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RESUMEN

Las neuronas magnocelulares de los micleos paraventricular (PV) y supradptico (S0O) del
hipotdlamo sintetizan hormonas que son transportadas a la neurohipdfisis, de donde son liberadas a la
circulacion en respuesta a diversos estimulos. Las principales hormonas neurohipofisiarias son la
vasopresina (VP) y la oxitocina (OT), que son sintetizadas por poblaciones neuronales diferentes, Sin
embargo, éstas no son los Unicos mensajeros quimicos producidos por este sistema. También se han
detectado otros mensajeros de tipo peptidico, como son la antigotensina 11, la galanina, la dinorfina, la
met- y leu-encefalinas, el péptido intestinal vasoactivo, el factor liberador de corticotropinas, la
colecistoquinina, ete, Entre dstos, evidencias recientes han permitido incluir a miembros de la familia de
las prolactinas (PRL).

Entre las evidencias que apoyan al sistema hipotalamo-neurohipofisiario como productor de
PRLs se encuentra la demostracion de la presencia del ARN mensajero para PRL en niicleos PV y 5O
aislados asi como de antigenos tipo PRL de 23 y 14 kDa de peso molecular. Asimismo, se demostrd que
dichas protefnas, ademds de compartir epftopes con la PRL, activan a los receptores de dicha hormona en
bioensayos especificos. Sin embargo, se desconoce cudl es el significado funcional de las PRLs en este
sistema,

En la presente tesis nos propusimos estudiar la distribucion celular y subcelular de las PRLs
neurohipofisiarias con el objeto de obtener bases estructurales que permitieran diluciar posibles
asociaciones fisiolégicas con las hormonas neurohipofisiarias. Asi, analizamos la distribucién celular y
subcelular de los antigenos tipo PRL en los niicleos PV y SO hipotalamicos, y su colocalizacion celular con
las hormona neurohipofisiaria vasopresina,

Mediante téenicas inmunocitoquimicas se determing, tanto en el niicleo PV como en ¢l SO, que la
distribucion de las células con inmunorreactividad tipo PRL era muy similar a la de las neuronas
vasopresinérgicas y claramente diferente a la de las células oxitocinérgicas. Este dato sugirid la
posibilidad de que las PRLs colocalizaran con VP en la misma neurona. Para determinar la posible
colocalizacion de las PRLs con VP se realizaron experimentos de doble marcaje revelados por fluordforos.
Estos fucron analizados tanto por microscopia de epifluorescencia como por microscopia confocal. Asf, se
observd que la mayorfa de las células positivas para prolactina son también inmunorreactivas para VP,
Sin embargo, tambicn se encontraron células que s6lo fueron inmunorreactivas para uno u otro de los dos
antigenos. El andlisis por microscopia confocal mostré ademds que la marca de PRL seguia tanto un
patron homogéneo como un patron punteado, que contrastaba con la distribucién homogénea observada
siempre para VP. Adicionalmente, el patron punteado de la marca para PRL se observé en regiones
intracelulares distintas a las que contenfan la marca de VP. Estos datos sugirieron que ambos antigenos
podrfan encontrarse colocalizados en diferentes compartimientos celulares en algunas de las neuronas, El
patron punteado observado para PRL parece corresponder a la localizacion de estos antigenos en
estructuras granulares, ya que el analisis por microscopia electronica mostré que la marca para PRL se
localiza en lo que parecen ser vesfculas de ndcleo denso de diferentes tamaiios que varfan entre 50 y 200
nm. Estas vesiculas inmunorreactivas no s0lo se localizaron en el soma celular, sino también en procesos
neuronales,

Los datos obtenidos permiten concluir que las PRLs se colocalizan con vasopresina en neuronas
magnocelulares del sistema hipotilamo-neurohipofisiario y sugicren que dichas PRLs se encuentran en la
via de secrecion de estas neuronas, Aunque el papel fisioldgico de las PRLs neurohipofisiarias no ha sido
determinado, su colocalizacién con vasopresina sugiere la posibilidad de que ambas moléculas estén
sujetas a mecanismos de regulacion similares y participen en funciones comunes,




SUMMARY

The hypothalamo-neurohypophyseal system is a neuroendocrine tissue that synthesizes and
releases hormones in response to several stimuli. The main neurohypophyseal hormones are vasopressin
(VP) and oxytocin (OT), which are synthesized by magnocellular neurons of the hypothalamic
paraventricular (PV) and supraoptic (SO) nuclei. Nevertheless, these are not the only chemical
messengers produced in this system. Among the list of neurohypophysial peptids are angiotensin 11,
galanin, dynorphin, met- and leu-enkephalin, VIP, CRF, ete. Recent evidence has included members of
the prolactin (PRL) hormonal family as parta of the chemical messengers produced in this system.

The evidences that support the idea of the hypothalamo-neurohypophyseal system as a PRL
source are the demonstration that the prolactin messenger RNA is present in isolated PV and SO nuclei,
together with prolactin-like antigens of 23 and 14 kDa. It has been demonstrated that these proteins,
besides sharing antigenic determinants with prolactin, activate receptors to this hormone en specific
bioassays. Howoever, it is not known what is the fuctional significance of the presence of PRL-like
molecules in this system,

The objective of the present work was to study the cellular and subcellular distribution of the
neurohypophyseal PRLs to establish structural bases that would allow valuable insights into the study of
the physiology of these novel neurohypophyseal hormones, Thus, in this work, we have analized the
cellular distribution of the PRL-like antigens throughout the PV and SO nuclei, and their colocalization
with the neurohypophyseal hormone VP,

With the aid of immunocytochemical techniques, we determined in the PV and SO nuclei that the
distribution of the PRL immunoreactive cells was very similar to that of the VI magnocellular neurons,
and different to that of the OT cells. This similarity in the distribution pattern between VP and PRL
neurons prompted us to analyze whether both antigens could be co-localized within the same neuron.
For this purpose, double label fluorescence immunocytochemistry was performed and analyzed by
epifluorescence and confocal microscopy. We observed that almost all of the PRL immunoreactive cells
were VP immunoreactive. However, there were also cells that were immunoreactive only for one of the
two anligens studied. Confocal microscopy showed that, within the cell the VP label followed a diffuse
pattern, while the PRL label showed both diffuse and a dot shaped patterns. In addition, the dot shaped
pattern of the PRL label was observed in different intracellular regions than that of VP. Dot shaped
structures appear to correspond to a secretory granular component. Electron microscopy allowed us to
determine that the PRL-like immunoreactivity was located in what appeared to be granules of various
sizes ranging from 50 to 200 nm. The PRL label was not restricted to somas but was also detected in
neuronal processes.

From these data we conclude that PRL-like proteins are colocalized with vasopressin in
magnocelullar neurons of the hypothalamo-neurohypophyseal system. In addition, the PRLs appear to
entry the secretory pathway of these neurons, Although the physiology of the neurohypophyseal PRLs is
unknown, their colocalization with VP suggest that both molecules could be subjected to a similar
regulatory mechanisms and /or to excert common effects.




INTRODUCCION

El sistema neurosecretor hipotdlamo-neurohipofisiario (SHN) se encuentra
formado por neuronas magnocelulares de los ntcleos paraventriculares (PV) y
supradpticos (SO), cuyos axones proyectan hacia la neurohipéfisis, o hipéfisis posterior,
a través de la lamina interna de la eminencia media. La funcion més conocida de este
sistema es la secrecién de dos hormonas peptidicas a la circulacién: la vasopresina (VP)
y la oxitocina (OT). La primera de ellas tiene como funciones principales la regulacién
de la presién arterial y del equilibrio hidrico del organismo, mientras que la OT ha sido
relacionada principalmente con el trabajo de parto y la evacuacién de leche durante la
lactancia (Baulieu y Kelly, 1990; Reichlin, 1992),

Sin embargo, no son estas las tinicas hormonas sintetizadas por este sistema.
Diversas evidencias indican la existencia de otros mensajeros proteicos tanto a nivel de
cuerpos neuronales como en sus terminaciones nerviosas en la neurohipéfisis. Se ha
propuesto que algunos de estos mensajeros podrian tener funciones de tipo local y/o
sistémico al ser secretados en la vecindad y/o ala circulacién, respectivamente, a través
de las terminaciones nerviosas que se encuentran en la neurohipéfisis (Sawchenko y col,
1992). Incluso se ha propuesto que algunos de estos péptidos, incluidas la VP y la OT,
pudiesen ser liberados a nivel de los niicleos mismos y afectar paracrinamente su
funcién (Sawchenko, 1992).

Evidencias experimentales recientes han permitido incluir a la prolactina (PRL)
dentro de los péptidos producidos por el SHN (Clapp y col, 1994; Lépez-Gémez y col,
1995; Torner y col, 1995). La PRL es en realidaduna familia hormonal producto de
diversas modificaciones postraduccionales originadas a partir de una molécula proteica
que se sintetiza principalmente en la adenohipdfisis, pero también en otros tejidos,

incluido el nervioso (Nicoll, 1980). De hecho, el sistema nervioso central, y en particular
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el hipotdlamo, es un tejido productor de PRLs (Pfaff, 1992). La deteccién inmunoldgica
de PRLs incluye preferencialmente a los nicleos hipotaldmicos arcuato y ventromedial
(DeVito, 1988a; DeVito y col, 1987; Emanuele y cols, 1986; Harlan y cols, 1989; Siaud y
col, 1989; Thompson, 1982; Toubeau y col, 1979).

En nuestro grupo de investigacion y utilizando anticuerpos dirigidos contra el
fragmento amino terminal de 16 kDa de la PRL se detectd la presencia de protefnas
inmunorreactivas en los somas de neuronas magnocelulares de los ntcleos PV y SO del
hipotdlamo y en sus proyecciones neurohipofisiarias (Clapp y col, 1994). Este hallazgo
fue sorpresivo, pues contrasté con reportes de la literatura donde las neuronas de
ambos nticleos o no contenfan PRL o la contenfan en cantidades mucho menores a otros
niicleos hipotaldmicos (DeVito, 1987; Emanuele y col, 1986; Siaud y col, 1989;
Thompson, 1982; Toubeau y col, 1979). Evidencias posteriores permitieron corroborar
estos hallazgos y documentar la produccién y secrecién de PRL por el SHN (Torner y
col, 1995). Asi, se observo que la antigenicidad tipo PRL presente en la neurohipéfisis se
asociaba con protefnas de 23 y 14 kDa con propiedades biolégicas especificas para dicha
familia hormonal (Ldpez-Gémez y col, 1995). De esta manera se concluyé que las
protefnas inmunorreactivas de 23 y 14 kDa probablemente correspondan a la PRL 23K y
a un fragmento molecular de la misma (Lépez-Gomez y col, 1995). Dado que el antigeno
tipo PRL de 14 kDa es el més abundante (aproximadamente 80% de las PRLs
inmunorreactivas presentes en extractos neurohipofisiarios), se especuld sobre la
posibilidad de que Ia falta de deteccion de PRLs en el SHN reportada previamente fuera
consecuencia de que los anticuerpos dirigidos contra la PRL integra utilizados no
reaccionaran o lo hicieran pobremente con la PRL de menor tamaifio presente en este
sistema. En apoyo a esta posibilidad, cuando utilizamos antisueros dirigidos contra la
PRL 23K, fuimos incapaces de observar la presencia de PRLs neurohipofisiarias (Clapp

y col, 1994).




