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Prolactma Estimula la Secrecidn de Vasopresina

Los resultados expuestos en el presente trabajo han contribuido a la publicacién de cinco
articulos en revistas arbitradas de difusion internacional y se espera publicar uno mas también en
este tipo de revista. De estos cinco frabajos, uno fue publicado como primer autor

(Neuroerdocrinology 66; 151).

Los articulos publicados son los signientes:

The prolactin gene is expressed in the hypothalamic-neurohypophyseal system and the protein is
processed into a 14-kDa fragment with activity like 16 —kDa prolactin. Clapp, C., Torner,
L., Gutiérrez-Ospina, G., Alcantara, E., Lopez-Gomez, F.J. Nagano, M., Kelly, P.A |
Mejla, S., Morales, MLA. y Martinez de la Escalera, G. (1994). Proc. Natl. Acad. Sci. US4
91; 10384,

Immunoreactive prolactins of the neurchypophyseal system display actions characteristic of
prolactin and 16K prolactin. Lopez-Gomez, F.J., Tomer, L., Mejia, S., Martinez de la
Escalera, G. y Clapp, C. (1995) Endocrine 3; 573.

A l4-kilodalton prolactin-like fragment is secreted by the hypothalamo-neurohypophyseal
system of the rat. Torner, L., Mgjia, S., Lopez-Goémez, F.J., Quintanar, A., Martinez de la
Escalera, G. y Clapp, C (1995) Endocrinology 136; 5454

Changes in the expression of meurohypophyseal prolactins during the estrous cycle and after
strogen treatment. Torner, L., Nava, G., Duefas, Z., Corbacho, A, Mejia, S., Lopez, F.,
Cajero, M., Martinez de la Escalera, G. y Clapp, C. (1999) J. Endocr. 161, 423.

Immunoreactive prolactin forms colocalize with vasopression in neurons of the hypothalamic
paraventricular and supraoptic nuclei, Mejia, S., Morales, M. A, Zetina, M.A., Martinez de
la Escalera, G y Clapp, C (1997) Neuroendocrinology 66; 151.

An autocrine prolactin-stimulated vasopressin secretion from rat hypothalamo-neurohypo-
physeal explants. Mejia, S., Torner, L., Morales, M A, Martinez de la Escalera, G. Y
Clapp, C. Manuscrito en preparacion.
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RESUMERN

El sistema hipotalamo-neurohipofisiaro comprende neuronas localizadas en los niicleos
paraventricular (PV) v supradptico (SO) del hipotalamo y sus terminales neurchipofisiarias. Este
sistema produce y secreta a la circulacién las neurchormonas vasopresina (VP) y oxitocina (OT),
pero también expresa un gran numero de péptidos bivactivos, entre los que se encuentra la
prolactina {PRL). Estudios previos han mostrade que el ARN mensajero de PRL se expresa en
este sistema y se traduce hacia proteinas de masas moleculares de 23 y 14 kDa. Se ha propuesto
que los péptidos activos localizados en neuronas vasopresinérgicas y oxitocinérgicas podrian
funcionar como reguladores autdcrinos o paracrinos de la secrecion de las hormonas
neurchipofisiarias,

En esta tesis investigamos esta hipdtesis para la PRL hipotalamo-neurchipofisiaria a través
de analizar: (a) si los estrogenos, reguladores de VP, OT y PRL (adenohipofisiaria), afectan la
expresion del ARN mensajero de PRL en los nicleos PV y SO; (b} si la PRL y su receptor se
colocalizan con VP o con OT en las mismas neuronas, y; (¢) si la PRL y un fragmento de 16 kDa
de ésta, comparable a la PRL de 14 kDa neurohipofisiaria, estimulan la secrecion de VP por
explantes hipotalamo-neurchipofistarios in vitro.

Los resultados obtenidos muestran que la expresion del ARN mensajero de PRL, evaluada
por retrotranscripcidn v reaccion en cadena de la polimerasa en nicleos PV y OT aislados es
mayor en las hembras que en los machos v que en las hembras esta expresion se incrementa
durante el estro. En apoyo a que este incremento puede deberse a los estrogenos, el tratamiento
de animales ovariectomizados con estradiol aumento Ia expresion del ARN mensajero de PRL en
ambos nticleos. Ensayos de doble inmunocitoquimica demostraron la colocalizacién de PRL y de
VP en las mismas neuronas de los nicleos PV y SO v la localizacion del receptor de PRL tanto
en las neuronas vasopresinérgicas como oxitocinérgicas de ambos nucleos. La PRL 23K y la
PRL 16K estimularon significativamente la secrecidn de VP por explantes hipotalamo-
neurohipofisiarios y el efecto fue dependiente de la dosis.

Estos hallazgos apoyan la hipdtesis de que las PRLs pueden actuar como reguladores
locales de la secrecidon de las neurohormonas del sistema hipotalamo-neurohipofisiario,
especificamente como factores autocrinos en la secrecion de VP. Este efecto podria tener
particular relevancia en condiciones fisiologicas asociadas a niveles altos de estrogenos
circulantes.
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INTRODUCCION

Se conoce como sistema hipotdlamo-neurohipofisiaric al conjunto de neuronas
magnocelulares localizadas en los micleos supradpticos (SO) y paraventriculares (PV) del
hipotdlamo cuyas terminales axOnicas conforman la neurohipofisis o hipdfisis posterior. Este
sistema se encuentra compuesto casi exclusivamente por dos poblaciones celulares: neuronas que
secretan vasopresina (VP) y neuronas que secretan oxitocina (OT). Ambas hormonas son
sintetizadas como prohormonas y posteriormente transportadas y procesadas hacia los péptidos
activos en las proyccciones axonales via Ja eminencia media hasta la neurohipéfisis, de donde
son liberadas a la circulacién junto con las porciones moleculares precursoras (neurofisinas;
Hatton, 1990).

Mientras que la VP tiene como funciones principales la regulacion de la presion arterial y
el equilibrio hidrico del organismo, la OT se relaciona principalmente con el trabajo de parto y la
evacuacién de leche durante la lactancia (Baulieu y Kelly, 1990: Reichlin, 1992). Estas dos
neurchormonas, a pesar de ser las més conocidas, no son las Unicas sintetizadas por el sistema
hipotalamo-neurohipofisiario. Diversas evidencias muestran que las neuronas de este sistema
expresan y secretan otros mensajeros peptidicos. Entre éstos se encuentran la dinorfina, las
encefalinas, la angiotensina II, la colecistoquinina y otros (ver apéndice). Se han propuesto
efectos tanto locales como sistémicos para algunos de estos péptidos neurohipofisiarios
(Sawchenko y cols, 1992), e incluso para las mismas VP y OT. Al respecto se considera que
estas neurohormonas pudiesen tener efectos locales sobre el sistema estimulando su propia

secrecion (Jourdain y cols, 1999).

Evidencia experimental de nuestro laboratorio ha permitido incluir a la prolactina (PRL)
entre el grupo de los péptidos producidos por el sistema hipotalamo-neurohipofisiario. Esta
hormona, involucrada en una gran cantidad de funciones y sintetizada por una gran variedad de
tejidos (Bole-Feysot y cols, 1998; Ben-Jonathan y cols, 1996, Sinha, 1993), es en realidad una

{amilia molecular derivada de la expresién de un gen Unico donde su producto de 23 kDa (o PRL
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23K) es sujeto a diversas modificaciones postraduccionales como la glicosilacién, la

fosforilacién y la protedlisis (consultar Sinha, 1995).

