), el NGF (Patterson
& Childs, 1994), el EGF (Felix et al., 1995), el FGF (Porter et al., 1994), y
los estrogenos (Kakeya et al., 2002) entre otros, encontramos que la gran
mayoria de los anteriores poseen un peso molecular por debajo de los 10
kDa y dado que el filtro utilizado para la concentracion de medio
condicionado tiene como limite los 10 kDa, la participacion de alguno de
estos factores en los efectos reportados en este trabajo es poco probable.
Sin embargo, esto no implica que bajo ciertas condiciones fisiologicas

pueda ocurrir la interaccion del factor activo presente en el medio
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condicionado con estos o algun otro factor de regulacion. Es importante
mencionar que la accion de varios de los factores mencionados dependen
de la presencia de hormonas tales como glucocorticoides, estrogenos y
hormonas tiroideas, por lo cual existe la posibilidad de que el factor(es)
forme complejos proteinicos de alto peso molecular con acciones
estimuladoras sobre la secrecion de PRL.

El fraccionamiento del medio condicionado mediante FPLC y el
analisis de bandas proteinicas contenidas en cada una de las 4 fracciones
obtenidas, representa un primer paso hacia la caracterizacion bioquimica
del factor(es) estimulador de la secrecion de PRL. En experimentos
posteriores, se probo la actividad biolégica de cada una de las fracciones
sobre la secrecion de PRL por AHs de ratas macho y se observo que solo la
fraccion II conserva la capacidad de estimular la secrecion de hormona.
Por tal motivo, es de particular interés el subsiguiente analisis bioquimico
y funcional por separado de cada una de las bandas proteicas contenidas
en la fraccion II, cuyos pesos moleculares van de 13 a 50 kDa. Estos
resultados, en conjunto con los obtenidos al anular el efecto del medio
condicionado mediante el tratamiento con agentes proteoliticos o
inactivacion de proteinas termosensibles mediante la ebullicion, sugieren
que el factor(es) activo presente en el medio condicionado de ratas
lactantes posee un peso molecular mayor a los 10kDa y que se encuentra
presente en la fraccion II obtenida mediante FPLC y que es posiblemente

de naturaleza proteinica.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos

concluir que:

¢ El medio condicionado por la region lateral de AHs de ratas
lactantes succionadas, ejerce efectos estimulatorios importantes
sobre la secrecion de PRL por AHs de ratas macho. Tales efectos,

son parcialmente dosis-dependientes.

e El medio condicionado provoca un incremento en el numero de
células inmunorreactivas a PRL, mientras que el numero de

células inmunorreactivas a GH se mantiene sin cambios.

e La distribucidén intracelular de PRL inmunorreactiva cambia
posterior a la incubacion con medio condicionado, mientras que la
distribucién intracelular de GH inmunorreactiva se mantiene sin

cambios.

e El efecto estimulatorio del medio condicionado se correlacion6 con
un incremento en la actividad secretora de células en la AHs de la

rata macho.

e El analisis ultraestructural revela que posterior a la incubacion de
AHs de ratas macho en medio condicionado, la PRL se localiza en
microvesiculas y asociada al RER, ademas de encontrase

almacenada en granulos de secrecion.

e El analisis de las variantes moleculares contenidas en granulos

aislados por gradientes de densidad muestra que bajo condiciones
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reductoras, existe una disminucion en las bandas proteinicas
localizadas entre los 23-25 kDa asi como en bandas de mas alto

peso molecular, 40-54 kDa.

El medio condicionado no parece favorecer la secrecion de PRL
recién sintetizada o de hormona madura. La secrecion de hormona

de ambas edades sigue un mismo patron de secrecion.

El efecto estimulatorio del medio condicionado sobre la secrecion
de PRL por AHs de ratas macho persiste posterior al tratamiento
con cicloheximida y la brefeldina-A, sugiriendo que la secrecion de

hormona proviene de garrulos previamente almacenados.

Mediante la separacion de los componentes del medio
condicionado mediante FPLC se obtienen 4 fracciones, de las
cuales la fraccion II es la tinica que mantiene su actividad biologica

al ser probada para incubar AHs de ratas macho.
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