En apoyo a la produccion local de las PRLs: por el sistema hipotdlamo-
neurohipofisiario se demostré la presencia del ARN mensajero a PRL en ntcleos PV y
SO aislados (Clapp y col, 1994; Torner y col, 1995b). Adicionalmente, la deteccién de
inmunorreactividad tipo PRL en ratas hipofisectomizadas descarté la posible
contribucién de la adenohipéfisis como fuente de produccidon de las PRLs
neurohipofisiarias (Torner y col, 1995a).

La produccién de PRLs por el sistema neuroenddcrino hipotdlamo-
neurohipofisiario sugirié también la posibilidad de que dichas PRLs fuesen liberadas a
la circulacién y, por tanto, que dicho sistema contribuyese a las PRLs circulantes. Esta
posilibidad fue apoyada por estudios realizados con explantes hipotalamo-
neurohipofisiarios y neurohipéfisis aislados e incubados in vitro. En dichos estudios se
observd la secrecion de PRLs inmunorrreactivas de 23 y 14 kDa al medio de incubacién
dependiente de Ca2* (Torner y col, 1995a).

Estos datos sugieren que las PRLs neurohipofisiarias ingresan a la via de
secrecién neuronal de donde son liberadas en respuesta a estimulos especificos. A este
respecto, y como ya se menciond en la seccién de los antecedentes referente al SHN, se
ha propuesto que los péptidos presentes en dicho sistema, en particular la VP y la OT,
son liberadas a la circulacién sistémica a través de la cual alcanzan sus diversos érganos
blanco. Por otra parte PRL, al igual que como se ha propuesto para otros péptidos
neurohipofisiarios (Renaud y Bourque, 1991; Sawchenko y cols, 1992), podrfa tener
acciones locales, paracrinas y/o autécrinas, involucradas con la modulacién de la
secrecion hormonal neurohipofisiaria.

Con el prop6sito de obtener bases morfoldgicas que nos permitieran iniciar el
estudio del significado funcional de las PRLs en el sistema hipotdlamo-
neurohipofisiario, en esta tesis nos propusimos analizar la distribucién celular de las
PRLs en dicho sistema y su posible colocalizacién en uno de los dos tipos neuronales

caracterfsticos del mismo: las neuronas vasopresinérgicas y/o oxitocinérgicas.




HIPOTESIS

Creemos que los datos mostrados en la introduccién sustentan la siguiente

hipétesis, que fue utilizada como base del trabajo de la presente tesis:

Miembros de la familia de las prolactinas son sintetizados y secretados por Ins
neuronas del sistema hipotdlamo-neurohipofisiario. En vista de que la mayorfa de
los péptidos descritos en el SHN sdlo colocalizan con una de las dos hornonas
neurohipofisiariasVP u OT, es de esperarse que la PRLs neurohipofisiarias sean

producidas por una sola de estas poblaciones neuronales.




OBJETIVOS

Los antecedentes expuestos nos convencieron de que la determinacién precisa de
la localizacién de los antigenos tipo PRL en el hipotdlamo de la rata era un requisito
indispensable para estudiar, a futuro, el significado funcional de estas moléculas en esta

region del cerebro. Es por ello que nos propusimos el siguiente objetivo general:

Analizar la distribucidn celular y subcelular de los antigenos tipo prolactina detectados en los

nticleos paraventriculares y supradpticos del sistema hipotdlamo-nenrohipofisiario de la rata.

Este objetivo fue dividido en los siguientes objetivos particulares:

1. Comparar la distribucién de las células inmunorreactivas para prolactina con la
de las neuronas vaso y oxitocinérgicas a través de los nicleos PV y SO
hipotaldmicos.

II. Analizar si los antigenos tipo prolactina se colocalizan con vasopresina en la
misma neurona.

III. Determinar la localizacién intracelular de los antigenos tipo prolactina en las

células inmunorreactivas a esta hormona.




MATERIALES Y METODOS

Animales Utilizados
Se usaron ratas de la cepa Wistar con un peso de 180-250 g que fueron
mantenidas en periodos de luz obscuridad de 12 h. Los ensayos fueron realizados con
ratas hembra en fase de estro, determinada por examen del exudado vaginal
aproximadamente por una semana y media (un minimo de dos ciclos completos) antes

de ser sacrificadas.

Anticuerpos

El trabajo se realizé principalmente con un antisuero generado en conejo contra
la forma de 16 kDa de la prolactina de rata, misma que fue producida en el laboratorio.
Este fragmento de la PRL fue obtenido por incubacién de la variante de 23 kDa con la
fraccién lisosomal de glandula mamaria de rata lactante (Lopez-Gémez y col, 1995).
Para el antisuero anti-PRL 16K se determind un titulo éptimo de trabajo de 1:500. Otros
anticuerpos usados fueron: antisueros policlonales anti-vasopresina (dilucién 1:1,000) y
anti-oxitocina (diluido 1:1,000) generados en conejo (donacion del Dr. Samson, U. of
North Dakota, U.S.A.); anti-PRL 23K denominados S-9 (dilucién hasta 1:50) e IC-5
(dilucién hasta 1:50), ambos generados en conejo por el NIADDK (National Institute of
Diabetes, Digestive, and Kidney Diseases); antisuero policlonal anti-vasopresina
generado en cobayo dilufdo 1:1,000 (Peninsula Laboratories, Inc., California, U.S.A.).
Anticuerpos secundarios: Kit ABC, (Vector); antisuero anti-IgG de conejo acoplado a
rodamina (RITC) y a fluoresceina (FITC) generados en cabra (Jackson Immunoresearch
Laboratories, Inc., Pennsylvania, U.S.A.); antisuero anti-IgG de cobayo acoplado a

biotina y acoplado a fluorescefna (FITC) (Sigma Immunochemicals).




Obtencion de Tejido

Se perfundid a los animales bajo anestesia profunda (1 ml de hidrato de cloral al
3% por cada 100 g de peso corporal, via intraperitoneal) en forma intracardiaca con 250
ml de amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7.4, en disolucién salina isoténica fria (PBS)
seguidos de paraformaldehido al 4% en PBS (PFD) frio por 3-5 min a flujo rapido y otros
45 min a flujo lento hasta completar 250 inl. Cerebro e hipéfisis fueron postfijados por 24
h a 240C y transferidos a sacarosa al 30% en PBS hasta saturacion del tejido, que fue
seccionado en un cridstato modelo 975C (American Optical Co. Buffalo, N.Y.) a -160C.
Para microscopia electrénica el tejido se tratd con PBS adicionado de glutaraldehido al
0.2% y se incubd, después de la perfusion, por dos horas en la solucion perfusora, tras
de lo cual fue trasferida por 24 h a PFD. Estas muestras fueron cortadas en vibratomo a

4-80C.

Inmunocitoquimica General

El tejido cortado (con un grosor de 25 pm en el caso de cerebro y de 12 pm en el
de hipéfisis) fue bloqueado incubandolo durante 1 h a temperatura ambiente (T.A.) en
PBS adicionado de tritén X-100 0.3% (PBSt), albiimina sérica bovina 1% y suero normal
de cabra 1%. Seguidamente se incubaron las muestras con el anticuerpo primario
dilufdo en PBSt durante la noche a 49C. El revelado se realiz6 con un antisuero
biotinilado anti-conejo dilufdo 1:200 en PBSt durante 1 h (T.A.), seguido de incubacién
con el complejo biotina-avidina acoplado a peroxidasa (1 h, T.A,, kit ABC, Vector), tras
de lo cual se expuso el tejido a diaminobencidina (DAB) al 0.05% en presencia de
peréxido de hidrégeno al 0.015% en PBS durante 3-4 min. Entre cada incubacién la
muestra se lavé cuatro veces por 10 min cada lavado con PBSt. La muestra fue
deshidratada por incubaciones sucesivas en etanol al 70% (5 min), 80% (5 min), 90% (10

min), etanol absoluto (10 min) y xilol (10 min) y se mont6 con Permount en laminillas,
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siendo observadas y fotografiadas en un microscopio Nikon Optiphot. Las células

positivas se observaron cubiertas de un precipitado café.

Localizacion Intracelular

Para determinar la ubicacién de las células reactivas al antisuero anti-PRL 16K se
hicieron cortes coronales seriados a través del hipotdlamo tomando como punto de
partida la regién mas caudal de la comisura anterior. Los cortes fueron realizados en
forma caudal hasta aproximadamente 1,500 pm después de la comisura anterior. El
tejido, de un grosor de 25 pm, fue revelado y montado de acuerdo al protocolo de
microscopfa general, tras de lo cual las células positivas fueron dibujadas con ayuda de
la cdmara ltcida. Como referencia otros cerebros fueron procesados de forma similar

para vasopresina y oxitocina.

Inmunocitoquimica para Microscopia Electrénica

Las muestras, cortadas en vibratomo con un grosor de 30 pm, fueron incubadas
por 10 min en borohidruro de sodio al 1% en PBS. El procesado posterior y revelado de
marca fue idéntico al del protocolo de inmunocitoquimica general, excepto que no se
us6 triton-X100 en ninguno de los pasos. En algunos casos se us6é diaminobencidina
intensificada para revelar (DAB 0.05%, CoClj 0.025%, sulfato de niquel y amonio 0.02%
en PBS, pH 7.4). Después del revelado se expuso el tejido a tetradxido de osmio (OsOy)
al 1% en amortiguador de fosfatos 0.1M, pH 7.4 durante 1 h a T.A. El tejido se lav dos
veces en el mismo amortiguador y se deshidraté en etanol al 70% (10 min), 80% (10
min), 90% (10 min), 95% (10 min), etanol puro (20 min) y éxido de propileno (20 min).
Seguidamente se impregn6 con Epén/éxido de propileno (1:1) 1 h, Epén/é6xido de
propileno (2.1) 1 h y Epén puro durante toda la noche. El tejido fue incluido en plano y
se dejé polimerizar por 24 h (500C). Las inclusiones en plano fueron observadas al

microscopio de luz para detectar las dreas de localizacién de células inmunorreactivas.
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Las zonas positivas fueron incluidas en bloques de Epon previamente polimerizados.