Entre los tejidos descritos como productores de PRL se encuentra el nervioso y, en
particular, el del hipotitamo (Ben-Jonathan y cols, 1996). En el hipotalamo, la deteccién
inmunoldgica de PRL con el uso de anticuerpos dirigidos contra la forma de 23 kDa incluye
preferencialmente a los micleos arcuato y ventromedial (DeVito, 1988a; DeVito y cols, 1987;
Emanuele y cols, 1986; Harlan v cols, 1989; Siaud y cols, 1989; Thompson, 1982; Toubeau y
cols, 1979). Sin embargo, con el uso de anticuerpos policlonales dirigidos contra un fragmento
de 16 kDa de PRL (o PRL 16K; ver apéndice) se encontrd immunorreactividad en somas
neuronales de los micleos PV y SO, asi como en sus proyecciones neurohipofisiarias (Clapp ¥
cols, 1994; Gutiérrez-Ospina, 1995). Este hallazgo contrastd, de manera sorpresiva, con otros
reportes donde las neuronas de ambos niicleos no contenian PRL o la contenfan en cantidades
mucho menores a otros niicleos hipotalamicos (DeVito y cols, 1987, Emanuele y cols, 1986;

Siaud y cols, 1989; Thompson, 1982; Toubeau y cols, 1979).

Este resuliado inesperado fue corroborado por evidencias que documentan la produccion,
secrecion y bioactividad de las PRLs en el sistema hipotalamo-neurohipofisiario (Lépez-Gémez
y cols, 1995; Torner y cols, 1995). Con respecto a esto mencionaremos de forma breve que se
observé que estas moléculas no desaparecen del hipotdlamo de ratas hipofisectomizadas
(procedimiento realizado para remover la hipofisis anterior, que es el principal sitio de sintesis de
prolactina y que podria estar encargado de proveer de esta hormona a otros tejidos, incluido el
nervioso) (Torner y cols, 1995). Ademas, el ARN mensajero para PRL se expresa en los nicleos
PV 'y SO aislados (Clapp y cols, 1994; Torner y cols, 1995) y se traduce a proteinas de 23 y 14
kDa que poseen propiedades biologicas e inmunologicas especificas para esta familia hormonal
(Lopez-Gomez y cols, 1995). De hecho, dado que aproximadamente el 80% de la antigenicidad
total en los extractos neurchipofisiarios corresponde a la proteina de 14 kDa (Clapp y cols,
1994), se especula que la falta de deteccion de PRL en el sistema hipotalamo-neurohipofisiario
es consecuencia de que los anticuerpos dirigidos contra la PRL integra no reaccionan o lo hacen
pobremente con la PRI. de menor tamafio (Mejia y cols, 1997). En apoyo a esta posibilidad, en
huestro laboratorio no fue posible observar PRE hipotalamo-neurohipofisiaria con el uso de
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antisueros dirigidos contra PRL 23K (Clapp y cols, 1994). Creemos que la PRL de 14 kDa
probablemente corresponde a un fragmento amino-terminal de PRL. Esta proteina es reconocida
por anticuerpos policlonales y monoclonales dirigidos contra el extremo amino-terminal de PRL
(Clapp y cols, 1994; Torner y cols, 1995), mas no por anticuerpos monoclonales dirigidos contra
la region C-terminal (resultados no publicados). Mas aun, la PRL neurohipofisiaria de 14 kDa
inhibe la proliferacion de células endoteliales en cultivo, efecto que comparte con ¢l fragmento

amino-terminal de la PRL de 16 kDa (Lépez-Gémez v cols, 1995).

Ahora bien, la presencia de PRLs en el sistema hipotilamo-neurohipofisiario nos llevé a
preguntarnos cual es su posible funcién. Al respecto, estas PRLs podran actuar como
mensajeros enddcrinos o como mensajeros locales, ya sea autderinos o paracrinos. Estas
posibilidades se apoyan en que tanto explantes hipotilamo-neurohipofisiarios como
neurchipofisis aisladas son capaces de secretar, de forma dependiente de calcio, a ambos
péptidos al medio de incubacion (Torner v cols, 1995). Mas aun, ¢l ingreso de las PRLs a la via
de secrecion neuronal se apoya en su localizacion en los granulos secretorios de estas neuronas
(Megjia y cols, 1997). En apoyo a posibles acciones periféricas para la PRL neurchipofisiaria se
ha detectado la presencia de una PRL de 14 kDa en Ja circulacion v se encontrd que el rifion,
conocido organo blanco de la PRL, puede unir con mayor afinidad fragmentos de esta hormona
que a la PRL misma (Clapp y cols, 1989). Finalmente, la PRL de 14 kDa tiene efectos

antiangiogénicos (Lopez-Gomez y cols, 1995) y podria ejercerlos sistémicamente.

Existen también evidencias que apoyan el que las PRLs sean mensajeros locales de este
sistema. La idea de que los péptidos neurohipofisiarios tienen una accion local surge, en parte, de
que éstos suelen encontrarse en concentraciones bajas, de dos a tres Ordenes de magnitud
menores, con respecto a VP y OT (Cunmngham y Sawchenko, 1991). Se considera que su
dilucion al ser secretadas a la circulacion limitaria posibles acciones periféricas. Sin embargo,
esta idea se ve reforzada por observaciones en diferentes biocensayos que muestran que algunos
de estos neuropéptidos pucden afectar la secrecion de VP o de OT. Por ejemplo, el uso de
agonistas y anlagonistas opioides permitid demostrar que la secrecion de OT, pero no la de VP,
es estimulada por dinorfina A (Bondy y cols, 1988), y no por encefalinas (Bicknell, 1985;
Bicknell y cols, 1985). La dinorfina A se encuentra en células vasopresinérgicas mientras que las

6
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encefalinas se localizan tanto en neuronas vasopresinergicas come oxitocinérgicas (Martin y
Voigt, 1981). En cambio colecistoquinina, que es sintentizada por células oxitocinérgicas, parece
Ser un potenie secretagogo tanto de VP como de OT en las terminaciones neurchipofisiarias
{Bondy y cols, 1989). Otro ejemplo es la AH, que se sabe estimula la secrecién de VP al medio
de incubacién de explantes hipotilamo-neurohipofisiarios (Sladek y Joynt, 19792). Asimismo, y
como ya se menciond anteriormente, también existe la posibilidad de que VP y/u OT afecten su
propia secrecion. Al respecto se ha observado la presencia de ambos nonapéptidos en medio de
perfusion del area de los nicleos PV y SO, o que 1mplica su posible liberacién local (Renaud v
Bourque, 1991). Ademas, se sabe que en el nficleo SO existen elementos pre- y postsinapticos
que contienen oxitocina. Algunas de estas sinapsis oxitocinérgicas ocurren sobre las propias
neuronas que contienen OT y podrian representar la base anatémica para la accién autderina de

esta hormona sobre su secrecion (Jourdain vy cols, 1999; Theodosis, 1985).

Con respecto a posibles efectos locales de las PRLs neurohipofisiarias, se ha encontrado
que el receptor para PRL se expresa en el hipotélamo, incluidos los nucleos PV y SO
(Crumeyrolle-Arias y cols, 1993; Roky v cols, 1996). Esto sugiere que las PRLs del sistema
neurohipofisiario pudiesen ejercer efectos autécrinos y/o parécrinos sobre las neuronas de los
nicleos PV y SO. Al respecto, en un estudio previo (Mejia, 1996; Mejia y cols, 1997) se observd
que las neuronas que contienen PRL presentan una distribucion muy similar a la de las neuronas
magnocelulares vasopresinérgicas, la cudl es diferente de la de las magnocelulares
oxitocinérgicas. Asi, en el niicleo PV, las neuronas vasopresinergicas v las que contienen PRL se
distribuyen preferencialmente en las regiones posteriores y centrales. En cambio, las neuronas
oxitocinérgicas tienden a ocupar una region mas anterior y se distribuyen en la periferia del
nucleo. SimiJarmente, en el nucleo SO las neuronas positivas a PRL y las vasopresinérgicas
tienden a aparecer en la region ventral del nicleo, mientras que las oxitocinérgicas ocupan la
region dorsal y distal del mismo (ver Mejia, 1996). La colocalizacion celular de PRL y VP
sugerida por dicho estudio permite especular sobre posibles mecanismos de regulacion y efectos
comunes de ambas hormonas. Se sabe que la PRL posee efectos osmorregulatorios sobre la
concentracion iénica de fluidos corporales en jos diversos grupos de vertebrados (Nicoll, 1980) y
algunos de estos efectos podrian involucrar a las PRLs neurohipofisiarias gracias a acciones
autocrinas de dstas sobre la liberacion de VP Alternativamente, las PRLs neurohipofisiarias

7
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MATERIALES Y METODOS

Anticuerpos. Se utilizé un antisuero anti-PRL. 16K generado en conejo en una dilucidn de
1:500. La especificidad del antisuero anii-PRL 16K fue corroborada gracias a su
inmunoadsorcion con PRL 16K (1 pM) v su falta de reactividad con otros péptidos
hipotalamicos, incluidas VP y OT (ver Clapp y cols, 1994). Los antisueros policlonales anti-
vasopresina y anti-oxitocina (donados por el Dr. W. Samson, University of Saint Louis, St.
Louis, MO) se utilizaron a una dilucién 1:1000. Los receptores a prolactina se analizaron
utilizando el anticuerpo monoclonal US (donado por el Dr. P.A. Kelly, INSERM, Francia). El
revelado se realizé con antisueros policlonales anti-IsG de conejo acoplados a rodamina (RITC)
v a fluoresceina (FITC), asi como con antisueros anti-IgG de raton acoplados a los mismos
fluordforos (Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc. Pennsylvania).

