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RESUMEN

La hipofisis desempefia un papel vital en la regulacion hormonal del organismo, funcion que
lleva a cabo de forma conjunta con el hipotalamo y que requiere de un sistema complejo de
regulacion; este sistema integra sefiales de distintos origenes, incluyendo factores de liberacion
e inhibicion hipotalamicos, factores hormonales de los 6rganos blanco, factores neuronales
(GABA, dopamina, noradrenalina, etc.), y factores propios de la hipdéfisis por medio de secrecion
paracrina y autocrina. En respuesta a estos factores las células secretoras de la hipofisis
reaccionan con una serie de cambios, entre los que se encuentran reordenamientos del
citoesqueleto que controlan la sintesis y liberacién de hormonas, asi como cambios en las
proporciones de las diferentes poblaciones celulares adenohipofisiarias.

Se ha observado que los filamentos intermedios regulan el ordenamiento de otros elementos
del citoesqueleto en varios tipos celulares y que sirven como sitio de anclaje para un gran
namero de enzimas; entre ellos se encuentran los neurofilamentos, proteinas del citoesqueleto
neuronal que ayudan en la determinacién del calibre axonal e influencian la velocidad de
transporte vesicular. Originalmente considerados exclusivos de células neuronales, se ha
observado la presencia de neurofilamentos en subpoblaciones de somatotropos, lactotropos,
gonadotropos y tirotropos en la adenohipdfisis.

A fin de estudiar la posible relacién de los neurofilamentos en la regulacién de la secrecion
adenohipofisiaria, hemos realizado dobles inmunomarcajes en cultivos celulares de
adenohipdfisis de ratas machos y hembras de dos meses de edad adrenalectomizadas,
castradas, y lactantes, con el propdsito de generar una situaciéon de demanda fisiolégica para
ciertas hormonas al remover un asa de retroalimentacion negativa o, en el caso de ratas
lactantes, trabajar con una condicion que incrementa la estimulacion positiva. Se verifico que
todas las hembras estuvieran en fase de estro. Se utilizaron anticuerpos IgG monoclonales anti-
NF68 y el fragmento F(ab’) anti-lgG de raton congujado a cianinca 5 (Cy5) para los
neurofilamentos, e IgG anti-BFSH, anti-PRL, anti-BTSH, anti-GH, todos en conejo, y el
fragmento F(ab’) anti-lgG de conejo congujado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) para las
inmunotinciones. La adquisicion de las imagenes se llevd a cabo con una camara CCD bajo
parametros fijjos para cada condicién. El analisis se realiz6 mediante conteos celulares,
identificando el total de células positivas a la hormona correspondiente y al neurofilamento, asi
como células dobles positivas y dobles negativas, comparando los datos obtenidos en distintas
hormonas, tratamientos y sexos.

Los resultados obtenidos apoyan la idea de que las células endécrinas de la adenohipdfisis
presentan variaciones en sus proporciones poblacionales en respuesta a un incremento en la
demanda fisioldgica de una hormona dada; del mismo modo muestran aumentos en la
proporcion de células que presentan el neurofilamento en respuesta a cada condicion
experimental. Ambos fen6menos muestran un dimorfismo sexual, siendo mayor en el caso de
las hembras. En conjunto los resultados llevan a pensar en una posible diferencia funcional
entre subpoblaciones celulares (positivas y negativas a neurofilamentos), idea que se
investigara con la continuacion de este trabajo.
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LISTADO DE ABREVIATURAS

ACTH hormona adenocorticotropica

ADH hormona antidiurética o vasopresina
BSA albumina sérica bovina

BMP proteina morfogenética de hueso

CRH hormona liberadora de la corticotropina
Cy5 cianina 5

DMEM Dulbecco’s modified Eagle media

FITC isotiocianato de fluoresceina

FGF factor de crecimiento de fibroblastos
FSH hormona foliculo estimulante

GABA acido gama amino butirico

GATA-2 proteina de union GATA 2

GH hormona de crecimiento

GHRH hormona liberadora de la hormona de crecimiento
GnRH hormona liberadora de las gonadotropinas
a-GSU subunidad alfa de glucoproteina

IgG inmunoglobulina tipo G

LH hormona luteinizante

LIF factor inhibidor de la leucemia

MSH hormona estimulante de los melanocitos
NF neurofilamento

NF68 neurofilamento de 68kDa
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NF-H
NF-L
NF-M
oT
Pit-1
PBS
POMC
PRL
Shh
T3

T4

T-pit
TRH
TSH

Wnt

XIH
XRH

XSH

neurofilamento de 200kDa
neurofilamento de 68kDa
neurofilamento de 160kDa

oxitocina

factor de transcripcion positivo pituitario-especifico 1
buffer de fosfatos salino
proopiomelanocortina

prolactina

Sonic Hedgehog

tri-yodo tironina

tirosina

Tiroglobulina

factor de transcripcion de caja-T Tbhx19
hormona liberadora de la tirotropina
hormona estimulante de la tiroides
proteina Wnt

hormona del 6rgano diana

hormona inhibidora hipotalamica
hormona liberadora hipotaldmica

hormona estimulante hipofisiaria
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INTRODUCCION
Anatomia de la hipofisis

La hipodfisis se localiza en la parte ventral de la cavidad craneal en la silla turca, esta protegida
por el hueso esfenoides y se encuentra unida al hipotdlamo por medio del tallo infundibular,
haciendo del eje hipotalamo-hipéfisis una unidad fisica asi como funcional'. En la mayoria de
los organismos vertebrados, la hip6fisis se compone de dos Iébulos, uno anterior de secrecion
enddcrina (adenohipdfisis) que comprende un 80% de la glandula y uno posterior de secrecion
neuroenddcrina (neurohipofisis) (Figura 1), con una lamina delgada que se presenta entre
ambas partes denominada pars intermedia y que, segun la nomenclatura empleada se
considera parte de la adenohipdfisis. En mamiferos, el I6bulo intermedio se encuentra fusionado
con el I6bulo posterior. La pars intermedia posee una alta proporcion de células que sintetizan
proopiomelanocorticotropina (POMC), precursor de la hormona estimulante de los melanocitos
(MSH)? entre otras.

El I6bulo posterior o neurohipdfisis se forma por el tallo infundibular, que junto con la eminencia
media forman al infundibulo, y la pars nervosa. El tallo es el sitio de paso de las fibras
neurosecretoras peptidérgicas que terminan en la pars nervosa, la cual se compone
principalmente por los axones de neuronas hipotalamicas de los ndcleos paraventricular y
supradptico; es en estos nucleos donde se sintetizan las 2 hormonas peptidicas secretadas por

la neurohipdfisis, la oxitocina (OT) y la vasopresina u hormona antidiurética (ADH)®.

El l6bulo anterior o adenohipodfisis se divide en pars tuberalis y pars distalis, la primera
comprende solo una pequefia porcion del I6bulo que se extiende hacia el diencéfalo para
adosarse a él a modo de collar, mientras que la pars distalis contiene a la mayor parte del tejido

secretor de la glandula®.
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Figura 1. Ubicacion y componentes principales de la hipdfisis en mamiferos. Modificado de Human
Anatomy, McGraw-Hill*.

En la adenohipdfisis pueden identificarse 5 tipos celulares secretores, denominados segun el
tipo de hormona que secretan; lactotropos que secretan prolactina (PRL), somatotropos
secretores de somatotropina u hormona de crecimiento (GH), corticotropos que secretan
adenocorticotropina (ACTH) y derivados de POMC, tirotropos y gonadotropos que secretan
hormona estimulante de la tiroides (TSH), y hormona luteinizante y/o foliculo estimulante (LH
ylo FSH) respectivamente® °. Por medio de la secrecion de estas hormonas, la adenohipdfisis
puede regular los procesos de crecimiento somatico, tasa metabdlica, funcion reproductiva,
adaptacion al estrés, desarrollo y funcionamiento de las glandulas mamarias, entre otros,
afirmando la importancia de la hip6fisis en el control del organismo’ (Tabla 1).

10
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Ademés de los tipos celulares enddcrinos, cerca de un 10% del total de células de la
adenohipdfisis son células foliculo-estrelladas que no poseen granulos de secrecién hormonal,
estas ceélulas liberan otros factores (como citocinas o factores de crecimiento) que pueden
modular la funcién enddcrina. Las células secretoras de la hipdfisis se presentan en una
proporcion desigual, que varia segun la edad, el sexo y la etapa del ciclo reproductivo en la que
se encuentre el organismo; los corticotropos representan de 15-20% del total, los tirotropos de
3-5%, los gonadotropos de 10-15%, los somatotropos de 40-50% y los lactotropos de 10-25%
(Tabla 1).

Tipo celular Porcentaje Hormona Funcion
poblacional
Melanotropos Melanotropina Regula la sintesis de melanina en
(MSH) melanacitos y melanéforos.
Corticotropos 15-20% Corticotropina Regula la sintesis y la secrecién de
(ACTH) hormonas en la corteza adrenal.

Regula el crecimiento de la corteza

adrenal.
Somatotropos 40-50% Somatotropina Estimula el crecimiento y el desarrollo
(GH) somatico  postnatal. Regula el
metabolismo de proteinas,
carbohidratos y grasas.
Lactotropos 10-25% Prolactina Relacionada con la  actividad
(PRL) lactogénica, metabolismo de lipidos y

efectos en el sistema inmune.

Tirotropos 3-5% Tirotropina Regula el crecimiento, desarrollo y
(TSH) metabolismo de la glandula tiroides.
Gonadotropos 10-15% Foliculo estimulante Relacionadas con los procesos
(FSH) reproductivos y de secrecion de
Luteinizante hormonas esteroides.
(LH)

Tabla 1. Tabla de los distintos tipos celulares de secrecion enddcrina de la adenohipdfisis con sus
porcentajes totales en la glandula, hormonas que sintetizan y su funcién.