Posteriormente se cortaron de estos bloques secciones semifinas y finas en ultratomo.

Doble Marcaje

Para determinar si los antigenos tipo prolactina se colocalizan con vasopresina se
realiz6 doble inmunotincién con marcadores fluorescentes. El tejido fue tratado de Ia
misma forma que para inmunocitoquimica general y fue revelado con el antisuero anti-
PRL 16K generado en conejo por medio de un segundo anticuerpo anti-IgG de conejo
acoplado a rodamina (dilucién 1:200). Después del revelado el tejido fue lavado cuatro
veces por 10 min cada una con PBSt y procesado nuevamente, ahora con el antisuero
anti-vasopresina generado en cobayo. Este se reveld con un antisuero anti-IgG de
cobayo acoplado a fluorescefna (dilucién 1:200). El revelado se realizdé en forma
secuencial debido a que los anticuerpos dirigidos contra las IgG de conejo reconocen
también a las IgG de cobayo (que es el tipo de inmnoglobulinas del antisuero dirigido
contra VP en estos ensayos). Sin embargo, se determiné que los anticuerpos anti-IgG de
cobayo no cruzan antigénicamente con las IgG de conejo. Como controles se utilizaron
secciones de tejido que fueron sometidas al protocolo de doble inmunotincién completo,
pero no se les expuso a alguno o ambos antisueros primarios (ver tabla 1). El resultado
se analizo tanto por microscopfa de epifluorescencia como por microscopia confocal (Se
uso el microscopio confocal del departamento de Biofisica del CINVESTAV a cargo del
Dr. Rail Mena). En la tabla 1 se muestran los controles utilizados para verificar que en

cada experimento no hubiera ocurrido reaccién cruzada.
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Tabla 1: Controles de revelado de anticuerpos. Para la doble inmunocitoquimica se usaron
los controles descritos como 1, 2 y 3, donde se comprobd que no existia reconocimiento
cruzado ni pegado inespecifico en el tejido. Los controles sefialados como previos fueron
utilizados para determinar si los segundos anticuerpos reconocian 1gG de especies contra las
cudles no fueron generados.

Ac a-PRL 16K 20. Ac-R Ac o-VP 20. Ac-F
Control 1 - + - +
Control 2 - + + +
Control 3 + + - +
Problema + + + +
Controles Previos

Control 1 Acde conejo a-PRL 16K 20. Ac a-1gG cobayo (Acoplado a fluoresceina)
Control 2 Ac decobayo o-VP 20, Ac o-IgG conejo (Acaplado a rodamina)

Ac o-PRL 16K : generado en conejo

Ac a-VP : generado en cobayo

20. Ac-R : Ac a-IgG de conejo acoplado a rodamina
20. Ac-F: Ac o-IgG de cobayo acoplado a fluoresceina
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RESULTADOS

Morfologia
El uso de diaminobencidina sin intensificar nos ofrecié una marca de color cafe
obscuro. En la figura 1 aparece (en blanco y negro) un ejemnplo de una célula tefiida de
esta forma. En general las neuronas inmunorreactivas a PRL fueron redondas u ovales,
con pocas dendritas (generalmente dos o tres), y aparentemente todas son de tipo
magnocelular. También se observa una gran cantidad de procesos en la zona de los
nticleos maghocelulares hipotalamicos. Como se mostrard mas adelante, fuera de los

nticleos hipotaldmicos las células tienden a ser escasas y casi no se observan procesos.

Especificidad del antisuero anti-PRL 16K

Estudios realizados mediante la técnica de radioinmunoensayo habfan mostrado
previamente que el antisuero anti-PRL 16K utilizado en este estudio no presentaba
reaccién cruzada con moléculas homologas a la PRL de rata, como la hormona de
crecimiento proveniente de rata y prolactinas bovina y humana. Asimismo, inediante el
radioinmunoensayo no se observ reaccién cruzada con VP, OT, neurofisina I y I y
otros péptidos presentes en el SHN, a saber, f-lipotropina, B-endorphina,
[Met]encefalina y adrenocorticotropina (residuos 1-39) (Clapp y col, 1994).

La especificidad del antisuero fue también corroborada en los estudios de
inmunocitoquimica. En las fotografias de la derecha de la figura 2 puede observarse, en
secciones de tejido neurohipofisiario, que los anticuerpos responsables de la marca para
PRL fueron totalmente preadsorbidos con prolactina 23K a una concentracién de 10 pM
y con 1 yM de prolactina 16K. En cambio, la tincién no se modific cuando el antisuero

fue previamente adsobido con vasopresina (100 uM), oxitocina (100 pM), neurofisina I
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FIGURA 1., Tincidn, con el uso de un antisuero aPRL 16K y por medio de la técnica ABC,
de células inmunorreactivas a PRL en el niicleo PV. Se puede apreciar que se trata de
neuronas de tipo magnocelular de aproximadamente 25-30 um (ejemplos sefialados con
flechas). Asimisimno, se pueden observar varios procesos inmunorreactivos en la vecindad
del micleo PV (flechas pequefias) (Calibracién: 50 pm).
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FIGURA 2, Preadsorcién del antisuero anti-PRL 16K y tincién en el SHN. A la izquierda
Semuestran cortes horizontales de hipéfisis de 12 pmde grosor que fueron revelados con
el antisuero dirigido contra PRL 16K dilufdo 1:500, A la derecha Se aprecian cortes
coronales del cerebro en la region de (D) los nicleos PV, (E) los ntcleos SO y, (F) la
eminencia media. En (A) se muestra el resultado obtenido con un antisuero dirigido
contra la PRL 23K, donde lo tinico que se tifie s la hipéfisis anterior (AH), pero no Ia
intermedia (IH) ni la posterior (NH). En (B), con el uso de el antisuero anti-PRL 16K, se
puede apreciar tincién especifica en la neurohipéfisis y en la hipéfisis anterior, mas no en
la hipéfisis intermedia. El antisuero fue previamente preadsorbido durante 24 h con
prolactina 23K a una concentracién de 10 pM, resultado que aparece en (C). La
preadsorcién con PRL 16K 1 uM nos ofreci6 una imagen similar (no mostrada). El grado
de trincién obtenido con el antisuero previamente adsobido con vasopresina 100 pM,
oxitocina 100 UM, y neurofisina I 10 pM fue muy semejante al obtenido con el antisuero
sin preadsober (B). Se sefialan también con flechas algunas neuronas inmunorreactivas en
los nicleos PV (D) y en los SO (E) (Izquierda, aumento, 10x; derecha, aumento 20x),
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(10 uM) y neurofisina II (10 uM) (Resultados no mostrados). En la parte izquierda de la
figura 2 se muestra el resultado tipico de la tincion en los nticleos PV (Fig. 2D), SO (Fig,
2E) y en la ldmina interna de la eminencia media, por donde pasan los axones de estas
neuronas (Fig. 2F). Estos datos, junto con los obtenidos previamente mediante
radioinmunoensayo, indican que los antigenos reconocidos por el antisuero empleado
pertenecen a la familia de las prolactinas y se localizan en el sistema hipotalamo-

neurohipofisiario.

Distribucidn de las neuronas con inmunorreactividad tipo PRL en los Niicleos PV y
SO del hipotilamo de la rata

La inmunorreactividad a PRL se observé tnicamente en neuronas
magnocelulares localizadas en los ntcleos paraventriculares y supradépticos del
hipotdlamo, aunque también se encontraron células inmunorreactivas dispersas en la
region periventricular y en los subnticleos magnocelulares hipotalimicos. En la figura 3
se muestra un esquema representativo de la distribuciéon tanto de las células
inmunorreactivas para prolactina como de las marcadas para VP y OT. Este esquema
fue obtenido a través del analisis de cortes secuenciales a lo largo del hipotdlamo
anterior. En los nticleos paraventriculares las células inmunorreactivas a PRL
comienzan a ser detectadas en las regiones mas caudales (900-1,000 pm) con respecto a
la comisura anterior, concentrandose en la regién lateroposterior de los mismos. Las
células se agrupan preferentemente en el centro del niicleo, aunque llegan a observarse
también algunos somas dispersos en los bordes ventrales y dorsales de dicho ntcleo.
Con respecto a los niicleos SO, las células se observan a todo lo largo de los mismos y,
aunque no presentan una agrupacion diferencial clara dentro del ntcleo, tienden a
localizarse en la regién ventral y proximal (con respecto al quiasma Gptico) de los

mismos (Figura 3),
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FIGURA 3, Se muestran una serie de dibujos de secciones representativas del hipotdlamo que
fueron teftitlas con antisueros contra PRL 16K, VP u OT, A la izquierda se muestran las
distancias tomadas en forma caudal con respecto a la seccién mds caudal de la comisura
anterior. Los puntos de referencia son el tercer ventriculo, el férnix (F), la comisura anterior
(AQ), el quiasma Gptico (OC) y los tractos Gpticos (TO), Cada punto es representativo de tres
Neuronas.
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La distribucién de las células positivas para PRL fue comparada con la de los
elementos magnocelulares vasopresinérgicos y oxitocinérgicos. Esto permitié
determinar que las células hipotalamicas productoras de prolactinas siguen una
distribucién muy similar a la de las células vasopresinérgicas. Cortes seriados del
hipotédlamo en regiones representativas de estas diferencias, a nivel tanto de los nticleos
PV como de los SO, son mostrados como un ejemplo de este resultado en la fig, 4.
Claramente se aprecia que la distribucién de las células inmunorreactivas a prolactina es
muy semejante a la de las células vasopresinérgicas en ambos niicleos y que es diferente
a la de las oxitocinérgicas. Estas ultimas tienden a encontrarse principalmente en la
region medial de los nticleos PV y ocupan un drea mayor de los mismos (comparar la
figura 4d con la 4e y 4f); con respecto a los nticleos SO, aunque las células
inmunorreactivas a OT también se distribuyen a lo largo de los mismos, tienden a
encontrarse en posiciones mas dorsales que las células positivas a VP y a PRLs (Fig. 4a,
4by 40).

Sin embargo, los niideos magnocelulares hipotaldmicos no fueron los tinicos en
los que se observaron neuronas inmunorreactivas a PRL. También fue detectada una
poblacién importante de neuronas positivas a PRL dispersas entre los niicleos PV y SO,
principalmente en las zonas dorsales de los mismos y en algunos de los nticleos
accesorios mggnocelulares del hipotdlamo. La tabla 2 muestra que esta poblacién
neuronal contribuye aproximadamente con un 20% de las neuronas magnocelulares
inmunorreactivas totales. Con fines comparativos se muestran los resultados obtenidos

para el ntimero total de neuronas magnocelulares positivas a VP y a OT.