Prolactina 16K. Este fragmento fue generado in vitro mediante la proteolisis de un estandar de
PRL de rata con extractos de glandula mamaria de acuerdo al método descrito (Clapp y cols,
1989).

Animales. Se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar con un peso de 200-250g que fueron
mantenidas en periodos de Miz-obscuridad de 12 h. En el caso de los ensayos de
inmunocitoquimica, éstos fueron realizados con animales en la fase del estro (determinada por
examen del exudado vaginal). Para los estudios de expresién de PRL en cerebro, la citologia
vaginal de las hembras fue monitoreada por tres ciclos consecutivos y fueron sacrificadas entre
las 11:00 y las 12:00 de la mafiana del dia en que se encontraban en la fase de estro, proestro y
diestro. A un grupo de hembras (n=12) se les ovariectomizé de forma bilateral bajo anestesia
profunda (pentobarbital, 130 mg/kg) v a la mitad de éstas se le implantd de forma subcutanea
una capsula de liberacién lenta de benzoato de estradiol (Tomer y cols, 1999). Diez dias después
de ser ovariectomizadas, tanto las ratas control como la implantadas con la capsula de estradiol
fueron sacrificadas por decapitacion y sus cerebros e hip6fisis fueron congelados a —70°C.

Preparacion de muestras. Animales bajo anestesia profunda (0.4 ml/kg de Anestesal) fueron
perfundidos de forma intracardiaca con 250 ml de amortiguador de fosfatos 0 1 M, pH 7.4, en
disolucion salina isotonica fria (PBS). Subsecuentemente se perfundieron con paraformaldehido
al 2% y 4cido picrico 0.18% en PBS fiio por 3-5 min a flujo rapido y otros 45 min a flujo lento
hasta completar 250 ml. Cerebro e hipofisis fueron postfijados 2 h a temperatura ambiente en el
mismo fijador y posteriormente transferidos a sacarosa al 20% en PBS hasta la saturacion del
tejido. Las muestras fueron seccionadas a —16°C en un cridstato modelo 975C (American Optical
Co., Buffalo, N.Y ).

Inmunocitoquimica. Se llevd a cabo de acuerdo al método descrito (Mejia v cols, 1997).
Mencionaremos, en forma breve, que los cerebros fueron cortados en forma coronal entre los
800 y 1200 pum caudales a la comisura anterior Los cortes, de un grosor de 25 um en el caso de
cerebro y de 12 um en el de hipdfisis [ueron recogidos en laminiltas previamente desengrasadas,
tratadas con Vectabond (Vector Laboratories, Burlingame, CA), v bloqueadas por incubacion
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durante 1 h a temperatura ambiente en PBS adicionade de alblimina sérica bovina al 2% v suero
normal de cabra al 2%. Subsecuentemente, las laminillas se incubaron con el anticuerpo primario
durante toda la noche a 4°C. Al término de la incubacion se lavd el excese de anticuerpo v se
realizé el revelado con el anticuerpo secundario correspondiente (diluido 1:200 en todos los
cagos) incubando durante 2 h. Las muestras se lavaron, montaron en glicerol/PBS (50%/50%) vy
se analizaron por microscopia de epifluorescencia y confocal. En el caso de las muestras
reveladas con un reactivo precipitable se siguid el mismo procedimiento. Sin embargo, en el
revelado se utilizé un anticuerpo secundario biotinilado anti-conejo diluido 1:200 durante 1 h. Se
lavo el exceso de anticuerpo y se incubd por 1 h més con el complejo biotina-avidina acoplado a
peroxidasa de acuerdo al método recomendado (método ABC; Vector Laboratories, Burlingame,
CA). Las muestras, después de lavarse, fueron expuestas a diaminobencidina (DAB) al 0.05% y
peroxido de hidrégeno al 0.015% durante 3-4 min. Finalmente, ¢l tejido fue montado en Enteflan
y analizado por microscopia de luz visible. Las células positivas se observaron cubiertas por un
precipitado café. Para los experimentos de doble inmunocitequimica la reaccién se realizd
incuband las muestras con los anticuerpos primarios de interés de forma simultinea (anti-
receptor a PRL coincubado con anti-VP o anti-receptor a PRL coincubado con anti-OT) durante
la noche y revelando posteriormente también por coincubacién con los anticuerpos secundarios
correspondientes {(anti-IgG de conejo acoplado a fluoresceina en el caso de los anticuerpos
Policlonales anti-VP y anti-OT, y anti-IgG de ratéon acoplado a rodamina en el caso del
anticuerpo monoclonal U5, ambos diluidos 1:200). El procesamiento posterior de las muestras
fue igual al utilizado en la inmunofluorescencia sencilla y en ningan caso se observé reactividad
cruzada {evaluada por fluorescencia) entre los anticuerpos primarios y secundarios.

Ezplantes hipotdlamo-neurohipofisiarios. Los animales fueron sacrificados por deeapitacion y
el explante se tomd de la region ventral del hipotalamo mediante una aproximacion caudal. Con
ayuda de un microscopio estereoscopico se eliminé la hipdfisis anterior. El blogue de tejido se
recuperd cortando en forma rostral al quiasma Optico, lateral a los nicleos paraventriculares y
dorsal a los cuerpos mamilares. El tejido fue separado del cerebro a una profundidad de
aproximadamente 2 mm y por inspeccion ocular se vio que incluyera los nficleos PV, SO, los
nucleos accesorios magnocelulares, asi como el tallo neurohipofisiario y la neurohipofisis. Los
explantes fueron colocados de forma individual en 1 ml de medio F-12K modificado por Kraign
(Gibco BRL, Grand Island, NY) adicionado de 20% de suero fetal bovino, 1 mg/m} de glucosa,
100,000 U/ml de penicilina G y 100,000 ug/ml de estreptomicina. El tejido fite colocado en un
incubador-humidificador a 37°C en una atmésfera de 0,/CO; (95/5%) hasta el momento de su
uso, que fue de 18 a 24 h después del aislamiento. El dia del ensayo se realizd un lavado previo
del explante con medio de incubacién fresco y posteriormente se le incubé en el mismo por
varios periodos consecutivos de 45 min (5 a 8 periodos, dependiendo del experimento). El medio
de incubacion de cada periodo se almacend a —70°C.

Radioinmunoensayo de vasopresina. La VP liberada al medio de incubacién fue medida por
radicinmunoensayo. Tanto Ja curva patrén (1 a 1000 pg) de VP como las muestras problema
fueron analizadas por duplicado diluidas en un volumen final de 800 ul con PBS 0 01M, pH 7.6.
A cada tubo se adicionaron 100 pl del antisuero anti-vasopresina diluido previamente (1:2000 en
PBS 0 01M, EDTA 0.05 M y suero normal de conejo 1:100) y 100 ul de ['*[]iodo-vasopresina
(10,000 cpm) diluida er PBS 0 IM, BSA 0.1%. Las muestras fueron incubadas por 18-24 h a
temperatura ambiente al cabo de las cuales se precipité la |'*1liodo-VP libre con 100 pl de una
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disolucién de carbon activado/dextrn (6.25 g/0.625 g en PBS, pH 7.6). Las muestras se
centrifugaron 30 min a 3,500 rpm y la radioactividad del sobrenadante se cuantificod en un
contador de centelleo.