11
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La hipdfisis es una glandula de gran importancia en la regulacion hormonal del organismo, en
conjunto con el hipotalamo regula la funciébn de otras glandulas asi como funciones no
enddcrinas del organismo’. Esta actividad se ve regulada por varios factores, principales, como
lo son la liberacion de hormonas liberadoras o inhibidoras del hipotdlamo a través del eje
hipotalamo-hipdfisis; factores hormonales producidos por los 6érganos blanco y factores propios

de la hip6fisis por medio de secrecion paracrina y autocrina’.

Irrigacién de la hip6fisis

La glandula hipofisis recibe un suministro sanguineo muy complejo, con un flujo descendente
del hipotalamo al I6bulo anterior, y de ahi al torrente sanguineo por medio del sistema porta-
hipofisiario. Esta disposicion de los componentes que irrigan la glandula es sumamente
importante en los procesos de regulacion y en su funciéon puesto que no esta inervada; el flujo
descendente de la sangre asegura que los factores reguladores del hipotdlamo lleguen al

l6bulo anterior y que las hormonas liberadas por este lleguen a sus 6rganos blanco® (Figura 2).

Generalmente el sistema arterial porta-hipofisiario se origina de las car6tidas internas o de las
arterias comunicantes anteriores del circulo de Willis por medio de las arterias hipofisiarias
superiores; estas se encuentran y anastomosan a nivel de la eminencia media donde se
capilarizan con mayor énfasis en el extremo superior del tallo infundibular. Esta disposicion de
capilares forma el plexo capilar primario del sistema, sitio en el cual se descargan los factores
liberadores provenientes de los nucleos arcuato y de las areas de regulacion hiposiaria del
hipotdlamo. Los capilares del plexo primario se unen nuevamente para formar vasos porta
largos que se extienden a lo largo del tallo hasta llegar a la pars distalis del I6bulo anterior de la
hipofisis donde se capilarizan para dar lugar al plexo capilar secundario. Son los capilares de
este plexo capilar secundario los que se encargan de la irrigacion de las células
parenquimatosas de la adenohipdfisis, estos capilares desembocan en venas cortas que drenan
a los senos venosos. Este complejo sistema de suministro sanguineo asegura que todo el flujo

de sangre del I6bulo anterior haya pasado previamente por el sistema nervioso® (Figura 2).

El I6bulo posterior de la hipdfisis no posee un sistema de irrigacion tan particular, es irrigado por
arterias hipofisiarias inferiores, que tienen un origen comuan con las superiores, cuyos capilares
envuelven al l6bulo. Es en estos capilares donde terminan los axones del sistema neurosecretor
peptidérgico. Existen ademés pequefios vasos que se dirigen al l6bulo anterior de la glandula
que se anastomosan con los capilares de la pars distalis formando vasos porta cortos’.

12
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Figura 2. Sistema de irrigacion porta hipofisiario, que conecta al hipotdlamo con la adenohipdfisis.

Modificado de Boron, Medical Phisiology’.

Regulacion de la secrecion de hormonas

La actividad de la hipdfisis requiere de un sistema de regulacion complejo que involucra muchos
factores, por medio de hormonas reguladoras liberadas por el hipotdlamo en el caso de la
adenohipofisis’ o en el I6bulo posterior por una rica inervacion de fibras nerviosas, entre las que
pueden encontrarse fibras que contienen dopamina, noradrenalina, GABA, encefalina entre
otros neurotransmisores™. La liberacion de hormonas liberadoras en el hipotalamo responde a
sefales originadas dentro o fuera del organismo, que pueden estimular o inhibir la secrecién de
la hipdfisis, a fin de producir efectos que permitan al cuerpo adaptarse a los cambios. Estas

sefiales son transmitidas a neuronas hipotalamicas quienes secretan las hormonas liberadoras

13


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

hacia los vasos del sistema porta hipofisiario; una vez en la hipdfisis estas hormonas
liberadoras se unen a receptores especificos en las células de la adenohipéfisis mediando la
secrecion de hormonas hipofisiarias que regulan la secrecion de células blanco en varias partes
del cuerpo. Originalmente se creia que cada hormona liberadora tenia una sola poblacién de
células secretoras en la adenohipofisis como blanco, sin embargo se ha observado que la
fisiologia de la regulacion de la glandula es mucho méas compleja; la hormona liberadora de la
tirotropina por ejemplo, puede estimular también la secrecion de prolactina, y la somatostaina es

capaz de inhibir a la somatotropina y a la tirotropina por igual® **

(Figura 3). En general, tanto
las hormonas de la adenohipdfisis como las hormonas de la célula diana regulan negativamente
la secrecion de hormonas liberadoras en el hipotadlamo o en la propia hipdfisis, en lo que se

conoce como asas de retroalimentacion negativa larga y corta respectivamente’.

En la tiroides por ejemplo, la secrecion de TSH provoca un incremento en los niveles de
hormonas tiroideas, tirosina (T,) y tri-yodotironina (T3); ambas parecen no tener una influencia
en la retroalimentacion hacia el hipotalamo, cuyo papel es estimular la sintesis y secrecion de
TSH por los tirotropos, pero si son capaces de suprimir la sintesis de TSH al inhibir la
transcripcién de su precursor generando asi un sitio de retroalimentacion negativa del eje
hipofisis-tiroides. Puntos similares de retroalimentaciébn negativa se observan también en el
caso de la adenocorticotropina, somatotropina y de las gonadotropinas (hormona luteinizante y

hormona foliculo estimulante) ®*" **

14
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Figura 3. Tipos celulares de la adenohipdfisis y factores de regulacion hipotaldmica; hormonas
reguladoras por tipo celular y funcién fisiolégica de cada tipo. Modificado de Duran, 2008".

La regulacion de la hipdfisis puede darse a través de asas de retroalimentacion negativa
conocidas como larga y corta. La regulacion “corta” comprende a los mecanismos autocrinos y
paracrinos que varian de acuerdo con las necesidades fisiolégicas del organismo, es decir que
muchas de las células adenohipofisiarias presentan receptores para las hormonas que secretan
ylo para factores secretados por otras células adenohipofisiarias. En el asa de retroalimentacion
larga participan factores, principalmente hormonales, de los 6rganos blanco que regulan a la
glandula hipdfisis; por ejemplo la sintesis y secrecidon de hormonas esteroideas esta regulada
por LH y FSH, la secrecion de estas hormonas en la hipdfisis es a su vez afectada por las

hormonas sexuales (Figura 4)"°.
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Figura 4. Esquema general de la regulacion de la hipdfisis; se marcan las asas de retroalimentacion
negativa larga (en rojo) y corta (en naranja) asi como las demas relaciones de estimulacién e inhibicién
entre factores hormonales. =: estimulacién, : inhibicion, XRH: hormona hipotalamica liberadora, XIH:
hormona hipotalamica inhibidora, XSH: hormona adenohipofisiaria estimulante, X: hormona de la
glandula diana.

Varios trabajos han reportado que la remocién de un asa de retroalimentacion negativa a través
de la remocion de glandulas blanco (g6nadas adrenales, tiroides) o un aumento en la demanda
fisiologica de una de las hormonas (e.g. procesos de lactancia), provoca un incremento en la
produccion de la hormona liberada por la hipdfisis relacionada con ese fendmeno de inhibicién,

asi como un incremento en el nimero de células que secretan dicha hormona™*?".
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Cada hormona adenohipofisiaria posee un mecanismo de regulacion particular que involucra
sistemas de estimulacion e inhibicion procedentes de distintos sitios en el organismo; asimismo,
subpoblaciones de todos los tipos celulares pueden responder a mas de un factor regulador
hipotalamico (células multiresponsivas) o secretar mas de un tipo de hormona adenohipofisiaria

(células polihormonales), incrementando la complejidad y plasticidad de la glandula™.

Hormonas adenohipofisiarias

Las 6 principales hormonas adenohipofisiarias poseen funciones caracteristicas y estan
dirigidas a blancos diferentes, pero poseen similitudes en su regulacion; los modelos
matematicos de los perfiles plasmaticos de las hormonas adenohipofisiarias sugieren que esta
secrecion es pulsatil, probablemente en respuesta a pulsos de hormonas liberadoras

secretadas por el hipotalamo®.

Estas hormonas pueden ser clasificadas en 3 grupos de acuerdo con su similitud estructural y
supuesto origen evolutivo. La prolactina (PRL) y somatotropina (GH) poseen secuencias de
aminoacidos similares y estan estructuralmente relacionadas con la lactosomatotropina de
origen placentario, todas ellas pertenecientes a la misma familia de proteinas con un supuesto
origen comun por duplicaciéon de un gen ancestral. La tirotropina (TSH), hormona foliculo
estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH) estdn relacionadas entre si por ser
heterodimericas y compartir una subunidad alfa comdn (a-GSU) con una secuencia primaria
idéntica en cada hormona; la subunidad beta es la encargada de otorgar la especificidad
biolégica de cada hormona, con las subunidades beta de LH y FSH originAndose de un gen
ancestral comudn. La adenocorticotropina (ACTH) y a—melanotropina (MSH) tienen una

secuencia de aminoacidos en comin, y estan codificadas dentro del mismo gen® .
ACTH

La hormona adenocorticotrépica (ACTH) es una hormona polipéptidica de 39 residuos de
aminoacidos derivada del precursor pro-opiomelanocortina (POMC) cuya funcion es regular el
crecimiento de la corteza adrenal y la secrecibn de hormonas esteroides, principalmente
cortisol. Siendo un derivado de POMC, la ACTH posee secuencias de aminoacidos muy
similares a las hormonas estimulantes de los melanocitos (a-MSH y B-MSH), B-lipotropina, y B-
endorfina’.
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La regulacion de ACTH es un proceso complejo, su secrecion depende de ritmos circadianos,
liberaciones ciclicas y control por retroalimentacion, ademas de responder a una amplia gama
de estimulos, como el estrés, la inanicién o la pubertad”. Sus principales reguladores son la
hormona liberadora de corticotropina (CRH), secretada por el hipotalamo, que estimula su
secrecion y es en parte responsable del ciclo diurno de la hormona, y el cortisol que inhibe su

secrecion al retroalimentar negativamente las células liberadoras de CRH y los corticotropos®.