Colocalizacion de los antigenos tipo PRL con VP
Los resultados de distribucién de las células obtenidos con inmunoperoxidasa

sugirieron fuertemente la posibilidad de colocalizacién celular de vasopresina y los

antfgenos tipo prolactina.
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FIGURA 4, Distribucién de las células inmunorreactivas a los distintos antisueros. Se muestra
un ejemplo de las observaciones con respecto a la distribucién de neuronas magnocelulas
inmunorreactivas para oxitocina (OT), prolactina 16K (PRL) y vasopresina (VF) en los niicleos
supradpticos (SON) y paraventriculares (PVN). Las fotografias de cada niicleo son tomadas
de cortes consecutivos de 25 um cada uno. Los valores en la parte inferior indican la distancia
de los cortes en forma caudal a la comisura anterior (Aumento, 16x).
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TABLA 2. Niimero de neuronas magnocelulares positivas a prolactina, vasopresina
y oxitocina en el hipotilama anterior de la rata, Se muestran los niimeros y
porcentajes de neuronas positivas a los tres antigenos en los nicleos PV, SO y otras
regiones del hipotilamo de ratas hembras en la fase de estro,

No. de neuronas inmunorreactivas a PRL

NPV % NSO % Otros %

Rata 1 1148 22.1 2941 56.7 1096 21.1

Rata 2 2122 251 4818 57.0 1515 179

Rata 3 1166 15.0 5216 67.2 1384 17.8
No. de neuronas inmunorreactivas a Vasopresina

Rata 4 2582 25.3 5103 50.0 2520 24.7
No. de neuronas inmunorreactivas a Oxitocina

Rata 5 2090 21.0 4234 425 3625 306.4

Para determinar si existia colocalizacion de estos dos antigenos en una misma
neurona se hicieron ensayos de doble marcaje con inmunofluorescencia. Los antigenos
tipo prolactina fueron revelados con un segundo anticuerpo acoplado a rodamina, que
fluoresce en color rojo, mientras que la marca de vasopresina fue revelada con
fluorescefna, que se observa de color verde. Por microscopia de epifluorescencia se
observd que los antigenos tipo PRL colocalizaban con vasopresina pero no con oxitocina
(resultados no mostrados). El uso de microscopia confocal nos permitié corroborar estos
resultados, ya que se determind que la mayoria de las células con inmunorreactividad
tipo PRL también fueron tefiidas con los anticuerpos dirigidos contra vasopresina
(figuras 5y 6). La figura 5 muestra un ejemplo de un niicleo SO tefiido para prolactina y
vasopresina. En éste la mayoria de las células y proyecciones son inmunorreactivas para
ambos anticuerpos, aunque puede apreciarse una célula que sélo presenta
inmunorreactividad para vasopresina (Figura 5¢). En general en todos los experimentos
se observé una pequeiia poblacion de células vasopresinérgicas que carecfan de

inmunorreactividad tipo PRL.
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FIGURA 5. Micrograffa de microscopia confocal donde se muestra la inmunorreactividad de
(@) VP, revelada con fluoresceina y (b) de PRL, que fue revelada con rodamina, en un nicleo
supradptico. En este nicleo todas las células y procesos marcados para PRL fueron tefiidas
también para VP. Sin embargo, se puede apreciar claramente una célula tefiida sélo para VP
(flecha en A 'y B). En {c) se muestra una imagen combinada de ambos resultados. En ésta los
clementos donde coexisten ambos antigenos se muestran en amarillo, apreciandose
nuevamente la neurona que s6lo es reactiva para VP {flecha) (Calibracién: 20 pm).
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FIGURA 6. Micrografia de microscopia confocal donde se muestra la colocalizacién de PRL y
VP, Imagen a mayor aumento de una seccién de los nicleos paraventriculares, donde se
muestra nuevamente el patrén de revelado para VP (A) y PRL (B). Pueden observarse varias
proyecciones donde s6lo se aprecia la marca de vasopresina (cabezas de flecha), asi como una
cdlula que solo es inmunorreactiva a PRL (flecha). En (c) la imagen combinada muestra
colocalizacion tanto por marca de color amarillo como por coexistencia de elementos rojos y
verdes dentro de la misma neurona. En esta imagen se aprecia nuevamente la neurona tefiida
s0lo para PRL (flecha) (Calibracién: 10 pm).




Sin embargo, también fueron detectadas neuronas que se tifieron para PRL, pero
no para vasopresina, como se muestra en la figura 6. En ésta aparece una seccion de los
niicleos PV, donde se aprecia una célula y varias proyecciones donde coexisten ambas
marcas y una célula tefiida s6lo en color rojo (Figura 6¢). Como se puede apreciar en la
misma figura, la distribucién de ambos antigenos en el interior de la célula no es la
misma: mientras que la marca de vasopresina tiende a encontrarse distribufda en forma
homogénea en todo el cuerpo celular, la marca de PRL se observa como un patrén
punteado, encontrdndose dicho patrén tanto en el soma como en las proyecciones

celulares (Figura 6b).

Distribuci6n intracelular de los antigenos tipo PRL

El tipo de distribucién de la marca de PRL sugirié que los antigenos responsables
de ésta se encuentran altamente compartamentalizados. Con el propésito de determinar
el tipo de estructuras en que se distribuye la marca tipo PRL se realizaron ensayos de
inmunoperoxidasa que fueron examinados a nivel de microscopia electrénica. El
producto de reaccion de la peroxidasa fue encontrado, a nivel del soma celular, en
vesiculas de diferentes tamafios que van de 50 a 200 nm. Las vesfculas se observaron
distribufdas en todo el soma, e incluso se encontraron algunas que parecen estar
desprendiéndose del reticulo endoplédsmico (Figura 7a).

También se observaron vesiculas de nicleo denso no marcadas. Estas vesiculas
tienen un tamafio semejante a las que sf presentan marca (Figura 7b) y, en base a los
ensayos de colocalizacién descritos, creemos que pudiesen contener sélo VP, La marca
de PRL no fue observada solamente en el soma neuronal, sino también en proyecciones

celulares como las ilustradas en la figura 7c.
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FIGURA 6. Localizacién intracelular de antigenos tipo PRL. Microfotografias de la
localizacion del producto de reaccién de la peroxidasa en la region de los NPV, En (A) se
muestra una seccion del soma neuronal en la regién del reticulo endopldsmico rugoso. La
inmunorreactividad se asocia a lo que parecen ser vesiculas que van de 50 a 200 pm de
didmetro. Algunas de estas vesiculas parecen estar desprendiéndose del reticulo
endoplasmico (flechas) (Calibracion: 500 nm). Asimismo, se observd que las vesiculas
inmunorreactivas (flecha grande) se encuentran mezlcadas con otras no reactivas (B) (flecha
pequeiia) (Calibracion: 200 nm), En (C) se ilustran dos procesos neuronales que presentan
inmunorreactividad especifica tipo PRL (flechas) (Calibracién: 500 nm).
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DISCUSION

En el presente trabajo se observé que la inmunorreactividad para PRLs que se
encuentra en la regién del hipotdlamo se asocia a neuronas vasopresinérgicas de tipo
magnocelular localizados tanto en los ntcleos PV como en los SO. La
inmunorreactividad tipo PRL se observé tanto en los somas como en las proyecciones
de estas células. La colocalizacion de PRLs con VP en las mismas células del SHN
podrfa tener implicaciones fisioldgicas, que serén discutidas mds adelante.

Aunque la deteccién de antigenos tipo PRL en el sistema nervioso central se ha
reportado desde fines de los afios 70 y principios de los 80 (Fuxe y col, 1976; Toubeau y
col, 1979; Hansen y col, 1982; Thompson, 1982; Emanuele y col, 1986; DeVito, 1988a), el
consenso general es que existen muy pocas neuronas prolactinérgicas y que éstas se
encuentran preferencialmente en los nticleos ventromedial y arcuato del hipotdlamo
(Toubeau y col, 1979; Hansen y col, 1982; Harlan y col, 1989). Si bien la localizacién de
PRLs en los nticleos PV y SO se habia observado en algunos estudios (Toubeau y col,
1979; Hansen y col, 1982; Paut-Pagano y col, 1993), la inmunorreactividad tipo PRL
presente en éstos s6lo aparecfa en un niimero escaso de neuronas y solamente cuando se
bloqueaba el transporte de axoplasmico con colchicina (Toubeau y col, 1979; Paut-
Pagano y col, 1993). Fue por ello que resultd sorpresivo detectar PRLs inmunorreactivas
en una poblacién grande de neuronas de los niicleos magnocelulares hipotalamicos, aun
en ausencia de colchicina. La inmunorreactividad tipo PRL sélo se observé, sin
embargo, cuando se utiliz6 un antisuero dirigido contra el segmento amino-terminal de
la PRL, o PRL 16K (Clapp y col, 1994). De tal manera que al igual que lo reportado en la
literatura (Thompson, 1982; Harlan y col, 1989; Siaud y col, 1989; Paut-Pagano y col,
1993), cuando utilizamos un antisuero dirigido contra la forma completa de PRL (PRL

23K) no observamos inmunorreaccion en el SHN (Clapp y col, 1994; Torner y col, 1995).
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En apoyo a la naturaleza tipo PRL de los antigenos detectados por el antisuero anti-PRL
16K se observé que la inmunotincion neurohipofisiaria se preadsorbe con un exceso
tanto de PRL 16K como de PRL 23K. Sin embargo, dicha inmunotincién no se
preadsorbi con los principales péptidos y proteinas presentes en este sistema como son
VP, OT, neurofisina I y II (Resultados de esta tesis, Clapp y col, 1994). Adicionalmente,
en radioinmunoensayo no se observd reaccion cruzada entre este antisuero y una serie
grande de péptidos neurohipofisiarios (Clapp y cols, 1994). La naturaleza tipo PRL de
los antigenos presentes en el SHN fue documentada asimismo a través de una serie de
evidencias experimentales, a saber: (a) la deteccion bioquimica, en extractos
neurohipofisiarios, de protefnas inmunorreactivas de 23 y 14 kDa tanto al antisuero
anti-PRL 16K como a anticuerpos poli y monoclonales anti-PRL 23K (Clapp y col, 199%4;
Torner y col, 1995); (b) la demostracién de que medios condicionados por neurohipdfisis
en cultivo, enriquecidos con las proteinas de 23 y 14 kDa, tienen actividad biologica en
dos bioensayos especificos para PRL: la proliferacion de células derivadas de linfoma
murino (Nb2), y la inhibicién de la proliferacion de células endoteliales. Ambas
actividades bioldgicas se bloquean en presencia del antisuero anti-PRL 16K (Lopez-
Gémez y col, 1995). Finalmente (c), nicleos PV y SO aislados contienen el ARN
mensajero para PRL (Clapp y col, 1994).