Aislamienio de ARN, retrotranscripcién inversa y reaccién en cadena de la polimerasa
(RT-PCR). Se utilizaron 40 nucleos PV y 40 nficleos SO por cada grupo experimental. Estos
fueron aislados por la técnica de microextraccion (Palkovits, 1983) a partir de rebanadas de
cerebros congelados de 0.5 mm. El ARN total de nucleos PV v SO, de la corteza cerebral y de
pituitaria anterior fue extraido por el método de fenol-cloroformo (Chomeczynski y Sacchi,
1987). Los cebadores utilizados para la retrotranscripcién fueron los siguientes: para PRL de rata
se utilizd un cebador 5 correspondiente al exon 2 {5°-
TGTTCTGGTGGCGACTGCCAGACACCT-3%) y un cebador 3° complementario para el exon 4
(S-TATCTTTTCGATCCCTTCGAGAAGCCG-3"). El producto esperado de la amplificacion
de estos dos cebadores es de 388 pb. Para la amplifiacion del ARNm de B-actina se utilizd el
cebador 5 5-ATGGTGGGAATGGGTCAGAA-3> v e cebador 3°:  5°-
TCGTACTCCTGCTTGCTGA-3’, cuyo producto esperado es de 876 pb.

El ARN total (1.5 ug) fue retrotranscrito por 1 h a 37°C en 24 pl de Tris-HCI 20 mM (pH 8.3)
que contenian KCl 30 mM, MgCl; 2.5 mM, desoxirribonucledtidos (0.2 mM de cada uno), 600
ng del cebador oligo (dT), 5 U de RNAsina (Promega, Madison, WI, USA) v 200 U de
transcriptasa inversa (del virus Moloney de leucemia murina). Después de la incubacién la
mezcla se calento a 96°C por 5 min y se enftié en hielo. Tres il de esta mezcla se adicionaron a
la mezcla de reaccién para PCR que incluyd 20 pl de Tris-HCl 20 mM (pH 8.3), KCl 50 mM,
MgCl; 2 mM, 200 uM de cada desoxirribonucledtido, los dos cebadores en una concentracion de
400 sM y 1 U de Taq DNA polimerasa. Después de desnaturalizar por 3 min a 94°C, la
amplificacion se realizé por 40 ciclos (cada ciclo constd de incubaciones sucesivas a 94°C por 30
s, a 65°C por 45 s y a 72°C por 45 s) seguidos por una incubacién de 7 min a 72°C al final de Ia
amplificacion. Para actina se utilizd una temperatura de renaturalizaciéon de 55°C durante los 40
ciclos en lugar de la temperatura de 65°C utilizada para PRL..

Southern blot. La mezcla de amplificacion fue procesada en un gel de agarosa 1.2% vy
transferida a membranas de Hybond-N (Amersham International, Amersham, Bucks, UK). Las
membranas fueron hibridizadas con ADN complementario del gen de PRL (generosamente
donado por R. Maurer, Oregon Health Sciences University, Portland, OR, USA). Las sondas
fueron marcadas con [32P]JdATP de acuerdo al método descrito (Feimberg & Vogelstein, 1983).
La hibridacion se realizé por 16 h a 68°C en una disolucion SSC 5x (1x = NaCl 150 mM, citrato
de sodio 15 mM, pH 7.0), SDS 0.5%, solucién de Denhardt 6x y DNA de esperma de salmon
100 pg/ml. Las membranas fueron lavadas dos veces a temperatura ambiente con SSC 2x y SDS
0.1% , tres veces a 68°C con SSC 0.1x y SDS 0.1% y expuestas a una pelicula Kodak XAR-5.
La placa expuesta a los productos de RT-PCR fue analizada por densitometria y la expresién del
ARNm a PRL fue normalizada dividiendo su valor densitométrico entre el valor arrojado por la
expresion del gene de -actina correspondiente a esa misma muestra

Western blot. Las hipéfisis posteriores (aproximadamente 5 mg) fueron sonicadas en 100 ul de
amortiguador de hisis (Tris-HCT 0.01 M, NaCl 0.14 M, Tritéon X-100 1%, pH 8.0, adicionado de

12



Prolacting Estimuia la Secrecion de Vasopresina

0.2 U/ml de aprotinina y fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM). Los exiractos de tejido,
corregidos por concentracién de proteina, fueron sometidos a electroforesis en condiciones
reductoras y posteriormente transferidos a membranas de nitrocelulosa e incubados con una
dilucion 1:500 de un antisuero anti-PRL 16K. El revelado se realizd con fosfatasa alcalina
acoplada a un segundo anticuerpo utilizando un kit comercial (Bio-Rad Labs, Hercules, CA,
USA). Se observé una relacién lineal entre los valores de densidad optica de diferentes
concentraciones de los estandares de prolactina (PRL 23K y PRL 16K) vy entre diluciones
seriadas de extractos neurchipofisiarios.

Analisis estadistico. El analisis estadistico de los resultados fue realizado por medio del método

ANOVA seguido del método de la # de Student. Se reportan como significativas diferencias para
p<0.05.
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RESULTADOS

Los estrogenos estimulan la expresién de prolactina en los nicleos paraventriculares y

supragpticos.

Los estrogenos se encuentran entre los factores involucrados en la regulacion positiva tanto
de la expresion como de la secrecién de las hormonas hipotilamo-neurohipofisiarias
(Hrabovszky y cols, 1998) y de la PRL adenohipofisiaria (Ben-Jonathan y cols, 1996). Esto
permitié proponer que los estrégenos podrian regular la expresion del ARN para PRL en los
nicleos PV y 8O. Para investigar esta posibilidad se determiné la expresion del ARNm de PRL
en dichos nicleos en ratas machos y hembras bajo diversos estadios del ciclo estral, asi como en
hembras ovariectomizadas y hembras ovariectomizadas tratadas con estrégenos. EI ARN total
fue retrotranscrito y amplificado por medio de la reaccidn en cadena de la polimerasa usando dos
oligonuclettidos complementarios al ADN del gen de PRL de rata. En todos los casos se observo
solamente el producto de amplificacién esperado de 388 pares de bases que corresponde al
transcrito que codifica para la PRL. La identidad del producto de amplificaciéon fue corroborada
al ser reconocido en un southern blot por una sonda especifica para PRL. De cada muestra se
amplificé también el gen de la B-actina para determinar la eficiencia de la reaccion de

retrotranscripcion y amplificacion (Figura 1).

En ambos nicleos hipotalamicos la concentracion aparente del transcrito amplificado
tiende a ser mayor en hembras que en machos y varié en relacién con el ciclo estral: mayor en
ratas en estro con respecto a las ratas en proestro y diestro. Asimismo, en animales
ovariectomizados el transcrito de PRL aument6 en aquellos tratados con estrogenos con respecto
a los controles ovariectomizados sin tratamiento estrogénico. Estas diferencias resultaron ser
estadisticamente significativas depués de analizar por densitometria las bandas correspondientes
a los transcritos de PRL y de corregirlos por los valores densitométricos de los transcritos de f3-

actina de las mismas muestras (Ver materiales y métodos y figura 1).
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Figura 1. Anilisis por RT-PCR del ARN total de niicleos PV (A y B) y nicleos SO (C v D) de ratas macho
(M) ¥y ratas hembra ovaricctomizadas (OVX), ovaricctomizadas tratadas con estrogenos (OVX+E2) v en
varios cstadios del ciclo estral. Las hembras ciclanies Fucron sacrificadas en Ias fases de proestro (PE), estro
(E) v diestro Il (D) del ciclo. (A y C) Southern blot dc los productos de RT-PCR de ambos miclcos
hipotaldmicos ¢ hipofisis anterior (AH) en presencia y ausencia dc transcriptasa inversa. Los productos de
PCR para PRL y B-actina son de 388 y 876 parcs dc bascs respectivamente (B y D) Relacién entre los
productos amplificados para PRL y B-actina de cxpresados como promediotcrror estindar (n=3). Los datos
fueron cuantificados por densitometria (¥p<0.05 vs macho u ovarcctomizada).
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Prolactina colocaliza con vasopresina en neuronas magnocelulares del sistema hipotalameo-

neurohipofisiario.