La CRH es secretada por las células nerviosas del ndcleo paraventricular; una vez en la
adenohipdfisis, se une a receptores acoplados a proteina G en los corticotropos, aumentando el

calcio intracelular y con ello la liberacion de ACTH®.

Otros factores como la arginina, la vasopresina, o citocinas inflamatorias como las interleucinas
-1y -6, y el factor inhibidor de la leucemia (LIF) son capaces de estimular su secrecién™, de
igual forma ACTH es capaz de inhibir su propia secrecién en un asa de retroalimentacion extra

corta sin afectar sus patrones diurnos y pulsatiles®.
TSH

La hormona estimulante de la tiroides (TSH) o tirotropina es una glicoproteina dimérica que se
compone de una subunidad a que es idéntica a la que presentan FSH y LH, y una subunidad
encargada de la accion especifica de la hormona. La TSH genera un estimulo fisiolégico que
desencadena el crecimiento y regula el metabolismo de la tiroides al afectar su capacidad para
asimilar yodo, asi como regular la sintesis y secrecion de tirosina (T,), tri-yodotironina (T3), y
tiroglobulina (Tg)*”. La secrecion de TSH esta regulada por dos factores principales, la
liberacibn de hormona liberadora de la tirotropina (TRH), secretada por los nucleos
paraventriculares del hipotdlamo, que estimula la liberacion de la hormona asi como la
transcripcién de sus dos subunidades, y las hormonas tiroideas (Ts y T4) que disminuyen su
tasa de secrecion al suprimir su transcripcion®. El resultado final de esta regulacion es una
secrecion relativamente estable de TSH pero con cierta pulsétilidad, patron similar al de su
glandula blanco®. La secrecion de TRH es regulada a su vez por factores autocrinos y

paracrinos como las endotelinas, isoleucinas 1y 6, sustancia P, etc? ®,
LHy FSH

Al igual que la tirotropina, las gonadotropinas (LH y FSH), son glicoproteinas heterodimeéricas
compuestas por una subunidad a comun y una subunidad B Unica que les confiere su

especificidad, estas hormonas son responsables de inducir la secrecion de hormonas sexuales
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en ambos sexos y con ello regular el desarrollo, crecimiento y maduracion sexual del
organismo®®. Ambas son secretadas por un mismo tipo de célula, el gonadotropo, aunque
existen pequefias poblaciones de gonadotropos que sélo secretan una u otra hormona
(monohormonales)’; en estas células la subunidad a se sintetiza en exceso en comparacion con
la subunidad B, por lo que la concentracion de una u otra hormona en un gonadotropo depende

de la regulacion de la sintesis de las subunidades B correspondientes®.

Los gonadotropos presentan ciclos de expresion de gonadotropinas en los cuales la relacion de
sintesis y secrecion entre LH y FSH varia. Estas variaciones estan asociadas con cambios en
los patrones de liberacion de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) en el
hipotdlamo, su factor regulador principal. Pulsos mas frecuentes de GnRH favorecen la
transcripcion de la subunidad  de LH sobre la de FSH incrementando el radio de secrecion LH-

FSH, mientras que pulsos menos frecuentes favorecen la sintesis y secrecion de FSH” %,

De este modo la regulacién de LH y FSH es muy compleja comprendiendo estos elementos
pulsétiles asi como elementos periddicos, diurnos, ciclicos y en etapas particulares de la vida®.
La hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) es el principal estimulante de la
secrecion de ambas hormonas, es sintetizado en las neuronas del nucleo supradptico y
parventricular del hipotdlamo las cuales se organizan como un generador de pulsos que libera
GnRH cada 30 minutos al sistema porta de roedores. La frecuencia de estos pulsos se ve
influenciada por la edad, el género y la fase del ciclo estral®. Entre otros factores que son
capaces de regular la secrecién de gonadotropinas tenemos a la melatonina, la cual puede
inhibir la secrecion en respuesta a los ciclos de luz-obscuridad, la CRH, la cual puede inhibir la
liberacién de GnRH en respuesta a un aumento en el estrés, las endorfinas, la oxitocina, la
sustancia P y las feromonas pueden regular la secrecion de gonadotropinas en situaciones
especificas. Los esteroides sexuales, principalmente testosterona en machos y estradiol en
hembras, asi como la inhibina en el caso particular de la FSH, regulan negativamente la
secrecion de LH y FSH por retroalimentacion inhibiendo la liberacion de GnRH en el hipotadlamo

y de FSH y LH en la hipdfisis™ °.
GH

La hormona del crecimiento (GH) o somatotropina, se encarga de estimular el crecimiento y
desarrollo somético postnatal y ayuda a mantener una masa muscular y 6ésea normal en
adultos, ademas de actuar en el metabolismo de proteinas, carbohidratos y grasas. Su

secrecion es estimulada por la presencia de hormona liberadora de la hormona de crecimiento
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(GHRH) e inhibida por la somatostatina, ambos productos del hipotalamo. La secrecion de GH
se da en pulsos regulares a lo largo del dia, con pulsos de 1 hora en intervalos de 3 a 4 horas

en rata’* %

y de 10 a 20 pulsos al dia en humanos con la descarga mas grande durante la
primera parte del suefio nocturno® *°. La GHRH es sintetizada por las neuronas del ndcleo
arcuato del hipotdlamo mientras que la somatostatina se sintetiza en el nicleo periventricular®;
la secrecion de GHRH se ve disminuida y la de somatostatina incrementada por la accion de

somatomedinas y factores de crecimiento semejantes a la insulina®’.

La secrecion de GH disminuye con la edad, esta disminucion es en parte responsable de la

pérdida de la reparacion y mantenimiento de tejidos asociados con el envejecimiento?®.

Otros factores son capaces de regular la secrecion de GH, la presencia continua de
testosterona parece necesaria para mantener niveles basales de GH en ratas macho, los
estrogenos elevan los niveles basales de GH en plasma y suprimen los pulsos en ciertas

condiciones®, TRH en ganado, GnRH en peces, etc™.
PRL

La prolactina (PRL) es una hormona protéica cuya funcién principal es el desarrollo de las
glandulas mamarias y la produccion de leche, a fin de asegurar la sobrevivencia de las crias en
mamiferos; también puede influenciar la funcién reproductiva y la respuesta inmune. Estudios
recientes han proporcionado evidencia sobre el papel de la prolactina en la regulacion del peso
del cuerpo, desarrollo de islotes pancreaticos, control de la sintesis de insulina, diferenciacion
de adipocitos y metabolismo lipidico? asi como en la osmoregulacion, efectos en el crecimiento
y desarrollo, acciones en estrucuturas ectodérmicas e integumentarias, o relacionadas con la

reproduccion en vertebrados®.

Durante el embarazo y la lactancia se da un incremento en la proporcion de lactotropos en
respuesta a los niveles de estrégenos; durante este periodo, la secrecidén de prolactina se ve
incrementada de forma constante, con patrones circadianos que se elevan en la noche. Al igual
que otras hormonas hipofisiarias, la PRL inhibe su propia secrecion por un asa de
retroalimentacion extra corta, pero a diferencia de los demas tipos celulares, su secrecidon se
encuentra inhibida tonicamente por la liberacion de dopamina de las partes posterior,

ventromedial y lateral, y de los nlcleos arcuato y periventricular del hipotalamo?.

Se ha observado que el TRH es capaz de regular la secrecion de prolactina en varias especies

de vertebrados, como en el caso de peces, anfibios y aves®. Los estrégenos también
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promueven la liberacion y sintesis de PRL; una exposicion prolongada a estrdgenos incrementa

el nimero de lactotropos®.
Embriologia de la Hipofisis

La hipdfisis presenta un origen embrionario mixto, el I6bulo posterior se deriva del
neuroectodermo y el anterior e intermedio del ectodermo oral*" **. Estudios recientes han
establecido que el desarrollo de la hipdfisis se lleva a cabo a través de una serie de pasos
secuenciales, que responden a un gradiente de sefiales extrinsecas e intrinsecas; la presencia
de estos gradientes de sefalizacion en etapas tempranas tiene como resultado la creacion de
patrones distintivos de desarrollo espacial y temporal. Ambos primordios mantienen una

estrecha relacion fisioldgica y funcionan como inductores del desarrollo uno del otro® *.

Si bien los detalles morfologicos y la organizacion de la glandula varian entre grupos distintos
de vertebrados, los principios basicos de la morfogénesis y maquinaria molecular involucrados

en el desarrollo y funcion de los linajes celulares diferenciados son muy similares®.

Los analisis de mapas de destino realizados en anfibios, aves y mamiferos localizan el origen
del l6bulo anterior de la hipodfisis en el surco neural anterior, la estructura ectodérmica medial
inmediatamente anterior a la placa neural; la parte medial adyacente en la placa neural esta

destinada a convertirse en el hipotalamo y la neurohipéfisis®.

En el caso de aves y mamiferos, las &reas involucradas en la formacién de la glandula son
desplazadas y terminan como parte del ectodermo estomodeal en el techo de la cavidad oral;
de esta zona se genera la bolsa de Rathkle, una invaginacion que es el primordio del I6bulo
anterior de la hipdfisis. Casi inmediatamente el diencéfalo ventral de mamiferos genera un
crecimiento llamado infundibulo del cual se formara el l6bulo posterior®®. Los factores
producidos por estas dos estructuras son los que generan el gradiente espacial y temporal que
guia el desarrollo de la glandula; estos pueden dividirse en sefiales intrinsecas (como factor
morfogenético de hueso, BMP, y proteinas Wnt) y extrinsecas (como las proteinas Sonic
Hedgehog, Shh, el factor de crecimiento de fibroblastos, FGF, BMP, y proteinas Wnt). La
presencia, ausencia y concentracion de estos factores regulan la proliferacion, determinacion y

supervivencia celular®.