Las evidencias sefialadas documentan y apoyan nuestra hipdtesis de trabajo,
originada en los estudios inmunocitoquimicos antes referidos, de que el gen de la PRL
se expresa en el SHN y la PRL se procesa hacia variantes moleculares de diversos
tamafios (Clapp y col, 1994). La forma mas abundante en este sistema es una PRL de 14
kDa (Clapp y col, 1994; Torner, 1995), por lo cual hemos propuesto que la falta de
deteccién de PRLs en el SHN referida en la literatura podrfa asociarse a la baja afinidad
de la PRL 14K por los anticuerpos empleados en dichos estudios, ya que todos ellos se
encuentran dirigidos contra la PRL completa (Fuxe y col, 1976; Toubeau y col, 1979;

Hansen y col, 1982;, Thompson, 1982; Emanuele y col, 1986; DeVito, 1988a).
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Estudios adicionales, en apoyo a la produccién local de PRLs por el SHN,
mostraron que dichas PRLs no procedian de la adenohipéfisis, que es la fuente principal
de PRLs circulantes (Neill, 1974; Baulieu y Kelly, 1990; Neill y Nagy, 1994). Los estudios
mencionados mostraron que la inmunorreactividad tipo PRL en el PV y SO no
desaparece después de la hipofisectomia cronica (de tres semanas a un mes después de
la extirpacién de la hipéfisis anterior y posterior) (Torner y col, 1995).

Con ¢l fin Gltimo de estudiar la regulacion y significado funcional de las PRLs
neurohipofisiarias, en el presente trabajo analizamos la distribucion celular de las PRLs
inmunorreactivas en los ndcleos PV y 5O a través del hipotdlamo y la comparamos con
la observada para VP y OT. Dado que la mayorfa de las neuronas magnocelulares de
ambos nicleos contiene exclusivamente VP u OT y sélo un grupo muy reducido (1-2%)
colocaliza a ambos péptidos (Baulieu y Kelly, 1990), semejanzas entre la distribucién de
las células positivas a PRL y la de una u otra poblacién neuronal podrfa implicar la
colocalizacién celular de las PRLs con uno u otro péptido neurohipofisiario y por ende
sugerir mecanismos de regulacién y/o funciones comunes entre la PRL y/o la VP o la
OT.

La distribucién celular de neuronas positivas a PRL, analizada por
inmunocitoquimica en cortes secuenciales a través del hipotilamo mostré que éstas,
tanto en el nticleo PV como en el SO, siguen un patrén muy similar al de las neuronas
vasopresinérgicas. Adicionalmente, observamos neuronas magnocelulares con
inmunorreactividad tipo PRL dispersas en el drea anterior hipotaldmica, en el nicleo
circular, en la regién periventricular lateral a los nicleos PV y en la regién comprendida
entre los ntcleos PV y los SO, principalmente en sus zonas més caudales. También en
estas regiones, el tipo de distribucion seguido por las neuronas inmunorreactivas a PRL
fue muy similar al de las células vasopresinérgicas. Para ilustrar con un ejemplo, una de
las diferencias mas claras entre la localizacién de neuronas positivas a VP y a OT se

observa en el drea periventricular caudal (300-700 pm) a la comisura anterior. En ella
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existe una poblacién muy importante de neuronas magnocelulares fuertemente
inmunorreactivas a OT, pero practicamente no se observan células productoras de PRLs
ni de VP (Figura 3).

La distribucién observada por nosotros para las células vaso y oxitocinérgicas a
través del hipotdlamo fue similar a la descrita por otros autores (Rhodes y col, 1981;
Silverman y Zimmerman, 1983). La similitud entre la distribucién de las células
inmunorreactivas para PRLs y VP sugirié su colocalizacién en las mismas neuronas.
Esta posibilidad fue demostrada con ensayos de doble marcaje con anticuerpos
especificos anti-PRL y anti-VP generados en especies diferentes, a saber, en conejo y
cobayo respectivamente.

El uso de doble inmunocitoquimica de fluorescencia permitié determinar que
una gran parte, pero no todas las neuronas magnocelulares productoras de VP,
contienen los antigenos tipo PRL. Este resultado era esperado, debido a que la poblacién
aparente detectada de células vasopresinérgicas es mayor a la de las células productoras
de PRLs (Tabla 2). El andlisis de estos resultados con microscopia confocal nos permitio
corroborar estos hallazgos, pero ademas nos mostré la existencia de neuronas
magnocelulares que presentan inmunorreactividad par PRLs, pero no para VP (Figuras
5y 6). Estas neuronas negativas a VP presumiblemente podrfan contener OT, ya que las
neuronas magnocelulares de las regiones hipotaldmicas sélo parecen contener a uno u
otro de ambos péptidos (Reichlin, 1992; Sawchenko y col, 1992). Por tanto, estos
hallazgos sugieren que; adicionalmente a las neuronas que colocalizan VP y PRLs, una
poblacién menos abundante podria colocalizar OT y PRLs. Estudios de doble marcaje
con anticuerpos anti PRL y OT se requieren para documentar esta posibilidad.

Independientemente de que se colocalizara o no la marca de PRLs con la de VP,
en todos los casos se observé que la inmunorreactividad de VP tiende a distribuirse en
forma homogénea en el soma celular y con escasa zonas de mayor densidad de

fluorescencia (Figuras 5 y 6). En cambio, la marca de PRLs presenta preferentemente un
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patrén punteado muy definido. Esta distribucién subcelular de ambos antigenos es
aparente no solo en el soma, sino también en las proyecciones neuronales. El patrén
punteado observado con microscopia confocal ha sido asociado por otros autores con la
distribucién de los antigenos respectivos en vesiculas de ntcleo denso (Zhang y col,
1996). Para determinar si la distribucion subcelular de las PRLs en este sistema se
asociaba con vesfculas de nticleo denso, y por tanto se diera el ingreso de dichas PRLs a
la via de secrecién neuronal, estudiamos la localizacién de los antigenos tipo PRL a
nivel de microscopfa electronica mediante la técnica de inmunoperoxidasa. Estos
estudios corroboraron el que la marca debida a PRLs se asocia, tanto a nivel del soma
como de las proyecciones celulares, con lo que parecen ser vesiculas de nticleo denso
(Figura 7). Estas tienden a encontrarse distribuidas en todo el soma celular, y algunas se
observan asociadas al reticulo endopldsmico rugoso (RER) (Figura 7a). También se
observaron vesiculas de alta densidad positivas a PRL en proyecciones neuronales
(Figura 7c). La localizacién de PRLs inmunorreactivas en vesfculas de niicleo denso
coincide con reportes en la literatura donde se les ha observado en la regién del
hipotdlamo medio basal (Nishizuka y col, 1990), la zona externa de la eminencia media
(Siaud y col, 1989) y en extractos hipotaldmicos (DeVito y col, 1987).

Estos resultados sugieren el que las PRLs neurohipofisiarias ingresan a la via de
secrecién y son liberadas bajo condiciones fisioldgicas por las terminales nerviosas de
este sistema, Estos hallazgos corroboran observaciones de nuestro grupo que muestran
la secrecién de antigenos tipo PRL al medio de incubacién de neurohipdfisis y de
explantes hipotélamo-neurohipofisiarios in vitro.. Dicha secrecién es menor en ausencia
de Ca?+ y aumenta por despolarizacién por K+ en forma paralela a la observada para
VP (Torner y col, 1995). Dadas las caracterfsticas neuroenddcrinas del SHN es posible
concebir el que dicho sistema constituyese una fuente de secrecién adicional de PRLs a
la circulacién, En este sentido, observaciones recientes de nuestro grupo mostraron la

presencia en la circulacién de la rata de una PRL inmunorreactiva de 14 kDa similar a la
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detectada en la neurohipdfisis (Torner y col, 1995). Por otra parte, es factible que las
PRLs secretadas por las terminales neurohipofisiarias tengan efectos locales autécrinos
y/o parécrinos modulando, como se ha propuesto para otros péptidos colocalizados en
este sistema (Marley y col, 1984; Jarvis y col, 1988 y 1989; van Wimersma Greidanus y
Hellebrekers, 1991; Sawchenko y col, 1992; Renaud y Bourque, 1994).

Cual podrfa ser el significado funcional de las PRLs neurohipofisiarias? Un
denominador comtn de dicho sistema es su participacién en la homeostasis de los
fluidos extracelulares. En efecto, VP y en menor grado OT, se encuentran involucradas
en la retencién de Nat y en la reabsorcién de agua a nivel renal, ademas de que ambas
son capaces de promover la contraccién de vasos sanguineos en casos de deshidratacién
aguda. Por su parte, entre los efectos mediados por PRL se encuentran acciones
osmorregulatorias, tanto relacionadas como no relacionadas con la reproduccién
(Nicoll, 1974 y 1980). Los efectos osmorregulatorios no relacionados a la reproduccién
son de mayor relevancia en vertebrados inferiores, si bien también han sido observados
en mamfferos (Nicoll, 1974). Estos efectos incluyen acciones directas sobre diversos
epitelios, inclufdo el renal. En éste, la PRL inhibe la salida de sodio y estimula la
retencién de agua (Nicoll, 1974). Sin embargo, en los mamiferos las acciones
osmorreguladoras de la PRL se manifiestan preferentemente sobre el epitelio mamario
regulando la composicién de la fase acuosa de la leche (Nicoll, 1974 y 1980). De acuerdo
a lo anterior, podrfa proponerse como hipétesis de trabajo que la localizacién de las
PRLs en el SHN podrfa implicar su participacién en la mediacién de los efectos
regulatorios de dicho sistema sobre la regulacién del equilibrio hidrico y de electrolitos
del plasma. En este sentido, la accién de las PRLs neurohipofisiarias podrfa ser
hormonal, siendo distribufda via la circulacién sistémica hacia 6rganos blanco como el

rifién, y/o de tipo local, modificando la secrecién de VP y/o OT.

32



CONCLUSIONES

Los resultados encontrados nos permiten concluir lo siguiente:

1.- La distribucién de las células productoras de PRLs es semejante a la de las
células vasopresinérgicas a través de los niicleos paraventriculares y
supradpticos hipotaldmicos.