De acuerdo a lo reportado (Clapp y cols, 1994) los anticuerpos anti-PRL 16K marcaron
positivamente tanto neuronas magnocelulares (de un didmetro aproximado de 30 um) como
procesos neuronales en los nicleos PV y SO del hipotalamo (Figura 2). Como va se menciond, el
analisis de cortes secuenciales a lo largo de ambos nucleos mostro que la distribucion de las
neuronas posttivas a PRL es muy semejante a la de las neuronas magnocelulares
vasopresinérgicas, lo que sugirié que ambos antigenos podrian estar colocalizados (Mejia, 1996).
Es por ello que, para cumplir con uno de los objetivos de esta tesis, exammamos mediante

ensayos de doble inmunofluorescencia la colocalizacion de PRL y VP en las mismas neuronas.

Figara 2. Distribucion de las neuronas positivas a PRL 16K en los micleos PV y SO. Tincidn, por medio de
1a téenica de 1a peroxidasa, de neuronas y procesos inmunorreactivos a PRL en los nicleos PV (a) vy SO (b).
Se aprecian ncuronas de tipo magnocelular de aproximadamente 30 pm (se sciialan con flechas algunos
cjemples). Asimismo, se pucden obscrvar varios procesos inmunorreacttvos cn la vecindad de los nicleos
(flechas pequefias) (Calibracidn: 50 pm).

Con ayuda del analisis por microscopia confocal se revisaron cortes seriados de los nucleos
PV vy 8O tefirdos para ambos antigenos. El analisis de los resultados mostro marca para PRL en
la mayoria de las neuronas vasopresinérgicas de ambos nicleos (Figura 3). También fueron
encontradas tanto neuronas como procesos celulares vasopresinérgicos que no contenian
inmunorreactividad tipo PRL (Figuras 3¢, 3f y 4) Aunque no se determind su nimero, éste
parece menor al de la poblacion que presentd ambas marcas. Asimismo, fueron detectadas

algunas neuronas dispersas que sOlo contenian la marca a PRI (Figuras 3y 4). Debido a que las
16
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ERE AR T

Figura 3. Colocalizacion de inmunorreactividad tipo PRL 16K y tipo VP en somas y procesos netironales de
Ios nclcos SO y PV. Fotografias representativas de sceciones de los niicleos SO (a-~¢) y PV (8-F) procesadas
por doble immunociloguimica para VP y PRL 16K. VP sc observa en verde (representativo de fluoresceina. a
y d). mientras que PRL 16K sc observa en rojo (representativo de rodamina, b y e). ¢ ¢s la superposicion
digital de los dos canales a y b, mientras que f lo cs de d v ¢, en donde los elementos en Tos que existe doble
marca s¢ ven en amarillo. Se sciialan células y procesos tefitdos solo para VP {flechas) y para PRL 16K
{cabczas de flecha). Barra de calibracion de a. by ¢ 50 um. Barra de calibracion de 4, e y £: 25 um (Tomada
de Mgjia v cols. 1997).

neuronas magnocelulares solo parecen ser de dos tipos, vasopresinérgicas u oxitocinérgicas, es
probable que las neuronas que solo se marcan para PRL sean de tipo oxitecinérgico. Seran

necesarios estudios de doble inmunocitoguimica con PRL y OT para confirmar esta suposicion.
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Figura 4. Fotogralia representativa de una seccion del nicleo PV procesada por doble immunocitoquimica
para VP y PRL 16K, VP se observa en verde, mientras que PRL 16K se observa en rojo. Nuevamente, los
elementos donde existe doble marca se presentan en amarillo. Al centro una neurona presenta la maica
correspondiente a ambos antigenos (flecha grande). Asimismo, alrededor de ésta se aprecian varias
proyecciones también positivas para ambos antigenos. En la parte superior se observan algunas proyecciones
que sOlo son inmunopositivas para VP (cabezas de flecha), mientras que en la parte inferior izquierda se
muesira una neurona que s6lo s positiva para PRL 16K (flecha pequefia) (Barra de calibracion: 10 pm).

El receptor de PRL se localiza tanto en neuronas magnocelulares vasopresinérgicas como

en oxitocinérgicas.

De acuerdo a estudios previos el receptor a PRL se localiza en diversas regiones del
cerebro (Crumeyrolle-Anas y cols, 1993; Roky vy cols, 1996). Dentro del hipotalamo la
distribucion de éste es relativamente ubicua, ya que incluye los nicleos SO, PV, periventricular,
periformical, dorsolateral, ventromedial, v neuronas dispersas cercanas a los cuerpos mamilares y
a lo largo de la pared del tercer ventriculo (Roky y cols, 1996). La presencia del receptor de PRL
tanto en los nacleos PV como en los SO sustenta posibles acciones locales de las PRLs

sintetizadas en las neuronas magnocefulares de ambos micleos.

Los estudios de localizacion referidos se basaron en el uso del anticuerpo monoclonal

denominado US, desarroflado por ¢l Dr. P A Kelly (INSERM, Francia), y que reconoce una

i8



FProlactina Estimula la Secrecion de Vasopresina

region extramembranal del receptor a PRL que es distinta del siiio de union a esta hormona. En
nuestras manos este anticuerpo permitid identificar somas neuronales positivos en las regiones
hipotalamicas previamente reportadas, incluyendo a los nicleos PV y SO (Figura 6a y 6b). Este
anticuerpo se utilizd en experimentos de doble inmunocitoquimica para examinar la
colocalizacion del receptor de PRL con VP y OT. Los resultados se analizaron por microscopia

confocal (Figura 5) y de fluorescencia (Figura 6).

Como se puede apreciar en la figura 5, en el nicleo PV las células inmunorreactivas al
receptor de PRL son mas abundantes que las células inmunorreactivas a2 OT. El doble marcaje
para estos antigenos mostrd que la mayoria de las neuronas marcadas para OT colocalizan la
marca para el receptor a PRL, aunque también permitié observar algunas neuronas positivas a
OT que no contienen dicho receptor (resultado no mostrado). En cambio, mientras que la doble
inmunofluorescencia mostrd nuevamente mayor abundancia de neuronas magnocelulares
positivas al receptor a PRL que a VP, en todos los casos observamos que las neuronas
vasopresinérgicas también confenian inmunorreactividad para el receptor a PRL (Figura 6,

comparar a con by ¢ con d).

Estudios adicionales utilizando las mismas regiones hipotalamicas de varios experimentos
independientes permitiran evaluar estas diferencias. La localizacién del receptor a PRL tanto en
células vasopresinérgicas como en células oxitocinérgicas permite especular sobre posibles

acctones autocrinas y paracrinas de las PRL sobre los somas de dichas neuronas.

Para tratar de determinar si las PRLs podrian tener efectos de tipo local al nivel de las
terminaciones neurohipofisiarias se examiné la presencia del receptor de PRL en secciones de la
hipofisis posterior. Sin embargo, en ningun caso logramos obtener sefial positiva para el receptor

a dicha hormona en el tejido neurohipofisiario (Resuttados no mostrados).
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Figura 5. Doble inmunocitoguimica analizada por
microscopia confocal de la marca asociada al
receptor a PRL v a OT en neuaronas
magnocelulares del micleo PV, El receptor a PRL
sc observa en color rojo (a, represemiativo de
rodamina) mientras que OT se observa en verde (e,
represcatativo de {luoresceina). En b se muestra la
superposicion digital de a y ¢, donde se observan
cn amariflo los clementos donde coinciden ambas
marcas (flechas). En a se sefialan algunas ncuronas
posilivas sblo para el receptor a PRL (ficchas
pequeiias) (Barra de calibracion: 50 pun).
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Figura 6. Doble inmunocitoquimica, analizada por epifluorescencia, de la marca asociada a VP y al receptor
a PRL en neuronas magnocelulares de los nticleos PV (a v b) ¥ SO (¢ v d). El receptor a PRL se observa
nuevamenie en 10jo (a y ¢), mientras que VP se observa en verde (b v d). En ambos micleos se sefialan con
flechas algunas células representativas donde se observa la coexistencia de ambos antigenos. En ¢ se muestra
una célula que solo es positiva al receptor a PRL {cabeza de flecha) (Barra dc catibracién; 50 um).