A lo largo de la glandula en formacion comienzan a aparecer zonas de proliferacion que daran
lugar a sitios de determinacion celular para los diferentes linajes celulares secretores; estos

linajes alcanzan la diferenciacién terminal secuencialmente, siendo los corticotropos los
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primeros en diferenciarse, seguidos por los tirotropos, somatotropos y finalmente lactotropos y
gonadotropos. Esta diferenciacion secuencial responde a un gradiente de sefales distintas a las
empleadas para la formacion de la glandula y que corresponden a linajes celulares particulares;
corticotropos y melanotropos dependen de la expresion de citocinas como LIF y T-pit,
gradientes de Pit-1/GATA-2 determinan el destino de tirotropos, gonadotropos, Yy
lactotropos/somatotropos, la diferenciacion de estos dos ultimos requiere ademas de una
combinacion de factores que activen o inhiban al gen de GH para comprometer un linaje a

somatotropo o lactotropo (Figura 5)*.
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Figura 5. Esquema del desarrollo embrionario de la hipdfisis. Primordio hipofisiario de la cresta neural
anterior (ANR). Formacion de la bolsa de Rathke (RP) de una invaginacion del ectodermo oral (OE) que
entra en contacto con la porcion del diencéfalo ventral (VD) que daré lugar al infundibulo (INF); la bolsa
de Rathke se va cerrando conforme se separa del ectodermo oral. Al dia 17.5 estan presentes todos los
tipos celulares enddcrinos, melanotropos (MSH), corticotropos (C), somatotropos y lactotropos (S/L),
tirotropos (T) y gonadotropos (G), en un arreglo espacial determinado. También se muestran tirotropos
rostrales (Tr) y el cartilago esfenoide (SC). Modificado de Pasen y Rosenfeld, 1999%,

Se ha encontrado evidencia que apoya la idea de un origen neuroectodérmico para al menos
una subpoblacion de células en la adenohipdfisis. Esta evidencia se ha obtenido usando
distintos modelos y técnicas; Takor y Pearse observando cortes de embriones de pollo en
diferentes estados de desarrollo determinaron que ambos I6bulos de la hipofisis tienen su
origen de la parte ventral de la placa neural. Eagleson y colaboradores concluyeron por medio
de microcirugia y técnicas inmunocitoquimicas que, al menos en X. laevis, los corticotropos se
originan de la placa neural; asimismo El Amraoui y Dubois extendieron los estudios en
embriones de pollo realizados por Takor y Pearse y encontraron que la parte anterior de la

placa neural tiene una predeterminacion a formar parte de la adenohipéfisis® *° "%,
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Tomando en cuenta este origen embrionario, se ha observado que algunas de las células de la
adenohipdfisis presentan marcadores neuronales, como neurofilamentos de 68kDa (NF68), de
200kDa (NF200) y MAP-2; la funcion de los cuales aun no se ha definido.

Neurofilamentos

El origen embrionario de las células puede verse reflejado en la presencia de marcadores
celulares especificos como los filamentos intermedios® *°. Los filamentos intermedios son un
grupo de elementos del citoesqueleto con un diametro aproximado de 10nm, intermedio entre
los filamentos de actina y los microtubulos, estos filamentos se encuentran en la mayoria de los
vertebrados, neméatodos y moluscos e intervienen en varios procesos celulares como el
contacto célula-célula, movimiento y posicion de organelos y del ndcleo, eventos mitéticos y
posiblemente en el transporte y exocitosis de granulos de secrecion®® ', En vertebrados se
pueden distinguir 4 clases de filamentos intermedios de acuerdo con los polipéptidos que los
componen: a) nucleares, compuestos por lamininas que forman el entramado de la lamina
nuclear, b) semejantes a vimentinas, formados por vimentinas, desminas o proteinas gliales
fibrilares que se encuentran en células del mesénquima (endotelios, fibroblastos, etc.), células
musculares, y células gliales respectivamente, c) epiteliales, constituidos por queratinas, un
grupo muy variado de polipéptidos presentes en células epiteliales, y d) neurofilamentos,
formados por la co-polimerizacion de polipéptidos diferentes que se expresan principalmente en

las neuronas.

Los neurofilamentos (NFs) comprenden una familia de tres tipos de proteinas nombradas segun
su peso molecular, NF-L (60-70kDa), NF-M (130-170kDa) y NF-H (180-200kDa), que (en
conjunto) representan al principal grupo de filamentos intermedios en las neuronas adultas,
siendo los constituyentes principales del citoesqueleto axonal®.

Cada subunidad de neurofilamento comprende un dominio central a-helicoidal de 310 a 352
aminoacidos que se encuentra flanqueado por un dominio globular en el N-terminal y dominios
no a-helicoidales de fosforilacion en el C-terminal, un rasgo en comudn con otros miembros de la
familia de los filamentos intermedios. Son estos dominios C-terminal los mas variables, siendo
los de NF-M y NF-H los mas largos, formando brazos laterales responsables de generar
puentes entre neurofilamentos y entre neurofilamentos y otros componentes del citoesqueleto
(como microtubulos, kinesina y dineina) (Figura 6). Se piensa que el dominio globular del N-
terminal, en particular el de NF-L, es el encargado del ensamblaje de las distintas subunidades

del neurofilamento™® ** 4,
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Figura 6. Esquema de la relacién de los neurofilamentos con otros componentes del citoesqueleto
neuronal; en verde se representan los neurofilamentos (NF) con los brazos laterales de NF-H y NF-M,
filamentos en morado representan a los filamentos de actina y en rojo se representan los microtdbulos.
Protemas accesorias de unién entre elementos del citoesqueleto como la plaquina se muestran en
naranja”

— R

Los neurofilamentos son fosfoproteinas que se fosforilan en motivos repetitivos de lys-ser-pro
(KSP) en los dominios de brazo lateral de NF-M y NF-H, y en serinas y treoninas a lo largo del
dominio globular en NF-L; estas fosforilaciones regulan la funcién de cada subunidad™® (Figura

7).
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Figura 7. Secuencia de los dominios en las distintas proteinas de la familia de los neurofilamentos. Las
cajas azules representan los dominios helicoidales centrales, las naranjas los motivos de fosforilacion
KSP (lys-ser-pro); las flechas marcan sitios de unién a ciertas proteinas, como cinasas (PKA, PKC, etc.) o
quelantes de calcio (Ca**/CaM)™.

Los filamentos se forman por heteropolimeros de unidades NF-L y otra de las proteinas de
neurofilamento NF-M o NF-H, con una estequiometria de 4:2:1; estas dos Ultimas subunidades
son responsables de generar arreglos alineados con espacios interfilamentarios uniformes.
Recientemente se ha propuesto la presencia de un cuarto tipo de subunidad llamada a-
internexina (con una relacion estequiométrica de 4:2:2:1, NF-L: a-internexina: NF-M: NF-H) que

podria jugar un papel en la formacion del neurofilamento maduro del sistema nervioso central®.

Los NFs determinan el calibre axonal influenciando la velocidad del transporte vesicular y la
conduccion del potencial de accion. Asimismo se ha considerado a los NFs como posibles
elementos del transporte por “motor lento” en neuronas, gracias a su capacidad de asociarse
con motores moleculares como kinesina y dineina. Esta asociacion depende de las

subunidades de alto y mediano peso molecular (NF-H y NF-M)*.

Se ha propuesto que los elementos del citoesqueleto estdn involucrados en el control de
secrecion al intervenir en los procesos de movimiento vesicular’® *"*°; ejemplos de esto se han
encontrado para la secrecion de prolactina en adenohipdfisis de rata en donde se ha visto que
el citoesqueleto de actina puede intervenir en la segregacion y movimiento de vesiculas
corticales”®. Quintanar y su grupo en 2001 propusieron que es posible que los neurofilamentos
regulen la secrecion de granulos al ligarlos y luego promover su extrusion por medio de cambios

conformacionales”’. Sin embargo nada de esto se ha demostrado en la glandula hipofisiaria.
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Se han empleado a los filamentos intermedios como marcadores celulares a fin de determinar el
origen embrionario neural de algunos tipos de células, incluidas las células adenohipofisiarias.
Bajo este enfoque se han obtenido conclusiones contradictorias con respecto al posible origen
neuroectodérmico de la adenohipdfisis; tanto Ogawa® como Tooze*’ encontraron evidencia a
favor de esta idea usando neurofilamentos como marcadores neuronales, mientras que
Trojanowski*®, Halliday® y Béck'® fueron incapaces de detectar a los neurofilamentos en las
células de la adenohipofisis. Las discrepancias en estos resultados podrian ser consecuencia
de diferencias en las condiciones experimentales, sensibilidad de los ensayos realizados o
factores no controlados como el modelo de estudio (pollo, rata, humano, etc), la edad y sexo de

los animales, etc.

Recientemente Fiordelisio y Hernandez Cruz® >* >

por medio de estudios inmunocitoquimicos,
concluyeron que una subpoblacién dentro de las poblaciones de lactotropos, somatotropos,
tirotropos y gonadotropos de la adenohipéfisis de rata y raton adultos expresan neurofilamentos
de 68kDa, y que la expresién de estos es sexualmente dimérfica (mayor en hembras adultas
que en machos de cualquier edad), y que varia con respecto al ciclo estral y en respuesta a

estrogenos (Figura 8).