2.- Los antfgenos tipo PRL colocalizan con vasopresina en la mayorfa de las
neuronas magnocelulares inmunorreactivas. También se detectaron
neuronas que aparentemente sélo contienen vasopresina o prolactinas.

3.- Los antigenos tipo PRL se encuentran en vesfculas intracelulares de gran
tamaiio en las neuronas magnocelulares. Podrfan encontrarse en vesfculas

diferentes a las que contienen vasopresina en la misma célula.

De estas conclusiones se desprende la siguiente hipétesis:

Miembros de Il familia de las prolactinas son producidas por neuronas

magnocelulares vasopresinérgicas del sistema hipotdlamo-neuroliipofisiario.

R i
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APENDICE

Prolactina

Caracteristicas Estructurales

En los mamiferos, el gen que codifica para la prolactina (PRL) es transcrito, y
posteriormente traducido, segiin la especie, a una proteina constituida por 197-199
aminodcidos que posee un peso molecular aproximado de 23 kDa (PRL 23K). La
secuencia primaria de esta hormona contiene seis dominios estructurales que, en
conjunto, constan de 34 aminoacidos altamente conservados en la escala filogenética. Se
ha sugerido que son estos dominios los responsables de las acciones fisiologicas
comunes a las prolactinas de diferentes especies de mamiferos (Sinha, 1992; Xiong y col,
1992; Yasuda y col, 1986; Yasuda y col, 1991). La estructura terciaria de la PRL es
mantenida mediante tres puentes disulfuro formados por los seis residuos de cistefna
que contiene la protefna. Los enlaces se establecen entre cistefnas consecutivas y, en el
caso de la rata, se forman entre cys-4 y cys-9, cys-56 y cys 172 y cys-189 y cys-197
generando, de esta forma, dos asas pequefias terminales y un asa grande intermedia
(Parlow y Shome, 1976).

La PRL existe como una familia de variantes moleculares que son, en su mayor
parte, producto de modificaciones postraduccionales de la PRL 23K, que usualmente
constituye alrededor del 80% de la PRL total circulante (Sinha, 1992). Entre ellas se
encuentran formas de peso molecular variado (Aston y col, 1984; Cole y col, 1991;
Bollengier y col, 1989; Sinha, 1992; Sinha y Gilligan, 1984), glicosiladas (Bollegier y col,
1989; Lewis y col, 1985; Sinha y Jacobsen, 1987), fosforiladas (Brooks y col, 1994; Wang y
Walker, 1993), desamidadas (Graf y col, 1970; Nyberg y col, 1980), formas

proteoliticamente modificadas, etc. Entre las formas modificadas por proteélisis se ha

34



HyN

COCH

HyN

COOH

16 kDa
HaN

COOH 7 kDa

FIGURA Al Estructura de la PRL 23K y 16K. En (a) se muestra la estructura de la PRL 23K
de rata, juntd con los tres enlaces disulfuro que estabilizan a la molécula. En (b) se encuentra
representado el corte especifico que sufre por incubacidn con la fraccién lisososmal de
glindula mamaria de rata lactante y que produce la prolactina cortada (PRLc). La reduccion
de ¢sta permite Ia separacién de los dos fragmentos producto del corte y que se mantenfan
unidos por el puente disulfuro intermedio.
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identificado una con un corte en el asa mayor (o prolactina cortada) (Mittra, 1980a y
1980b; Wong y cols, 1986) e incluso los dos fragmentos que pueden derivarse por la
reduccion de esta tiltima y cuyo peso es de 16 kDa para el extremo amino terminal y

7kDa para el carboxilo terminal (Mittra, 1980a).

Funciones

La PRL posee un ntimero considerable de acciones bioldgicas: hasta el momento
le han sido vatribuidas mds de 80 acciones diferentes (Nicoll, 1974). En general, dichas
funciones se han catalogado de forma que pertenezcan a alguna de las siguientes
categorfas: (1) balance hidrico y de electrolitos; (2) reproduccién; (3) crecimiento y
desarrollo; (4) efectos metabdlicos; (5) acciones sobre estructuras ectodérmicas e
integumentarias; (6) efectos conductuaies, y; (7) efectos inmunomoduladores (Nicoll,
1974; Nicoll, 1980). Sin embargo, de estas acciones no todas se encuentran representadas
o tienen la misma importancia para todos los tipos de vertebrados. Asf, por ejemplo, los
efectos osmorreguladores representan el papel predominante de la hormona entre los
peces. En los anfibios, las funciones relacionadas con el crecimiento y el metabolismo
son las que adquieren mayor relevancia, mientras que en mamiferos y aves predominan
las acciones relacionadas con la reproduccién (Nicoll, 1974; Nicoll, 1980).

En los mamiferos, las acciones mds estudiadas de esta hormona se han
concentrado en la glindula mamaria, donde estimula tanto el crecimiento del epitelio
alveolar (Elias, 1980), como su diferenciacion y su actividad secretora (Topper y
Freeman, 1980). De hecho, la actividad secretora de la gldndula mamaria comprende
una estimulacién general de los mecanismos biosintéticos intracelulares. La PRL no sélo
estimula la sintesis de protefnas presentes en Ia leche (casefna, a-lactoalbtimina, p-
lactoglobulina, transferrina, etc.), sino también la de enzimas involucradas en la sintesis
de componentes como la lactosa, los lipidos especificos de la leche, etc. (Shiu y Friesen,

1980). Asimismo, la PRL estimula la transcripcion de los genes ribosomales,
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promoviendo la acumulacion del ARN ribosomal en las células mamarias (Shiu y
Friesen, 1980; Topper y Frieman, 1980).

Durante la lactancia también se ponen de manifiesto las acciones
osmorregulatorias de la PRL, ya que para la produccion de leche la glandula mamaria
transporta grandes volliimenes de fluido isotdnico. La PRL ejerce funciones
osmorreguladoras que permiten mantener las diferencias entre la composicion iénica de
la leche y la del plasma (la leche tiene, comparada con el plasma, concentraciones bajas
de sodio y cloro y altas de potasio). Dichas funciones osmorreguladoras resultan de la
modificacién del transporte activo de iones a través de la membrana del epitelio (Shiu y
Friesen, 1980).

Se ha demostrado, ademas, que la PRL incrementa la capacidad de la glandula
mamaria para atraer y retener a las células plasmaticas secretoras de anticuerpos del
tipo IgA, que se encuentran presentes en la leche. Esto, junto con la determinacién de
que existe proliferacion de células del sistema inmune en la leche, ha permitido
proponer que estas observaciones son consecuencia de los efectos inmunomoduladores
de esta hormona (Shiu y Friesen ,1980).

La PRL ejerce, ademas, efectos conductuales que influyen sobre la lactancia. Su
presencia, en conjunto con las hormonas ovéricas, es indispensable para la induccién de
la conducta materna en varias especies de vertebrados (Meites, 1988). Por otra parte, si
bien su administracion en ausencia de esteroides no modifica la conducta materna, en

presencia de éstos la estimula en diversas especies (Nicoll, 1974).

Fuentes de Produccién
L 4
La principal fuente de produccién de PRL y sus variantes moleculares es la
hipéfisis anterior, aunque existen también diversas fuentes extrahipofisiarias, a saber:
los linfocitos, el estroma del endometrio decidual, el miometrio uterino, la glandula

mamaria y el tejido nervioso (Nicoll, 1980).
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a) Adenohip6fisis. Las células adenohipofisiarias secretoras de PRL, o lactotropos, se
encuentran distribuidas en forma homogénea en la adenohipéfisis, aunque se ha
propuesto que son mas abundantes en los bordes externos de la gléndula y en la region
mds cercana a la hipoéfisis intermedia (Papka y col, 1986). Estas células se distinguen por
su forma poligonal, por poseer un reticulo endoplasmico rugoso que presenta un patrén
laminar (a menudo concéntrico), por su aparato de Golgi grande y por la forma
irregular y el gran tamafio de sus granulos secretorios, que va desde 130 a 900 nm
(Baker y col, 1969; Baulieu y Kelly, 1990; Papka y col, 1986; Tougard y Tixier-Vidal,
1988). Se considera que los lactotropos constituyen un 40-50% de las células
adenohipofisiarias (Tougard y Tixiel-Vidal, 1988), aunque su ntmero y actividad
secretora varfa de acuerdo a las condiciones fisiélogicas del organismo. Esto es debido a
que se encuentran influenciadas tanto por estimulos enddégenos (hormonas esteroidales,
etc.) como por estimulos exdgenos (estimulacion del cérvix uterino, succion de las crias
durante la lactancia, etc.).

Todas las variantes moleculares descritas para la PRL se encuentran
representadas en la adenohipéfisis (Sinha, 1995). Por otra parte, es sobre la célula
adenohipofisiaria donde se han llevado a cabo la mayor parte de los estudios
encaminados a analizar la regulacién de la secrecién de esta familia hormonal. A
continuacién se desaribe muy someramente algunos de los aspectos de la regulacién de
la secrecién de la PRL por las células adenohipofisiarias.

Se ha observado que tanto el niimero de lactotropos como la concentracion
adenohipofisiaria de PRL son mayores en la hembra que en el macho, lo que se traduce
en niveles mayores de PRL circulante en la hembra desde el inicio de la funcién ovarica
(Tougard y Tixier-Vidal, 1988). Ademds, en la hembra los niveles de PRL siguen un
patrén determinado. En la rata este patron se caracteriza por un aumento marcado de la
prolactina circulante en la tarde y la noche del proestro, que se correlaciona con un

aumento previo en los niveles circulantes de estrégenos (Neill, 1974).
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Entre los estimulos exdgenos que afectan la secrecién adenohipofisiaria de PRL
quizd el mds importante es la estimulacion producida por la succion del pezén durante
la lactancia. La succién por parte de las crfas provoca la activacién de reflejos
neuroenddcrinos que traen consigo la secrecién adenohipofisiaria de PRL, asi como de
las demdas hormonas involucradas en la secrecién lactea (hormonas adenocorticotréfica
0 ACTH, estimulante de la tiroides o TSH, del crecimiento o GH) y de la OT de origen
neurohipofisiario. Esta Gltima provoca la contraccién de las células mioepiteliales que
recubren los alveolos y conductos mamarios, produciendo elevacién de la presion
intraglandular y la evacuacién de leche (Elias, 1980; Clapp et al, 1987).