Prolactina y prolactina 16K estimulan la secrecion de vasopresina al medio de incubacion

de explantes hipotdlame-neurohipofisiarios.

Para poner a prueba la hipotesis de un posible efecto local de PRL sobre la hiberacion de
VP se incubaron explantes del sistema hipotalamo-neurohipofisiario de rata en presencia de
preparaciones estandar de PRI 23K o de PRL 16K vy se¢ determinaron los niveles de VP en el
medio de incubacion. Inicialmente, se establecieron como condiciones de incubacion adecuadas
para realizar los experimentos un periodo de preincubacion de 18-24 h seguido de periodos
consecutivos de incubacion de 45 min. Bajo estas condiciones la liberacion basal de VP fue de

313.3+170 pg/explante/h (n=12) y se maniuvo estable a lo largo de los diferentes periodos

21



Prolacting Estimula la Secrecion de Vasopresina

(Figura 7). Estos niveles fueron comparables a los previamente reportados en estudios similares
{entre 200 v 350 pg/explante/h; Sladek v Knigge, 1977; Sladek v Joynt, 1979b). Para analizar la
capacidad de los explantes de responder a factores estimulatorios, éstos fueron expuestos a
angiotensina IF (Al figuras 7 y 8A), conocido secretagogo de VP (Sladek y Joynt, 1980; DeVito
y cols, 1991). La AIl en una concentracion 1 uM aumenté aproximadamente un 30% la
concentracion de VP en el medio de incubacion. Este aumento sélo se observd durante el periodo
de exposicion a dicho secretagogo, ya que la liberacién de VP retornd a sus niveles basales en su
ausencia {Figura 7). Fl efecto de AIl fue dependiente de la dosis v llegd a ser de dos veces el

basal con la dosis méxima utilizada de 10 uM (Figura SA).
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Figura 7. Liberacion de VP por explantes hipotdlamo neurohipofisiarios durante cinco periodos de
incubacién consccutivos dc 45 min cada uno. La VP presente on ol medio fue medida por
radioinmunocnsayo. Sc incubaron dos serics de explanics: una que no fuc sometida a estimulo alguno (barras
claras) y una scgunda scric que fuc cxpucsta a una concentracion 1uM de All durante ¢l tercer pertodo de
incubacion (barras obscuras). Las barras representan promedioserror estindar (n=3).
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Figura 8, Efecto de A Il (A} y despolarizacion por potasto (K+, 56 mM) (B) sobre la liberacion de VP al
medio de incubacion de explantes hipotdlamo-neurohipofisiarios, La vasopresina liberada al medio de
incubacién fue medida por radicinmnnoensayo (las barras representan el promedioerror estandar, n=6).
*n<0.5 vs periodo previo sin tratamiento.

Asimismo, la actividad secretora de los explantes fue valorada en respuesta a una
concentracidon despolarizante de K+ (56 mM). Esta concentracion de potasio estimuld cerca de

diez veces la liberacion de VP al medio de incubacion (figura 8B).

Comprobada la capacidad de respuesta de los explantes hipotalamo-neurchipofisiarios se
procedid a determinar si PRL 23K y/o PRL 16K eran capaces de afectar la liberacion de VP en
ellos En la figura 9 se muestra que dosis nanomolares tanto de PRL 23K como de PRL 16K
fueron capaces de estimular la liberacion de VP de forma significativa. Como se puede observar
al comparar ambas graficas, PRL 16K tiende a ser mas potente que PRL 23K. Este efecto fue
dependiente de la dosis y el efecto maximo observado fue de 50% y de 70% por sobre la

liberacién basal de VP para PRL 23K y PRL 16K, respectivamente.
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Figura 9. Efecto de PRL 23K (panel supcrior) y PRL 16K (panel infcrior) sobre 1a liberacion de VP al medio
de incubacién de cxplantes hipotalamo-ncurohipofisiarios. Los cxplantes fucron incubados con las
concerdracionces indicadas de ambas formas de PRL y la vasopresina liberada al medio de cultivo fue medida
por radioirmunoensayo (1as barras representan ¢l promedio®error estindar, n=6). *p<0.5 contra ci control sin
tratamicnto,
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DISCUSION

En la presente tesis investigamos la posible relevancia funcional de las PRLs hipotalamo-
neurohipofisiarias como reguladores locales de la secrecion hormonal. Con este proposito
corroboramos la presencia de PRL en el sistema hipotalamo-neurohipofisiario y determinamos
que los estrégenos estimulan la expresion del ARN mensajero de PRL en los nacleos
paraventriculares y supradpticos. Asimismo, determinamos que los receptores de PRL se
encuentran tanto en neuronas magnocehiares de tipo vasopresin€rgico como 0Xiocinergico en
estos micleos. Finalmente, observamos que la PRL y su fragmenic de 16 kDa estimulan la

liberacion de VP por explantes hipotalamo-neurchipofisiarios.

Hoy en dia es ampliamente aceptada la nocion de que diversas formas moleculares de PRL
se localizan y producen en el sistema nervioso central. Entre las variantes reportadas se
encuentran la PRL nativa de 23 kDa de masa molecular (PRL 23K), formas pohméncas
(principalmente dimeros y trimeros), PRL cortada y formas pequefias con masas moleculares
desde 8 hasta 22 kDa (revisado por Ben-Jonathan y cols, 1996). Al parecer todas estas variantes
podrian proceder de la modificacion postraduccional de PRL 23K dado que, a excepcion de un
solo reporte que no ha sido confirmado (Emanuele y cols, 1992), en el cerebro no se han

encontrado ARN mensajeros diferentes al que codifica para la PRL monomérica.

Ahora bien, la distribucion de estos miembros de la familia de la PRL se ha prestado a gran
controversia. Por ejemplo, los estudios sobre la antigenicidad tipo PRL en neuronas del sistema
nervioso central tienden a arrojar discrepancias significativas entre los distintos laboratorios. La
localizacién inmunologica de PRLs se ha asociado preferencial, aunque no unicamente, a los
nicleos arcuato y ventromedial (DeVito, 1988a; DeVito y cols, 1987; Emanuele y cols, 1986,
Harlan y cols, 1989; Siaud y cols, 1989; Thompson, 1982; Toubeau y cols, 1979), si bien
algunos estudios no han detectado inmunorreactividad tipo PRL en dichos nucleos (Paut-Pagano
y cols, 1993). Asimismo, en el nucleo PV y el SO Toubeau y colaboradores (1979) detectaron
PRL inmunorreactiva, mas no lo hizo el grupo de Harfan (1989). Adicionalmente, en estos

estudios fue necesario utilizar colchicina, que inhibe ¢l transporte axonal de proteinas, para poder
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detectar a la PRL (BHarlan y cols, 1989; Nishizuka y cols, 1990; Paut-Pagano y cols, 1993; Siaud
y cols, 1989; Toubeau y cols, 1979). Otra fuente de variacién es la heterogeneidad molecular de
la PRL cerebral. Por ejemplo, DeVito reporta tres proteinas inmunorreactivas tipo PRI con
masas moleculares aparentes de 24, 16 y 12 kDa (DeVito, 1988b), mientras que el grupo de
Emanuele reporta que la mayor parte de las PRLs hipotalamicas son de mayor masa molecular

que la PRL adenohipofisiaria (Emanuele y cols, 1986).