Si bien se tiene evidencia de la presencia de neurofilamentos en células secretoras
adenohipofisiarias, no se conoce la funcion de estos. Pensando en la funcién de estos en
células neuronales, creemos que los neurofilamentos podrian estar involucrados en la
regulacion de la respuesta de una parte de las células enddcrinas de la adenohipdfisis ante
cambios en la demanda fisiolégica de alguna de sus hormonas. De esta forma los
neurofilamentos aportarian un nivel extra en la plasticidad de la glandula al modular cambios en
la proporcion celular de las poblaciones secretoras adenohipofisiarias y/o la sintesis y secrecion

de sus productos hormonales.
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Figura 8. Imagen de microscopia de fluorescencia del neurofilamento de 68kDa (NF68).
Inmunofluorescencia de NF68 de las células de ovario de hamster chino (CHO), empleadas como control
negativo. (Al) Micrografia de fase de contraste. (A2) Imagen de epifluorescencia del mismo campo
mostrando la ausencia de inmunoreactividad de las células CHO. (B) Imagen de epifluorescencia del
cultivo de neuronas simpaticas de rata, usadas como control positivo. (C) Cultivo primario de células de
hipdfisis, se obtuvieron de una rata hembra de 60 dias. Se muestran ejemplos de células sin expresion
(NE), baja expresion (WE) y alta expresion (SE)*°.

El disefio del modelo experimental empleado se bas6 en la idea de que la remocion de un
determinado 6rgano blanco de la hipdfisis (glandula adrenal, ovarios, testiculos), genera la
eliminacion de un asa de retroalimentacion negativa y esto produce una condicién particular de
aumento en la demanda fisioldgica de sintesis y secrecion de la hormona hipofisaria que es
principalmente regulada por esta retroalimentacion (corticotropina, gonadotropinas). Asi mismo,
algunas condiciones fisiolégicas generan esta misma demanda al aumentar la retroalimentacion
positiva y disminuir la negativa, tal es el caso de la lactacion que produce un incremento en la
secrecion de prolactina. Cuando estos procesos suceden, puede observarse un aumento en el

namero de células positivas a una hormona dada, en comparacién con los controles. Estas
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diferencias en el nimero de cada tipo celular endocrino, pueden observarse también en menor
grado en las diferentes fases de los ciclos reproductivos como el ciclo estral, y entre hembras y

machos.

Este incremento en el numero de células positivas a cada hormona puede darse por procesos
diferentes como la actividad mitética de células progenitoras o por fenémenos de

transdiferenciacion de un tipo celular a otro™***.

Partiendo de estas ideas y de la importancia y complejidad de la regulacion de la actividad
hipofisiaria, la intencién de este trabajo es estudiar como los neurofilamentos pueden estar
relacionados en los cambios de plasticidad que se dan en la glandula hipdfisis cuando el
organismo tiene un cambio en su requerimiento fisioldégico. Esto al eliminar un asa de
retroalimentacion negativa por medio de operaciones que remuevan las glandulas diana
(orquidectomias, adrenalectomias bilaterales) de las distintas hormonas hipofisiarias (FSH/LH,
ACTH), o con el uso de animales en lactacion en donde se tiene una demanda incrementada
por prolactina y por ende una disminucién en la regulacién negativa; todo con el fin de producir
un estado de requerimiento hormonal caracteristico. Se planteo utilizar al neurofilamento de
68kDa como base del estudio debido a que es la subunidad encargada del ensamblaje del
filamento, estando presente en mayor proporcion que los filamentos de mediano y alto peso

molecular (NF-M y NF-H respectivamente).

OBJETIVO GENERAL

e Determinar si existe un cambio en la expresion de marcadores neuronales (NF 68kDa)
en subpoblaciones de células adenohipofisiarias en respuesta a cambios en las

condiciones fisiologicas del animal
OBJETIVOS PARTICULARES

e Estudiar el efecto de la lactancia sobre la expresién de neurofilamentos de 68kDa en
ratas hembra de dos meses de edad

e Estudiar el efecto de la gonadectomia sobre la expresion de neurofilamentos de 68kDa
en ratas macho de dos meses de edad

e Estudiar el efecto de la adrenalectomia sobre la expresion de neurofilamentos de 68kDa

en ratas macho y hembra de dos meses de edad
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HIPOTESIS

La expresion del neurofilamento de 68kDa se ver4 afectada en respuesta a la remocion de un
asa de retroalimentacion negativa, incrementandose dicha expresion en aquellas poblaciones
celulares cuya secrecibn se estd promoviendo. Este incremento en expresion del
neurofilamento de 68kDa jugard un papel en la plasticidad de la glandula hipéfisis modulando
cambios en la proporcion celular de las poblaciones enddcrinas adenohipofisiarias y/o la

sintesis y secrecion de sus productos hormonales.

METODOS

A fin de cumplir con los objetivos de este trabajo se determinaron 4 condiciones experimentales:
a) lactantes (ratas hembra con crias en periodo de lactancia), b) castrados (ratas macho
castradas 21 dias antes del experimento), c) adrenalectomias (hembras y machos
adrenalectomizados 15 dias antes del experimento), y d) 2 grupos control con ratas macho y
hembra con 60 dias de edad. Se realizaron cultivos primarios y ensayos de
inmunofluorescencia de células adenohipofisiarias para cada grupo, realizandose su posterior

andlisis e interpretacion.
Cultivo primario de células adenohipofisiarias de rata

Para este estudio se utilizaron ratas Wistar de 2 meses de edad y 200g de peso, siguiendo un
protocolo institucionalmente aceptado para el manejo de animales de laboratorio. Las ratas se
mantuvieron en condiciones de bioterio en un ciclo de 12/12 horas luz-oscuridad con acceso a
agua y alimentos ad libitum. Cada cultivo se realiz6 con las glandulas hipdfisis de 3 ratas. Las
ratas fueron anestesiadas con pentobarbital (20mg/kg, intraperitoneal), ya sedados los animales
se decapitaron para realizar los cultivos, las glandulas hipofisiarias de ratas macho y hembra
provenientes de las distintas condiciones experimentales se extrajeron en condiciones asépticas
y se transfirieron a DMEM frio (Dulbecco’ Modified Eagle Media, GIBCO BRL; Rockville MD),
adicionado con 0.75 mg/mL de albumina sérica bovina (DMEM-BSA; BSA fraccién V, GIBCO
BRL). Las células obtenidas de machos y hembras se procesaron por separado. Se procuré que

todas las ratas hembras estuvieran en la misma fase del ciclo estral (estro).
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Durante la extraccion de la glandula se separ6 el lI6bulo anterior de los lébulos posterior e
intermedio a fin de evitar contaminacién por parte de estos Iébulos. El I6bulo anterior se diseco
bajo un microscopio estereoscépico con un par de pinzas oftalmicas y se transfirieron los
fragmentos a un tubo Falcon de 15 ml con aproximadamente 2 mL de medio DMEM-BSA. Una
vez sedimentados los pedazos de adenohipdfisis (sin pars intermedia) se retir6 el medio con
una pipeta Pasteur estéril, y se digirieron por incubacién en una solucion de 2 mg/mL de tripsina
(Worhthington Biochem Co.; Lakewood NJ) en 5mL de medio DMEM enzima (DMEM
adicionado con 10,000 u/mL de penicilina-estreptomicina GIBCO BRL) filtrado con un filtro
estéril de 0.22 ym durante 20 minutos, y luego por otra de 0.71 mg/mL de colagenasa tipo |
(Worthington Biochem Co.) en 7mL de medio DMEM enzima filtrado con un filtro estéril de 0.22
um durante 3 minutos en una incubadora con agitacion. Después de cada incubacion se
disgrego el tejido delicadamente con una pipeta Pasteur siliconizada y pulida al fuego. Se
centrifugd a las células durante 10 minutos a 1200 rpm; posteriormente se hicieron 2 lavados
con DMEM-BSA para remover las enzimas del medio, se desech6 el sobrenadante y se
resuspendié el botdn obtenido en medio DMEM-BSA. Después de otra disociacion mecénica
utilizando una pipeta Pasteur siliconizada y pulida al fuego, se centrifugé otros 10 minutos a
1200 rpm.

El sobrenadante se deseché y se resuspendio el boton en medio DMEM cultivo (medio DMEM
complementado con 10% suero de caballo GIBCO BRL, 2% suero fetal bovino GIBCO BRL, 5
pg/mL de insulina Sigma y 10,000 U/mL de penicilina-estreptomicina GIBCO BRL). Las células
se sembraron a una densidad de 10* a 10° células por pozo, en cubreobjetos de vidrio redondo
(Thomas Scientific, Swedesboro NJ) estériles y previamente tratados con poli-L-lisina
(100pg/ml) (Sigma), colocados en una caja de cultivo de 12 pozos (Costar; Cambridge MA).
Después de 30 minutos para permitir la adhesion de las células al sustrato, se agregd 1 mL de
medio DMEM cultivo y las células se mantuvieron en una incubadora a 37°C en una atmdsfera

humedecida y con 95% de aire y 5% de CO,.
Determinacion de la fase del ciclo estral

La sintesis y secrecion de diversas hormonas (como las hipofisiarias y las sexuales) varia entre
diferentes etapas del ciclo estral de la rata; a fin de disminuir las variables entre individuos en
los experimentos con ratas hembra, se procurd que todas se encontraran en fase estro dentro
del ciclo estral. El ciclo estral en rata se divide en 4 fases: proestro, estro, metaestro y diestro,

con cambios en las células del epitelio vaginal caracteristicos de cada fase; basdndose en estos
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cambios, la determinacion de la fase del ciclo puede hacerse facilmente realizando un frotis

vaginal.