La estimulacién de la transcripcion y secrecién de PRL en la adenohipéfisis se
encuentra sujeta también a regulacion de tipo hipotaldmico y sistémico. Por ejemplo, la
hormona tirotropina parece estimular tanto la sintesis como la secrecién de la PRL por
el lactotropo (Neill y Nagy, 1994). Otros factores hipotalamicos involucrados en la
estimulacion de la secrecién de la PRL son el péptido intestinal vasoactivo (vasoactive
intestinal peptide, VIP), la serotonina y algunos péptidos opioides (Neill y Nagy, 1994).
Entre los factores sistémicos estimuladores de su sintesis y liberacién se encuentran los
estrégenos, la norepinefrina y la insulina (Neill y Nagy, 1994).

Sin embargo, la secrecién de PRL se encuentra sujeta principalmente a regulacion
inhibitoria por parte de factores hipotalimicos, entre los que destaca la dopamina (DA).
Esta bioamina es capaz de inhibir tanto la sintesis como la liberacién de PRL por los
lactotropos adenohipofisiarios (Ben-Jonathan, 1985; Lamberts y Macleod. 1990; Martinez
de la Escalera y Weiner, 1992). Ademdas de DA, otros factores hipotalamicos, tales como
el dcido y-amino-butirico (GABA), la somatostatina, la hormona estimulante de los
melanocitos y el péptido asociado a la hormona liberadora de gonadotropinas han sido
implicados también en la inhibicién de la secrecién de la PRL (Neill y Nagy, 1994).

b) Produccién Extrahipofisiaria. En el estroma del endometrio decidual y en el

miometrio uterino se han detectado moléculas con bioactividad tipo PRL que
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comparten con ella caracterfsticas inmunoquimicas (Gellersen y col, 1991; Golander y
col, 1978), ademas de que expresan el ARN mensajero de la PRL (Takahashi, 1984). Sin
embargo, la PRL de origen decidual se encuentra codificada por un gen con una region
promotora ligeramente diferente a la del gen de la PRL adenohipofisiaria (Takahashi y
col, 1984). Este hecho determinarfa una regulacion diferente de su expresién. Se ha
propuesto que la PRL sintetizada por estos tejidos podria estar involucrada en el
mantenimiento del cuerpo ltteo y la tonicidad del fluido amnidtico, asi como en el
proceso de implantacion y desarrollo del feto (Soares y cols, 1991).

En el sistema inmune se expresa el gen de la PRL en diversos tipos celulares, a
saber en los esplenocitos (Montgomery y col, 1987), linfocitos y monocitos (Gagnerault,
1993; Montgomery y col, 1987; Montgomery y col, 1990; Montgomery y col, 1992). En
estas células se han caracterizado diversas variantes de la PRL, que difieren
principalmente en su peso molecular (Baglia y col, 1991; Di Matia, 1988; Montgomery y
col, 1990; Montgomery y col, 1992). Se ha propuesto que los efectos
inmunomoduladores de la PRL sobre este tipo de células podrfan deberse, al menos en
parte, a su accién autdcrina y pardcrina (Gala, 1991).

Enla glandula mamaria también se ha detectado, mediante hibridizacién in situ y
Northern blot, el transcrito para la PRL. Este ha sido encontrado especificamente en las
células del epitelio acinar mamario durante el embarazo y la lactancia (LeProvost y col,
1994; Steinmetz y col, 1993). El transcrito hallado tiene una secuencia idéntica a la del
que codifica para PRL en la adenohipéfisis, ademds de que parece involucrar el mismo
promotor (LeProvost y col, 1994, Steinmetz y col, 1993).

Otro tipo de tejido donde se ha reportado consistentemente la presencia de PRL
es el nervioso. Estudios de inmunocitoquimica han localizado los antigenos tipo PRL
principalmente en las neuronas y tractos nerviosos del hipotdlamo (Fuxe y col, 1976;
Harlan y col, 1991; Nishizuka y col, 1990; Paut-Pagano y col, 1993; Shivers y col, 1989;
Siaud y col, 1989; Tobeau y col, 1979; Thompson, 1982). Sin embargo, también se ha
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descrito material con inmunorreactividad tipo PRL en homogenados de médula espinal,
tallo cerebral y en el liquido cefalorraquideo de la rata (DeVito, 1988a y 1988b; De Vito,
1989b; Emanuele y col, 1986; Emanuele y col, 1987; Emanuele y col, 1989). Ademas, se ha
demostrado que el material inmunorreactivo, obtenido del fraccionamiento
cromatogréfico de distintas dreas cerebrales, posee efectos mitogénicos en bioensayos
especificos para esta hormona (Emanuele y col, 1986; Emanuele y col, 1987, Emanuele y
col, 1989). Estos hallazgos han sido corroborados por la determinacién de la existencia
del ARN mensajero para esta hormona en el hipotdlamo y por el anélisis de mapas de
digestion triptica de las moléculas tipo PRL involucradas.

Como funciones especiﬁcas de la PRL de origen cerebral se ha sugerido que ésta
podria ser responsable tanto de la liberacién de la hormona liberadora de
gonadotropinas (LHRH) (Azad y col, 1990) como la proliferacion de células gliales
(astrocitos) en cultivo (De Vito y col, 1993a y 1993b).

Recientemente, evidencias experimentales descritas en secciones presentadas a
continuacién, han permitido incluir, dentro del sistema nervioso central, al sistema

hipotalamo-neurohipofisiario como fuente de produccién y secrecién de PRLs.

Sistema Hipotilamo-neurohipofisiario

Anatomia General

El hipotdlamo esté formado por dos tipos de neuronas: el primer tipo incluye a
aquellas con las caracteristicas propias de células nerviosas, que se encuentran
involucradas en la recepcion, integracién, conduccién y transmisién sinptica de
mensajes. Adicionalmente a dichas caracteristicas neuronales clasicas, las neuronas quie
componen el segundo grupo tienen propiedades de células enddcrinas, sintetizan

mensajeros quimicos de naturaleza peptfdica, los cuéles son transportados a lo largo de
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sus axones que culminan en redes de capilares y de esta manera son vertidos a la
circulacién sistémica (Baulieu y Kelly, 1990).

Las células del sistema hipotdlamo-neurohipofisiario (SHN) pertenecen al
segundo grupo mencionado y son de tipo magnocelular, ya que tienen un diametro de
20-30 um, mayor al comtin de las neuronas. Estas conforman una parte importante de
los dos pares de nticleos anteriores hipotaldmicos: los niicleos paraventriculares (PV),
situados a cada lado del tercer ventrfculo, y los supradpticos (SO), situados por encima
del tracto éptico (Figura 9) (Reichlin, 1992). Sin embargo, también forman parte de este
sistema los nticleos accesorios magnocelulares, que en conjunto pueden contribuir hasta
con el 50% de las neuronas que proyectan hacia la neurohipéfisis (Cunningham y
Sawchenko, 1991; Silverman y Zimmermarn, 1983). La mayor{a de los axones de estas
neuronas llegan al infundibulo y penetran en la neurohipéfisis. En ésta, los axones
divergen en todas direcciones, terminando cerca de redes de capilares fenestrados. Los
otros constituyentes de la neurohipdfisis son las células gliales, denominados pituicitos
(Reichlin, 1992). Hasta el momento no se ha determinado si los pituicitos tienen alguna
funcién con respecto a la actividad neuroendécrina de este sistema. Las arterias que
alimentan a la hipéfisis posterior son ramas de las arterias inferiores hipofisiarias, que a
su vez son subsidiarias de la carétida interna (Baulieu y Kelly, 1990).

" Los productos de secrecién de las neuronas magnocelulares hipotalamicas son
sintetizados en el reticulo endoplasmico y transportados al aparato de Golgi, donde son
concentrados en granulos secretorios, los cuales son transportados a la terminal del
axén (lo que es conocido como transporte axopladsmico) (Bean y col, 1994). En las
terminales neurohipofisiarias se observan frecuentemente engrosamientos (conocidos
como cuerpos de Herring), que miden de 10 a 20 um y acumulan granulos secretorios,
sirviendo como sitios de almacenamiento (Baulieu y Kelly, 1990). En la terminal, la
liberacién del contenido de los granulos ocurre por exocitosis en respuesta a la

propagacion del potencial de accion. De esta manera los neuropéptios hipotalamicos
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FIGURA A2, Representacion del sistema hipotdlamo-neurohipofisiario de la rata, Se mucstra
un dibujo de un corte coronal del cerebro de rata en Ia regién del hipotdlamo, Se ilustran los
nicleos paraventriculares(PV) y los supragpticos (SO), asf como la’eminencia media y la
neurohipdfisis. En la parte superior derecha de la figura se muestran algunos ejemplos de las

hormonas de tipo peptidico descritas en este sistema pero cuya funcién en éste no ha sido
descrita.
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son secretados a la circulacion general (Bauileu y Kelly, 1990; Reichlin, 1992).

Principales Péptidos: Vasopresina y Oxitocina

Las principales substancias bioldgicamente activas que son liberadas por el
I6bulo neural hipofisiario son clasificadas como de propiedades antidiuréticas
(conservadoras de agua) u oxitdcicas (contractoras del ttero). Estas substancias,
conocidas como vasopresina (VP) y oxitocina (OT), ademas de ser producidas por
células nerviosas del SHN, son sintetizadas también por otros tipos neuronales en otras
regiones del sistema nervioso central. Las principales acciones fisiolégicas de la VP son
la control de la excresion de agua por el rifién, por lo que juega un papel importante en
la regulacién de la presidn osmdtica de los fluidos extracelulares y en la regulacién de la
presion arterial. Por otra parte, las acciones fisioldgicas mejor conocidas de la OT son la
contraccién de las células mioepiteliales de la glindula mamaria (que ayudaré a la
evacuacién de la leche) y Ia contraccién de las células del musculo liso del miometrio
uterino durante el parto.

Estos dos mensajeros son sintetizados como prohormonas en el cuerpo neuronal
y son sujetos a procesamiento proteolftico durante el transporte axonal. En ambos casos
el resultado son dos moléculas proteicas: la hormona (que para ambos casos
corresponden a nonapéptidos con un puente disulfuro en la posicién 1-6) y un péptido
acompafiante de aproximadamente 10 kDa conocido como neurofisina de tipo I (en el
caso de la OT) o de tipoII (en el caso de VP) (Reichlin, 1992). Existe una gran homologfa
entre los dos nonapéptidos resultantes, pues las dos hormonas difieren sélo por los
aminodcidos de sus posiciones 3 y 8. Esto se ha sugerido como una de las razones de
que, a altas concentraciones, la OT es capaz de producir los efectos caracterfsticos de la
VP y viceversa (Jard, 1990).