independientemente de su procedencia, de su especificidad v de la potencia del
reconocimiento antigénico, en todos los estudios mencionados se ha hecho uso de anticuerpos
dirigidos contra la PRL 23K. En nuestro laboratorio, el uso de anticuerpos policlonales dirigidos
contra fa PRL 23K no permitio detectar PRL inmunorreactiva en los nucleos PV y SO del
hipotalamo de 1a rata. Esta observacion coincide con oiros reportes donde las neuronas de ambos
nicleos no parecen contener o contienen PRL en cantidades mucho menores a otros ndcleos
hipotalamicos (DeVito y cols, 1987; Emanuele v cols, 1986; Siaud y cols, 1989; Thompson,
1982; Toubeau y cols, 1979). Sin embargo, anticuerpos policlonales dirigidos contra la PRL 16K
marcan preferentemente los nicleos PV y SO, aun en ausencia de colchicina. La
inmunorreactividad tipo PRL 16K no sélo muestra cuerpos neuronales en los micleos PV y SO,
sino también en los nicleos accesorios magnocelulares (resultados no mostrados). Ademas, se
detectan fibras inmunorreactivas tanto en la eminencia media como en la neurchipofisis (Clapp y
cols, 1994). Estudios de Western blot muestran que la forma molecular predominante en la
neurohipéfisis corresponde a una PRL con un peso molecular aparente de 14 kDa (Clapp y cols,
1994). Este hallazgo parece resolver la controversia de la presencia de PRL en el sistema
hipotalamo-neurohipofisiario, ya que implica que en dicho sistema la PRL se encuentra presente,
pero es estructuralmente heterogénea, de manera que su deteccién depende del uso de

anticuerpos capaces de detectar sus distintas isoformas.

En base a la localizacion de los determinantes antigénicos reconocidos por antisueros anti-
PRL y el analisis por Western-blot de los mismos, la PRL de 14 kDa parece corresponder al
extremo amino terminal de la molécula (Clapp y cols, 1994). Mas aun, la PRL 14K comparte
determinantes biolégicos con las PRLs de 23 y 16 kDa, ya que no sélo estimula la proliferacion

de las células Nb2 (linea derivada de un linfoma murino y que es utilizada como un bioensayo
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especifico para PRLs), sino que también inhibe la proliferacion de células endoteliales en cultivo
{Lopez-Gomez y cols, 1995). Este ultimo es un efecto especifico de la PRL 16K que no
comparte con la PRL completa (Ferrara y cols, 1991; Clapp vy cols, 1993).

Ahora bien, jcudl es el origen de las PRLs inmunorreactivas en el sistema hipotalamo-
neurohipofisiario? En apoyo a su produccion local nuestros hallazgos (Torner y cols, 1995)
coinciden con reportes en la literatura donde la PRL inmunorreactiva presente en el hipotalamo
no desaparece en animales hipofisectomizados (DeVito, 1988a; Emanuele v cols, 1986; Paut-
Pagano y cols, 1993; Toubeau y cols, 1979). Esto es importante porque ha sido propuesto que la
PRL sistémica de origen adenchipofisiario puede ser transportada al sistema nervioso central via
sus receptores en los plexos coroides (Mangurian y cols, 1992). Adicionalmente, también es
posible que la PRL adenohipofisiaria sea conducida mediante transporte retrogrado a través del
sistema portal hipofisiario hasta el hipotilamo (Walsh y cols, 1987). Por tanto los resultados en
los animales hipofisectomizados descartan a la hipofisis anterior como fuente exclusiva de la
PRL hipotalamica. Sin embargo, la prueba mas contundente de que las PRLs detectadas en el
sistema nervioso central tienen un origen local se desprende de la deteccién de su ARNm en este
sistema. Reportes anteriores ya habian informado sobre la expresién del gen de PRL en el
hipotalamo de la rata (DeVito y cols, 1992; Wilson III y cols, 1992), aunque su ARNm no se
habia localizado en nicleos especificos. En nuestro laboratorio se mostré que los nicleos PV y
SO aislados expresan el ARNm que codifica para la PRL nativa de 23 kDa (Clapp v cols, 1994;
Tomner y cols, 1995; Torner y cols, 1999). La expresion de este mensajero apova la naturaleza de
PRL de las proteinas inmunorreactivas presentes en el sistema. Asismismo, dado que no se
encontrd un transcrito de menor tamafio, es posible proponer que la PRL 14K resulte del
procesamiento proteolitico de la PRL 23K (Clapp y cols, 1994). Al respecto, también se reportd
que extractos de nucleos PV y de neurohipofisis procesan enzimaticamente a la PRL hacia el
fragmento de 16 kDa (Clapp y cols, 1994) v por lo tanto que dicho sistema contiene enzimas
capaces de generar fragmentos equivalentes de PRL. Al respecto, no ha sido dilucidado si la PRL
14K es generada a partir de PRL 23K mediante un procesamiento posterior de la PRL 16K. En
su conjunto, los hallazgos anteriores indican que el sistema hipotalamo-neurchipofisiario

produce PRL y sus fragmentos moleculares.
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Se desconoce cual podria ser la relevancia funcional de las PRLs neurchipofisiarias. Al
igual que para los otros péptidos activos localizados en el sistema hipotilamo-neurohipofisiario,
es posible especular acerca de posibles acciones locales o sistémicas. Al respecto, el analisis de
los mecanismos reguladores de la expresion y secrecion de la PRL por este sistema podria
proveer informacion relevante acerca de su posible asociacién con funciones o estadios
fisiologicos particulares. En este seniido, probables candidatos a regular a la PRL
neurohipofisiaria son los factores que afectan a la VP y la OT. Entre estos factores destacan los
estrogenos, ya que se sabe que estas hormonas, ademas de regular positivamentie a la VP y la
OT, son determinantes para la expresion y secrecién de la PRL adenohipofisiaria. Los estrogenos
se encuentran enire los factores involucrados en la regulacion positiva tanto de la expresion
como de la secrecion de las hormonas hipotalamo-neurohipofisiarias (Hrabovszky v cols, 1998).
Las neuronas magnocelulares expresan receptores a estrogenos {Hrabovszky y cols, 1998;
Osterlund y cols, 1998) y los estrogenos no sélo estimulan la secrecién de VP y OT (Slowsky v
cols, 1979; Wang y cols, 1995; Yamaguchi y cols, 1979), sino que ademas la conceniracion de
ambas hormonas varia a lo largo del ciclo esiral y en respuesta al tratamiento con estroégenos
(Crowley y cols, 1978). Mas aun, la expresion de algunos péptidos colocalizados con VP, como
son dinorfina, galanina y angiotensina II, aumenta en respuesta a estrogenos (Levin y
Sawchenko, 1993). En cuanto a PRL, su gen tiene un elemento de amplificacion de la respuesta a
estrogenos en la region distal no traducida (Maurer v cols, 1990) v los estrégenos han sido
ampliamente reconocidos como activadores de su transcripcion tanto en la hipofisis anterior
como en el cerebro (para una revision consultar Ben Jonathan y cols, 1996). Ademas, los niveles
de PRL hipotalamica son mayores en ratas hembra que en machos, y los estrogenos incrementan
no solo la expresion del gen de PRL, sino también la liberacion de esta hormona por explantes
hipotalamicos (DeVito 1988a, DeVito y cols, 1987, 1991 y 1992). Por todo ello se decidio
investigar si, especificamente en los micleos PV y SO, los estrogenos juegan algtin papel en la

expresion del gen de PRL.

En apoyo a un posible efecto estimulatorio de los estrogenos los niveles del ARN
mensajero de PRL se asociaron con el estadio hormonal de los animales. Se detectd una sefial
aparentemente mayor en las hembras que en los machos y el valor mas alto se presentd durante

el estro Estos cambios son similarcs a aquelios observados en la hipdfisis anterior, donde se sabe
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que el aumento del ARN mensajero para PRL durante el proestro-estro es determinado por el
incremento en estrogenos circulantes que ocurre entre diestro y proestro (Haisenleder v cols,
1989). La posibilidad de que el incremento aparente en el ARN mensajero de PRL observado
durante el estro en los nucleos PV y SO hipotalémicos pudiera deberse a una accion estrogénica
se apova en la observacion de que el tratamiento con estrogenos también aumenta dicha sefial en
ambos micleos de animales ovariectomizados. Estas observaciones apoyan la hipétesis de que los
estrégenos incrementan la transcripcidon del gen de PRI en el sistema hipotalamo-

neurohipofisiario.