Previo a la decapitacion de las ratas, se realizé el ensayo de frotis vaginal y solo se trabajé con

aquellas ratas que estuvieran en estro.
Lactacion

A fin de analizar el efecto de un incremento en la necesidad de prolactina en el organismo, se
eligieron hembras primiparas que estuvieran en el séptimo dia de lactancia. Previo al dia del
experimento se permitié a la madre permanecer con todas sus crias para conservar el estimulo
de succion; al séptimo dia se separd a la madre de sus crias y se sometié a la madre al

procedimiento descrito para la preparacion de cultivos de células adenohipofisiarias.
Adrenalectomia

A fin de eliminar el efecto inhibidor del cortisol, se realizaron adrenalectomias tanto en machos
como en hembras, en condiciones antisépticas y utilizando anestesia general con pentobarbital
(20mg/kg intraperitoneal). Se colocaron a las ratas ventralmente y se realiz6 una pequefia
incisién (1-2cm) inmediatamente después de la caja torcica, a través de esta incision se
separo el tejido conectivo y se hicieron dos incisiones mas para acceder a la cavidad peritoneal
y extirpar la glandula adrenal de cada lado, asegurando no dejar ningun fragmento de la
glandula en la cavidad. Las ratas adrenalectomizadas se mantuvieron en recuperacion en el
bioterio bajo las mismas condiciones de las ratas control, con la Unica variante de que se les
administro por via oral una solucién salina 0.9% ad libitum a fin de prevenir la pérdida de sodio
ocasionada por la remocion de las glandulas. Quince dias después de las operaciones, las ratas
fueron sometidas al procedimiento descrito para la preparacion de cultivos de células

adenohipofisiarias.
Gonadectomia

A fin de establecer la condicion fisiol6gica particular en machos, eliminando el asa de
retroalimentacion negativa, se realizaron gonadectomias en condiciones antisépticas y con
anestesia general con pentobarbital (20 mg/kg intraperitoneal). Los controles de esta operacion,
ratas “sham”, se realizaron exponiendo las gonadas sin extirpacion. Una vez realizada la
operacion, las ratas se mantuvieron en recuperacion en jaulas calentadas (aproximadamente a

30°C) para evitar hipotermia; los animales recuperados se trataron por cinco dias con 0.01
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mg/kg de una solucion 10% de Fluorfenicol (Nuflor, Shering Plough; Kenilworth, NJ), y se
examinaron para detectar posibles infecciones. Las ratas gonadectomizadas se mantuvieron en
el bioterio bajo las mismas condiciones de las ratas control. 21 dias después de la operacion,

las ratas se sometieron al procedimiento ya descrito anteriormente para preparar los cultivos.

Inmunofluorescencia

Para poder determinar la proporcion de células adenohipofisiarias de cada tipo celular que
expresan neurofilamentos de 68kDa, se realizaron dobles inmunotinciones utilizando
anticuerpos contra las hormonas secretadas por cada tipo celular y contra el filamento de 68
kDa. Los fluor6foros seleccionados para este estudio fueron isotiocianato de fluoresceina (FITC)
y cianina 5 (Cy5) los cuales poseen espectros de excitacion y emision lo suficientemente

separados para minimizar la fluorescencia por cruce de espectros.

Los cubreobjetos conteniendo los cultivos de células adenohipofisiarias se lavaron 3 veces con
buffer de fostatos salino 0.01M (PBS), a fin de remover cualquier residuo del medio de cultivo y
células no adheridas, las células adheridas a los cubreobjetos se fijaron con paraformaldehido
al 4% diluido en PBS por 30 minutos a temperatura ambiente. Enseguida se lavaron 3 veces
mas los cubreobjetos con PBS y se incubaron con una solucion de bloqueo y permeabilidad
(2% BSA (w/v) y 0.1% (v/v) Triton X 100 en PBS) por 30 minutos a temperatura ambiente. Los
cubreobjetos se lavaron y se incubaron con el anticuerpo primario monoclonal anti-NF68 (IgG
monoclonal anti-NF68; clon NR4, DAKO; Carpinteria CA) diluido 1:100 en solucién de bloqueo y
permeabilidad (200 pL/cubreobjeto) durante la noche a 4°C; después de 3 lavados con PBS se
incubaron los cubreobjetos durante dos horas a temperatura ambiente con el fragmento F(ab’)
de anti IgG de ratdn conjugado con cianina 5 (Cy5; Zymed) diluido 1:100 en solucion de
bloqueo y permeabilidad (80 pL/cubreobjetos), para la deteccion de los neurofilamentos de 68
kDa. Posteriormente se lavaron los cubreobjetos 3 veces con PBS y se incubaron con un
segundo anticuerpo primario anti-hormona: anti-PRL, anti-GH, anti-ACTH, anti-BFSH, anti- BLH
y anti- BTSH (Biogenesis Lan; Poole UK) todos de conejo y diluidos 1:100 en solucion de
bloqueo y permeabilidad (80 pL/cubreobjetos) durante cuatro a cinco horas a temperatura
ambiente, luego de 3 lavados mas se incubaron los cubreobjetos con el fragmento F(ab’) de anti
IlgG de conejo conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC; Cedarlane Lab; Ontario,
Canada) diluido 1:100 con solucion de bloqueo y permeabilidad (80 uyL/cubreobjetos) por dos
horas a temperatura ambiente; se lavaron los cubreobjetos 3 veces con PBS y se montaron en
portaobjetos de vidrio con medio de montar para fluorescencia DAKO que contiene 15mM de
NaN3.
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Para obtener dobles inmunomarcajes confiables se realizaron varios controles. El control

negativo de anticuerpos primarios se realiz6 de dos modos:

a) incubando por dos horas un anticuerpo primario anti-hormona en presencia de un exceso de
su hormona especifica (100 yg/mL), y luego haciendo reaccionar el anticuerpo pre-incubado y

el anticuerpo secundario correspondiente con los cultivos preparados.

b) en el segundo modo se adiciono el anticuerpo primario al cultivo. En ninguno de estos casos

se detecto fluorescencia.
El control negativo para los anticuerpos secundarios se realizo de distintas formas:
a) adicionando Unicamente cada uno de los anticuerpos secundarios a las muestras

b) incubando los cultivos con el anticuerpo primario a una hormona dada y luego haciendo

reaccionar con el anticuerpo secundario anti-NF 68

¢) incubando las muestras con el anticuerpo primario a una hormona dada, al anticuerpo
secundario secundario correspondiente a la hormona (fragmento F(ab’) de conejo) y el
anticuerpo secundario especifico para los neurofilamentos de 68 kDa. En ningin caso se

detecto fluorescencia.
Digitalizacion-Adquisicion

Se adquirieron imagenes de todas las muestras de un mismo experimento con un microscopio
invertido de fluorescencia Leica DMI 6000B (Leica microsystems) equipado con una lampara de
arco de mercurio de alta presion de 100W (Leica microsystems). Las imagenes se capturaron
con una camara CCD monocromatica Leica DFC 350Fx de escaneo por interlineado progresivo,
y empleando objetivos de inmersién en aceite (20X: infinito/-/C, HC PL APO, 0.7NA IMM CORR
CS, OIL GLYC 0.17-W-O; 60X: infinito/0.17/E, HCX PL APO, 1.4-0.6 NA OIL CS). Los
parametros de excitacion y emision se emplearon del siguiente modo: excitacién 488, emision
522 para las imagenes del marcaje con FITC, y excitacion 647, emision 680 para las imagenes
del marcaje con Cy5 (Figura 9). Los espectros se obtuvieron utilizando los filtros L5 (excitacion:
BP 480/+- 40, emision: BP 527/ +-30) y Y5 (excitacion: BP 620/+- 60, emision BP 700/+- 75)

incluidos en la rueda de filtros del microscopio.
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Figura 9. Espectros de excitacion y emision de los fluoréforos empleados; 488nm de excitacion y 522nm

de emision para FITC (en verde) y 647nm de excitacion y 680nm de emision para Cy5 (en azul).

El “binning” (agrupamiento) y el campo de fluorescencia se mantuvieron constantes para todos
los experimentos (2X2 y campo total respectivamente), mientras que la intensidad, ganancia y
exposicion se establecieron por muestra basdndose en la intensidad de las células mas
brillantes para cada marcaje (hormona y neurofilamento). Se tomaron de forma consecutiva y
posteriormente se sobrepusieron con la ayuda del programa Leica AF 6000 (Leica
microsystems), las imagenes con espectros de excitacion diferentes junto con una imagen en
contraste de fases. El analisis y procesamiento se realizd con el programa Image J utilizando

una aplicacion para contar las células.

En cada experimento se adquirieron imagenes para inmunomarcado de cada hormona,
adquiriendo imagenes de la region central del cubreobjetos (region en donde se encontraba la
mayor concentracion de células). El andlisis se realiz6 contando todas las células en el campo
visual (en contraste de fases), y posteriormente contando las células positivas a
neurofilamentos y a cada hormona, asi como las células dobles positivas (a hormona y NF68)
en cada muestra (en epifluorescencia). Los resultados reportados se expresan como el
porcentaje de células positivas a cada hormona (el total de células positivas a una hormona
junto con el total de células identificadas como dobles positivas) en relacién con el total de
células contadas, y como el porcentaje de células dobles positivas (hormona y NF68) en
relacion con el total de células identificadas como positivas para una hormona dada. Las
primeras se definen como %H= ((A+B)*100)/C y las segundas como %DP= (A*100)/(A+B),
donde %H corresponde al porcentaje de células positivas a una hormona, %DP al porcentaje de

células dobles positivas, A es el total de células contadas como dobles positivas (positivas a la

34


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

hormona y a NF68) en la muestra, B es el total de células contadas como positivas a la
hormona en la muestra, y C es el nimero total de células contadas (positivas a hormona, a

neurofilamento, dobles positivas, y células no marcadas).

Usando este esquema, un incremento en el namero de células positivas a la hormona
representa un incremento en la proporcion del tipo celular que secreta esa hormona y un
incremento en el nUmero de células dobles positivas representa un aumento en la proporciéon de

células dentro de una poblacion celular que expresaron NF68.