Hasta el momento se han identificado dos tipos de VP en los mamiferos. El tipo

mds abundante es la arginina vasopresina (que tiene una arginina en la posicién 8),
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mientras que en el cerdo y otras especies de esa familia la hormona natural es la lisina
vasopresina (con una lisina en la posicion 8). En cambio, sélo se conoce un tipo de OT
para todas las especies en que se ha descrito su existencia (Jard, 1990).

Tanto VP como OT son producidas por neuronas localizadas en los nticleos
magnocelulares hipotaldmicos que, como ya se dijo, estdn constitufdos por los nicleos
PV y 8O. Sin embargo, también son producidas por neuronas de los nicleos accesorios
magnocelulares hipotaldmicos, que en la rata incluyen el nticleo paraventricular rostral,
los nicleos fornicales anterior y posterior, el nticleo circular y las células que aparecen
en forma irregular entre los niicleos paraventricular y supradptico (donde generalmente
se asocian a vénulas) (Cunningham y Sawchenko, 1991; Silverman y Zimmerman, 1983).
También se han identificado neuronas de tipo parvicelular (de menos de 20 um) que
sintetizan VP y que se localizan principalmente en el niicleo supraquiasmético, el niicleo
PV parvicelular, y otros sitios extrahipotaldmicos, como son la amigdala, el septo
ventrolateral y la base de la estrfa terminal (Jard, 1990; Renaud y Bourque, 1991),

Como se ha mencionado, la gran mayorfa de los axones de las neuronas de tipo
magnocelular del SHN terminan en la neurohipdfisis, donde liberan sus productos a la
circulacién. Sin embargo, existen ademds fibras vasopresinérgicas provenientes de
neuronas parvicelulares que terminan en el sistema portal hipofisiario en la eminencia
media (Jard, 1990). Asimismo, se han descrito fibras tanto vaso como oxitocinérgicas,
que proyectan hacia numerosas zonas del cerebro y médula espinal (Revisado por
Silverman y Zimmerman, 1983).

Se considera generalmente que la VP y la OT son producidas por diferentes
poblaciones neuronales, ya que la colocalizacién de ambos péptidos en una misma
célula sélo se ha observado en aproximadamente 2-3% de las neuronas magnocelulares
(Mezey y Kiss, 1991). No obstante, se han reportado casos especiales, como los primeros
dfas de la lactancia, donde el niimero de células que sintetizan ambos péptidos aumenta

considerablemente (hasta un 17 % del total de neuronas magnocelulares [Mezey y Kiss,
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1991]). La distribucién de las neuronas magnocelulares vasopresinérgicas difiere de las
oxitocinérgicas a través de los nicleos PV y SO (Rhodes y col, 1981). En el nticleo SO la
distribucién de las neuronas vasopresinérgicas es més ventral a la de las oxitocinérgicas
(Rhodes y col, 1981). Asimismo, en el nécleo PV las neuronas vasopresinérgicas se
circunscriben principalmente a la regién ldtero dorsal del nicleo y ocupan un 4rea
menor que las células oxitocinérgicas, que se encuentran principalmente en la region
medial y hacia la periferia del nticleo (Rhodes y col, 1981; Cunningham y Sawchenko,
1991).

Tanto VP como OT producen sus efectos a través de receptores localizados en la
superficie de sus tejidos blanco. En el caso de VP, han sido descritos dos tipos de
receptores funcionales: el V2, que se ha identificado s6lo en los tibulos renales y que se
acopla al sistema de la adenilato ciclasa, y; el Vi, que fue descrito en higado y el
misculo liso de vasos sangufneos, y que parece acoplarse al sistema de
fosfoinositidos/Ca2* (Jard, 90). Los receptores para OT han sido caracterizados en el
miusculo uterino y la glandula mamaria, encontrdndose que, funcionalmente, son
homélogos al tipo V1 de los receptores de VP (Jard, 1990). Como ya se mencioné, los
receptores para uno de estos mensajeros son capaces de reconocer, con baja afinidad, al
otro mensajero. Es por ello que, a altas dosis, tanto VP como OT son capaces de inducir
todos los efectos de la otra hormona (Jard, 1990).

Adicionalmente a las funciones descritas, se ha propuesto que ambos péptidos
pudiesen funcionar como mensajeros a nivel local (pardcrinos y/o autdcrinos) en el
sistema nervioso central, y en particular, en el sistema hipotdlamo-neurohipofisiario
(Sawchenko y col, 1992). Por ejemplo, se ha descrito la presencia de los receptores para
ambas hormonas en distintas regiones del cerebro, incluidos los nticleos magnocelulales
hipotaldmicos (Renaud y Bourque, 1991). También se ha observado la presencia de
ambos nonapéptidos en medio de perfusion del drea de los niicleos PV y los 50O, lo que

- implica su liberacién local (Renaud y Bourque, 1991).
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Colocalizacién con otros Péptidos. Actualmente es claro que las neuronas
magnocelulares hipotaldmicas contienen péptidos bioactivos que coexisten con VP y/o
OT. Los péptidos colocalizados en las células magnocelulares se encuentran en
concentraciones de 2-3 érdenes de magnitud menores a aquellas de VP y OT, por lo que
se presupone que su posible secrecion a la circulacién sistémica sea de poca relevancia
funcional (Sawchenko y col, 1992). Es por ello que se ha propuesto que el significado
funcional de estos péptidos radique en la regulacién local, en particular de la secrecién
de VP, OT, o de ambas (Cunningham y Sawchenko, 1991; Sawchenko y col, 1992).

Entre los primeros estudios realizados que determinaron la colocalizacién de
algiin péptido en este sistema se encuentran los de Martin y Voigt (1981). Ellos
demostraron, mediante técnicas de inmunocitoquimica a nivel de microscopia de luz, la
colocalizacién de OT con met-encefalina, mientras que VP se encuentra colocalizada,
aunque no siempre, con leu-encefalina en las terminales nerviosas neurohipofisiarias. La
colocalizacién de estos péptidos opioides también ha sido analizada a nivel de grénulos
secretorios (Renaud y Bourque, 1991). En apoyo a que la funcién de estos opiodes sea el
inhibir la secrecién de OT a nivel de las terminales nerviosas, se mostré que met-
encefalina reduce la secrecion de OT al medio de incubacién de explantes
neurohipofisiarios (Leng y col, 1994). Otro péptido opiode presente en las neuronas
vasopresinérgicas es la dinorfina, que se encuentra en todas las neuronas
magnocelulares que contienen esa hormona (Watson y col, 1982). Se cree que ésta, al
igual que la met-encefalina, tiene como posible funcién el inhibir la liberacién de OT a
nivel de las terminales nerviosas en la neurohipéfisis (Leng y col, 1994)

Ademds de estos péptidos, se han identificado en uno u otro tipo de las neuronas
del SHN otros péptidos, a saber: el neuropéptido Y, la galanina, la hormona liberadora
de corticotropinas, el glucagon, la colecistoquinina y la angiotensina II (Renaud y
Bourque, 1991; Scheithauer y col, 1992). A continuacién se presentan, en forma breve,

algunas de las observaciones que se han realizado al respecto de posibles acciones de los
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péptidos identificados en neuronas magnocelulares del sistema hipotdlamo
neurohipofisiario. Cabe aclarar que no se pretende abarcar todos los estudios acerca de
el efecto de una determinada horimona en este tipo de células, sino sélo mencionar las
observaciones que parecen dar una idea mas clara acerca de su posible funcién
fisiologica.

El neuropéptido Y (NPY) consta de 36 aminoéacidos y esta relacionado con la
familia de polipéptidos pancreiticos. Este se encuentra presente en terminales axonicas
que hacen sinapsis en somas magnocelulares tanto del niicleo PV como del SO, siendo
algunas de estas terminales también inmunorreactivas para VP (Sawchenko y Pfeiffer,
1988), aunque también ha sido observado en la eminencia media y la neurohipéfisis
(Larsen y col, 1994). La evidencia de su posible funcién en el sistema nervioso central
estd dada por la observacion de que su inyeccién directamente en el NSO produce un
aumento en los niveles plasmaéticos de VP y el hecho de que, a nivel celular, su
aplicacién sobre neuronas del nicleo SO posee una influencia excitatoria débil (Renaud
y Bourque, 1991). En forma mds reciente, también se ha reportado que es capaz de
potenciar, in vitro, la liberacion de VP a nivel de la neurohipéfisis (Larsen y col, 1994).

La galanina se colocaliza con VP en las neuronas de ambos nicleos, en el PV
como en el SO. Adicionalmente, se ha detectado también en los somas de neuronas
oxitocinérgicas y en los procesos axonales neurosecretores en la neurohipéfisis
(Gaymann y Martin, 1989). Por otra parte, la galanina se encuentra ampliamente
distribuida en el cerebro (Gaymann y Martin, 1989). Sin embargo, hasta el momento no
se sabe si posee alguna funcién central.

La colecistoquinina, que es un péptido gastrointestinal de los mamiferos, es
sintetizada también en el cerebro, donde se ha propuesto que se relaciona con la
sensacion de saciedad y los mecanismos de ingestion de alimentos (Baile y col, 1986). El
que este péptido pueda tener un papel en la regulacién central de VP y OT es indicado,

principalmente, por su presencia en el sistema hipotdlamo-neurohipofisiario, su
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colocalizacién con fibras y células oxitocinérgicas y el que sus niveles en el 16bulo neural
disminuyen marcadamente durante la lactancia y los estados hiperosmolares (Renaud y
Bourque, 1990). Ademds, se ha reportado: (a) que la inyeccién de colecistoquinina en el
ventriculo lateral eleva los niveles plasméticos de VP (Marley y col, 1984); (b) que
cuando se aplica de forma exégena durante registro extracelular in vivo ésta excita a la
mayorfa de las neuronas del niicleo supradptico (Jarvis y col, 1988); (c) infusiones de
colecistoquinina en el medio de perfusién de explantes del hipotalamo de la rata puede
producir liberacién tanto de VP como de OT en el drea de la neurohipéfisis (Jarvis y col,
1989), y; (d) concentraciones bajas (108-1010 M) de colecistoquinina son capaces de
liberar OT y VP de neurohipofisis aisladas (Bondy y col, 1989).

La angiotensina circulante tiene funciones involucradas con la regulacién del
sistema cardiovascular y la regulacién del balance de fluidos corporales (van Wimersma
Greidanus y Hellebrekers, 1991). Parte de estas acciones se llevan a cabo mediante su
influencia, tanto directa como indirecta, en la liberacién de VP. La posibilidad de que
tenga efectos locales en la neurohipofisis se ha originado por la determinacién de que
esta molécula se encuentra presente en neuronas magnocelulares del nticleo PV y en sus

terminales neurohipofisiarias (Renaud y Bourque, 1991).
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