RESULTADOS

Los conteos celulares obtenidos para las inmunofluorescencias (hormona y NF68) permitieron
validar el modelo experimental empleado por medio de la cuantificaciébn del porcentaje de
células positivas a cada tipo hormonal y mostraron las condiciones en las cuales se observo un
aumento en el porcentaje de dobles positivas (y por ende un aumento en la expresion general

del neurofilamento) para cada tipo celular.

Como se muestra en las imagenes representativas de las figuras 10 y 11, en los controles, se
pudieron observar células positivas al neurofilamento de 68kDa en todos los cultivos celulares y
poblaciones de celulares secretoras, con excepcion de los corticotropos. Como se describira en
adelante, la proporcion de células que expresaron el neurofilamento varié entre los distintos

tipos de células enddcrinas y segun la condicion experimental.
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Figura 10. Imagenes representativas de fluorescencia de células adenohipofisiarias, en cultivos primarios
control, obtenidas de ratas hembra de dos meses de edad. La escala representa 20 micras. En verde las
células positivas a un tipo hormonal, en rojo las positivas a neurofilamentos 68kDa y en amarillo las doble
positivas.
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Figura 11. Imagenes representativas de fluorescencia de células adenohipofisiarias, en cultivos primarios
control, obtenidas de ratas macho de dos meses de edad. La escala representa 20 micras. En verde las
células positivas al tipo hormonal indicado en cada panel, en rojo las positivas a neurofilamentos 68kDa y
en amarillo las doble positivas.

En condiciones control, se observé que las células adenohipofisiarias de rata hembra,
presentan un 4.9% mas de expresion de neurofilamentos que las células de rata macho, siendo
para las hembras de 34.6% y 29.7% para macho (Gréfica 1) Esto concuerda con lo reportado y

es evidencia de la expresion sexualmente dimorfica de los neurofilamentos.

37


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

40.0

35.0

)

e

o
|

[

o

o
|

W Hembras

[

e

o
|

M Machos

Porcentaje (%)
=
v
o

=

et

o
1

bl
o
|

0.0 -

Gréfica 1. Proporcion promedio de células adenohipofisiarias positivas a neurofilamento en ratas hembra
y macho adultas en condiciones control.

Expresion de neurofilamentos en ratas con 7 dias de lactacion

Se ha reportado que durante la lactancia la poblacion de lactotropos en la hipofisis de la madre
incrementa en respuesta a la demanda de prolactina del organismo™. En la Gréfica 2, se
muestra el resultado que en este trabajo se obtuvo, para el porcentaje de células de cada tipo
hormonal, los conteos celulares revelan un incremento significativo (9.3%) en el nimero de
lactotropos y una disminucion significativa de 4.4% en el nimero de tirotropos. En ninguno de
los otros grupos hubo cambios significativos (Grafica 2).

38


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

M Control
50
M Lactante 7d
£
=
= 30 1
g
£,
10 1
- T
ﬂ I T T

Lactotropos Somatotropos Corticotropos Gonadotropos  Tirotropos

Grafica 2. Grafica del porcentaje de células positivas a cada hormona adenohipofisiaria en ratas hembra

de dos meses de edad lactantes comparado con el de ratas hembra control de la misma edad. Prueba xi
cuadrada (P<0.05%.) n=3, *: significancia.

En el caso de hembras lactantes, pudo observarse un claro aumento en el nimero de células
lactotropos y somatotropos positivos al neurofilamento (Grafica 3). En las imagenes (Figura 12),
de fluorescencia pueden observarse lactotropos y somatotropos en los cuales se observo un
incremento en el nUmero de células que presentan neurofilamento.

39


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Figura 12. Imagenes representativas de fluorescencia de células adenohipofisiarias en cultivos primarios
de ratas hembra lactantes. Se observa un incremento en la proporcion de neurofilamentos y de dobles
positivas para PRL y GH. La escala representa 20 micras. En verde las células positivas al tipo hormonal
indicado en cada panel, en rojo las positivas a neurofilamentos 68kDa y en amarillo las doble positivas.

En la Grafica 3, se puede observar el aumento significativo (P<0.05%) que se produce en el
namero de lactotropos y somatotropos positivos al neurofilamento. Este representa el 27% para
los lactotropos y 8.5%, somatotropos. Se observa ademas, una disminucion del 18.7% en el
namero de tirotropos dobles positivos. En la misma gréfica, se puede observar la ausencia de

expresion de neurofilamentos en los adenocorticotropos.
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Grafica 3. Gréfica del porcentaje de células positivas a NF68 y a cada hormona adenohipofisiaria (dobles
positivas) en ratas hembra de dos meses de edad lactantes comparado con el de ratas hembra control de
la misma edad. Prueba xi cuadrada (P<0.05%.) n=3, *: significancia.

Expresion de neurofilamentos en ratas con 15 dias Adrenalectomia

La remocion bilateral de las glandulas adrenales conlleva a una mayor secrecion de ACTH por
los adenocorticotropos; reportes realizados empleando esta cirugia, han aportado evidencia del
aumento en el numero de corticotropos adenohipofisiarios como consecuencia de la
extirpacion™ " 1%,

En la Gréfica 4, se muestra el porcentaje de células de cada tipo hormonal en cultivos primarios
de ratas hembra adrenalectomizadas, se observan aumentos significativos (P<0.05%) de 10.1%
en adenocorticotropos y 14.8% en gonadotropos, y decrementos significativos (P<0.05%) de
5.1% en lactotropos y 4% en tirotropos.
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Grafica 4. Grafica del porcentaje de células positivas a cada hormona adenohipofisiaria en ratas hembra
de dos meses de edad adrenalectomizadas. Prueba xi cuadrada (P<0.05%.) n=3, *: significancia.

Anteriormente Fiordelisio et al. reportaron la ausencia de expresion de neurofilamentos en los
corticotropos™” °*; estos resultados confirman dichos reportes y ademéas demuestran que a
pesar del aumento en la demanda fisiolégica de este tipo celular, los adenocorticotropos siguen
sin expresar NF68. Sin embargo, en los cultivos primarios de ratas hembra adrenalectomizadas
se observd un aumento significativo (P<0.05%) en la expresion del neurofilamento en
somatotropos; en la Figura 13 se presenta una imagen representativa de fluorescencia de
somatotropos positivos al neurofilamento cuyo incremento en células dobles positivas fue del
17.9% (mas del doble, Grafica 5). Como puede verse en la Grafica 5 se registro ademas una
disminucion de la expresion de NF68 en todas las demas poblaciones enddcrinas: 14.2% en

lactotropos, 15.1% en gonadotropos y 17.3% en tirotropos.
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Figura 13. Imagen representativa de cultivos primarios de células adenohipofisiarias de ratas hembra de
dos meses de edad adrenalectomizadas. Se observa un incremento en la proporcion de neurofilamentos
y de dobles positivas para GH. La escala representa 20 micras. En verde las células positivas a
somatotropina, en rojo las positivas a neurofilamentos 68kDa y en amarillo las doble positivas.
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Grafica 5. Grafica del porcentaje de células positivas al neurofilamento y a cada hormona

adenohipofisiaria (dobles positivas) en ratas hembra de dos meses de edad adrenalectomizadas. Prueba
xi cuadrada (P<0.05%.) n=3, *: significancia.
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En el caso de el porcentaje de células de cada tipo hormonal en cultivos primarios de ratas
macho bilaterlamente adrenalectomizadas se observo un incremento significativo en el namero

de corticotropos, lactotropos y gonadotropos, de 11.6%, 9.1% y 7% respectivamente (Gréfica 6).
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Grafica 6. Grafica del porcentaje de células positivas a cada hormona adenohipofisiaria en ratas macho
de dos meses de edad adrenalectomizadas Prueba xi cuadrada (P<0.05%.) n=3, *: significancia.

Al igual que en las ratas hembra adrenalectomizadas, en la Figura 14 se puede observar una

imagen representativa que muestra el tipo celular donde se obtuvo un incremento en la
expresion de neurofilamentos en respuesta a la adrenalectomia.
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Figura 14. Imagen representativa de fluorescencia de cultivos primarios de células adenohipofisiarias de
ratas macho de dos meses de edad adrenalectomizados. La escala representa 20 micras. En verde las
células positivas a somatotropina, en rojo las positivas a neurofilamentos 68kDa y en amarillo las doble
positivas.

En las ratas macho adrenalectomizadas, pudo observarse un aumento significativo de células
doblepositivas para los somatotropos (19.4%), en los demas tipos endocrinos hipofisiarios su
expresion disminuyo, mostrando asi, una baja en el porcentaje de células dobles positivas de

4.2% para los lactotropos, 5.9% en gonadotropos y 2.6% en tirotropos (Gréafica 7).
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Grafica 7. Grafica del porcentaje de células positivas al neurofilamento y a cada hormona

adenohipofisiaria en ratas macho de dos meses de edad adrenalectomizadas. Prueba xi cuadrada
(P<0.05%.) n=3, *: significancia.

Expresion de neurofilamentos en ratas con 21 dias Castracion

La orquidectomia bilateral sigue el mismo principio que las otras cirugias realizadas, se ha
reportado que después de la castracion la poblaciébn de gonadotropos en la adenohipdfisis
incrementa su nimero y secrecion®. Asi, en este trabajo se reportan aumentos significativos
tanto en el porcentaje de gonadotropos como de lactotropos (26.8% y 15.1% respectivamente;
Gréfica 8), y una disminucion de 3.3% en el nimero de corticotropos.
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Grafica 8. Grafica del porcentaje de células positivas a cada hormona adenohipofisiaria en ratas macho
de dos meses de edad castradas. Prueba xi cuadrada (P<0.05%.) n=3, *: significancia.

En la Figura 15 se muestra una imagen representativa donde se puede observar que los
gonadotropos incrementan su expresion del neurofilamento como resultado de la castracion.
Solamente los gonadotropos presentaron un aumento en el porcentaje de células doble
positivas, de 10.3%. Las poblaciones de lactotropos y tirotropos tuvieron disminuciones leves
pero significativas, de 3% y 3.4% respectivamente, en sus porcentajes de células dobles
positivas. Estos resultados se presentan en la grafica 9.
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Figura 15. Imagen representativa de cultivos primarios de células adenohipofisiarias de ratas macho de
dos meses de edad castrados. Se observa un incremento en la proporcion de neurofilamentos y de
gonadotropos dobles positivos. La escala representa 20 micras. En verde las células positivas a un tipo
hormonal, en rojo las positivas a neurofilamentos 68kDa y en amarillo las doble positivas.

B0

M control
MW Castrado 30d

]I ‘i

Lactotropos  Somatotropos Corticotropos Gonadotropos  Tirotropos

%3]
=]

P
=]

L
=]

Parcentaje (34)

Pt
=]

fy
=]
|

Grafica 9. Grafica del porcentaje de células positivas al neurofilamento y a cada hormona

adenohipofisiaria en ratas macho de dos meses de edad castradas. Prueba xi cuadrada (P<0.05%.) n=3,
*: significancia.
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Con el fin de facilitar las comparaciones entre los resultados obtenidos para machos y hembras,
asi como entre las diferentes condiciones experimentales (cirugias) los conteos celulares se
resumen en la Tabla 2.

HEMBRAS MACHOS
Porcentaje de células positivas a cada hormona
Control | Lactantes7d | Adx30d | Control | Castrados30d | Adx30d

PRL 45.7 55 40.6 33 48.1 42.1
GH 30.6 217.8 32.4 39 43.7 42.1
ACTH 10 10.3 20.1 10.2 6.7 21.8
FSH/LH 7.6 9.2 22.4 13.2 38 20.2
TSH 8.1 3.7 4.1 5.6 5.5 5.6

Porcentaje de células dobles positivas
Control Lactantes 7d Adx 30d | Control Castrados 30d Adx 30d

PRL 23 50 8.8 19.1 16.1 14.9

GH 13 21.5 30.9 13.9 12.8 33.3
ACTH 0 0 0 0 0 0
FSH/LH 20 22.3 4.9 10.7 21 4.8

TSH 25 6.3 7.7 9.7 6.3 7.1

Tabla 2. Resumen de los datos obtenidos a partir de los conteos celulares para células positivas a cada
hormona adenohipofisiaria y a células dobles positivas por condicién experimental en machos y hembras.
Los resultados se muestran en porcentaje de células. Aquellos porcentajes que mostraron cambios
significativos se muestran en rojo.

DISCUSION

Los resultados de los inmunomarcajes demuestran que la presencia de neurofilamentos es una
condicion afin a todos los tipos secretores adenohipofisiarios con la excepcion de los
corticotropos, y que ademas, esta expresion es versétil y dependiente de una regulacién
hormonal compleja.

Como se observé en este trabajo y en reportes anteriores® °', los adenocorticotropos no

expresan NF68 en ninguna condicion experimental. Estas células provenientes del linaje de la
proopiomelanocortina tienen una expresion deficiente del receptor alfa a estrégenos (ERa) y
casi ninguna accion directa del estrégeno en su funcion fisioldgica®*. El hecho de que exista un
incremento en el nidmero de células inmunoreactivas a ACTH pero no en el niumero de
corticotropos positivos al neurofilamento en ratas adrenalectomizadas, apoya la idea de que los
corticotropos son incapaces de expresar estas proteinas. Es factible por ello que la accién del
receptor alfa y beta de estrogenos esté involucrada en la regulacion de la funcién de los
neurofilamentos en las subpolaciones enddcrinas que los presenten.
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Mas aun, en neuronas se ha descrito que los neurofilamentos son capaces de unir subunidades
de canales de calcio dependientes de voltaje y otros canales ionicos, y se ha propuesto que
podrian regular su funcién. Fiordelisio y colaboradores en el 2007 reportaron una correlacion
positiva entre la expresion de la subunidad a1A de los canales de calcio dependientes de
voltaje y la expresién de NF68, ambos podrian estar regulados por estrdgenos y presentan
dimorfismo sexual y variaciones de expresion durante el ciclo estral. En el mismo estudio se
sugirié que los canales de calcio de tipo P/Q, que presentan la subunidad a1A, participan en la
generacion de potenciales de accion en lactotropos, somatotropos, gonadotropos y tirotropos,
necesarios para la secrecion. Asi, las células doble positivas (subunidad a1A y NF68) tendrian
una mayor capacidad de respuesta de calcio intracelular y con ello posiblemente una mayor
secrecion hormonal.

Este trabajo, confirma el incremento en el nimero de células de un tipo celular determinado
después de la remocién de 6rganos blanco como se ha reportado con anterioridad® ™. Sin
embargo, la tasa de divisibn de las células secretoras de la adenohipdfisis no es lo
suficientemente alta para explicar el aumento observado. Por lo que se deben considerar varios
factores como posibles responsables de dicho incremento; dentro de ellos, los mas estudiados
son los procesos de transdiferenciacion de un tipo celular a otro y la “maduracion” de las células
enddcrinas a partir de una poblacién de células no-hormonales?'. En este caso, podemos
inferir que la disminucion de una poblacion endécrina da elementos para creer que se esta
llevando a cabo un proceso de transdiferenciacion (datos no publicados), tal es el caso de la
disminucion de tirotropos y el aumento de lactotropos en las ratas lactantes. Sin embargo,
dentro de las poblaciones solo positivas a la hormona, se observan pocos casos de disminucion
poblacional y en especial en machos, en los cuales este posible efecto de la transdiferenciacion
en los cambios de porcentaje de células positivas a la hormona casi no puede notarse; las
variaciones en este caso suponemos son, practicamente en su totalidad, producto de la
actividad mitética o “maduracion” de células progenitoras no hormonales. En conjunto, estos
resultados sugieren que existe una diferencia esencial en la forma de responder de las
poblaciones enddcrinas adenohipofisiarias a las distintas demandas fisiologicas en hembras y
machos, afectando la plasticidad de la glandula en ambos sexos.

Resulta interesante analizar que estas subpoblaciones de células secretoras involucradas en
eventos de remodelacidn ya sea por transdiferenciacién o progenitoras no hormonales, posean
neurofilamentos; particularmente considerando que los filamentos intermedios se han reportado
como elementos capaces de unirse al llamado nucleoesqueleto y asi regular la expresion de
algunos genes™. Cuando se comparan los cambios en los porcentajes de células dobles
positivas (hormona y NF68) en una las diferentes condiciones, se puede ver que es en esta
subpoblacion de células donde se observan mayores cambios; por ejemplo en las células de
animales adrenalectomizados, el porcentaje de somatotropos positivos a NF68 aumenta y el de
lactotropos y gonadotropos disminuye, mientras que en los animales castrados, los
gonadotropos que expresan NF68 aumentan y disminuyen los lactotropos y somatotropos y
durante la lactancia aumentan los lactotropos y somatotropos positivos a NF68 mientras que los
tirotropos disminuyen. Estos resultados dan clara muestra de que la poblacion de células
enddcrinas que expresan neurofilamentos presenta una mayor plasticidad.

50


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Los resultados de este trabajo nos permitieron confirmar que se produce un incremento en la
proporcion de células dobles positivas en respuesta a las condiciones experimentales. Esta
plasticidad celular, presenta como se habia supuesto una relacion, en dependencia de la
demanda fisiolégica. Asi, el tipo celular que presentd un incremento en la expresion del
neurofilamento dependié del tipo de condicién fisiolégica; viéndose un incremento en la
expresion del neurofilamento en lactotropos en las hembras lactantes, en gonadotropos en
machos castrados, y en somatotropos en el caso de ratas adrenalectomizadas para ambos
Sexos

La funcién de los neurofilamentos se ha descrito bastante en células nerviosas, en donde éstos
intervienen en la determinacion del calibre axonal, regulando la estructuracion del citoesqueleto
de las largas prolongaciones axonicas, lo que directamente afecta la velocidad de transporte™.
Es facil pensar en la necesidad de un arreglo celular estable en células de gran tamafio como lo
son las neuronas cuando se toma en cuenta la distancia que puede llegar a tener sus axones.
Si bien una célula secretora adenohipofisiaria no posee el mismo tamafio que una célula
nerviosa, el complejo sistema de sefales de regulacion al que esti expuesta si se beneficia de
elementos que le permitan hacer reacomodos de su citoesqueleto. En este sentido, los
neurofilamentos pueden servir como organizadores de los filamentos de actina y de la red de
microtubulos, estabilizando o facilitando la despolimerizacion de estos, procesos necesarios
para ambas fases de la exocitosis®. Esta capacidad de unir y alterar la dinamica de los
microtubulos y filamentos de actina ya ha sido reportada en neuronas y podria ser uno de los
mecanismos de su accion en la adenohipdfisis, ya sea permitiendo la liberacion de vesiculas
“precargadas” en la region cortical cercana a la membrana y la recarga de vesiculas en esta
zona, o favoreciendo la sintesis de las hormonas y la estabilidad de mensajeros por medio de
uniones al nucleoesqueleto®® >,

La plasticidad observada en ésta subpoblacion celular enddcrina, podria indicar una diferencia
funcional entre ambas subpoblaciones (positivas y negativas a NF) en tirotropos, lactotropos,
somatotropos y gonadotropos. Los resultados de este trabajo no aportan evidencia directa a
esta distincion de funcién, pero si marcan una base sobre la cual realizar nuevos experimentos
para caracterizar la funcion de estas subpoblaciones. La continuacion de este trabajo se
enfocara en responder esta pregunta, para lo cual se realizardn ensayos hemoliticos de placa a
fin de cuantificar la secrecién hormonal, registros de fluctuaciones de calcio intracelular para
caracterizar la respuesta funcional de estas células, asi como inmunomarcajes en rebanadas
para tratar de determinar si existe una distribucion especifica de las células positivas a
neurofilamento en la glandula.
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