Adicionalmente, en forma consistente con el incremento de su ARN mensajero, estudios
llevados a cabo en el laboratorio mostraron que la PRL 23K neurohipofisiaria aumenta
significativamente durante el proestro y el estro, asi como en respuesia al tratamiento con
estradiol en los animales ovariectomizados {Tormer y cols, 1999). Sin embargo, en
contraposicion al aumento observado en la PRL nativa, la PRL 14K no mostrd un aumento
asociado al estadio estral del animal ni al tratamiento con estrogenos {Torner y cols, 1999). Esta
discrepancia pudiera deberse a una disminucidén en la protedlisis de PRU 23K por efecto de los
estrogenos. {Torner y cols, 1999). En apoyo a que los estrogenos reduzcan la actividad de las
proteasas neurohipofisiarias capaces de generar al fragmento amino-terminal de 14 kDa de la
PRL se observd que el estandar de PRL 23K es procesado mas eficientemente hacia PRL 16K
por extractos de neurchipofisis de ratas ovariectomizadas no tratadas con estrogenos que por
extractos neurohipofisiarios de ratas ovariectomizadas que si son tratadas con estrogenos (Torner
y cols, 1999). Esta aparente regulacién estrogénica de la actividad enzimatica no resulta del todo
inesperada. Se ha observado que la actividad de la catepsina D, una proteasa de aspartico
presente en los lisosomas y que ha sido implicada en la proteolisis de PRL hacia PRL 16K
(Baldocchi y cols, 1993), es regulada por estroégenos tanto en el Utero (Elangovan y Moulton,
1980) como en células tumorales mamanas (Westley v May, 1987). Las implicaciones
funcionales de los efectos estrogémicos sobre PRL en el sistema hipotalamo-neurohipofisiario

son desconocidas.

St bien los resultados en las hembras ciclantes sugieren la participacion de los estrogenos
en la regulacion de la produccidon (y posiblemente en la  secrecion) de las PRLs
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neurchipofisiarias, estos efectos podrian ser caracteristicos de uma situacion fisiologica
particular. Ello es porque existen al menos otros dos factores relacionados con los estrogenos que
pueden tener una gran influencia en la sintesis de PRLs hipotalamicas y que deben ser tomados
en cuenta. Uno es la expresion y control de los receptores a estrogenos (RE) en el sistema

hipotalamo-neurohipofisiario y el otro la presencia de Pit-1 en el mismo sistema.

Los RE existen como dos subtipos; alfa (REo) y beta (REB). En el humano ambos
receptores muestran un solo sitio de alta afinidad a estradiol (Kuiper y cols, 1997; Kuiper y cols,
1998). El descubrimiento del RER sugirio la existencia de al menos dos vias extra de respuesta a
estrOgenos: una en tejidos que expresan exclusivamente REP y otra donde se expresan ambos
subtipos (Kuiper y Gustafsson, 1997, Petterson y cols, 1997), aunque también existe la
posibilidad de que exista una via de sefializacion de estrogenos independiente de ambos subtipos
de receptores {Das y cols, 2000). Ademas, dentro de un mismo organo parece ser {recuente que
los subtipos del RE se expresen en diferentes tipos celulares (Byers y cols, 1997, Osterlund v
cols, 1998; Hrabovszky y cols, 2000), por lo que podrian tener diferentes acciones biologicas.
Por ejemplo, en ratones a los que se noqued la expresion del REP, contrariamente a lo que ocurre
en ratones con noqueo de REal, tanto machos como hembras presentan comportamiento sexuat
normal (Ogawa y cols, 1999). Por otra parte, existe regulacion diferencial de ambos. Por
gjemplo, en el cerebro el estradiol decrementa los niveles de expresion de REa en el nucleo
arcuato, hipotalamo ventromedial y ntcleo cortical posterolateral de la amigdala (Osterlund y
cols, 1998). Con respecto al REP parece ser menos clara la regulacion de su expresion, pues
estradiol incrementa sus niveles en el micleo arcuato (Ostertund y cols, 1998), pero los reduce en
el micleo PV (Patisaul y cols, 1999). Ademas, estudios sobre la conformacion de ERa y ERP
mostraron que ligandos diferentes tienen efectos diferentes sobre la conformacién de ambos
receptores (van den Bemd y cols, 1999). Estos pueden influir de manera opuesta tanto en su
estabilidad (van den Bemd y cols, 1999) como en sus efectos (Jones y cols, 1999). En resumen,
la existencia de diferentes subtipos de RE, sus patrones diferentes de expresion y los factores
reguladores presentes en un mormento dado seran los que expliquen las diferencias de respuesta a

estrégenos entre especies y poblaciones celulares (Kuiper y cols, 1998)
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Con respecto a Pit-1, éste es un activador de 1a expresion de PRL en respuesta a estrogenos
que ha sido estudiado principalmente en la adenohipéfisis (ver Ben-Jonathan y cols, 1996} y
cuyo ARN mensajero ha sido detectado solo en nucleos PV de ratas en estro. Sin embargo, la
estimulacidn ¢ inhibicidn de la sinfesis de PRL es diferente en cada tejido donde ésta se expresa
(Revisar Ben-Jonathan y cols. 1996) vy los estudios de la interaccion de Pit-1 con el receptor a
estrégenos se han realizado normalmente con el REq, siendo que en el sistema hipotalamo-
neurchipofisiario de roedores v monos parece no haber expresion de este receptor, sino de la
forma beta del mismo (Osterlund y cols, 1998; Alves y cols, 1998; Gundlah v cols, 2000). Por
otra parte, la interaccion de Pit-1 con el receptor a estrogenos depende también de otros factores
proteicos, que pueden ser activadores e inhibidores, e incluso entre los de un mismo tipo'
competir por el sitio de unidn al receptor a estrogenos {Ying y Lin, 2000). Finalmente, aunque
los estrogenos y Pit-1 normalmente incrementan 1a expresion del gen de PRL, ésta puede ocurnir
en ausencia de ambos (Gellersen y cols, 1994; Gellersen y cols, 1995) y sitios amplificadores
diferentes pueden dar respuestas diferentes al mismo complejo agonista-receptor (Paech y cols,
1997). Esta serie de hallazgos resalta la importancia de determinar no s6lo qué tipo de estimulos
pueden influenciar tanto la sintesis como la liberacion de PRLs neurchipofisiarias, sino también

de determinar en qué tipo de situaciones lo hacen.

Ahora bien, el sistema hipotalamo-neurohipofisiario se encuentra constituido casi en su
totalidad por dos poblaciones celulares” neuronas magnocelulares de tipo vasopresin€rgico, y
neuronas magnocelulares de tipo oxitocinérgico (Hatton, 1990). Adicionalmente, se ha descrnito
una tercera poblacién de neuronas magnocelulares capaces de sintetizar tanto VP como OT. Esta
poblacion representa e 2-3% del total, aunque se incrementa considerablemente bajo distintos
estadios fisioldgicos como la lactancia (Mezey y Kiss, 1991). La pregunta al inicio de esta tesis
fue: ;jcuales de estas neuronas sintetizan PRL? En estudios previos se intentd responder esta
pregunta a través del analisis de la distribucion de las células inmunorreactivas a PRL 16K, VP y
OT en cortes secuenciales de los micleos SO y PV del hipotalamo (Mejia, 1996). La
determinacion de la distribucion de las neuronas inmunorreactivas a VP y OT concuerda con la
reportada (Rhodes v cols, 1981; Hatton, 1990) y nos muestra, al compararla con la distribucion
de neuronas inmunorreactivas a PRL 16K, que estas Gltimas siguen un patrén equivalente al de
las células vasopresinérgicas a lo largo de todo el hipotalamo Por lo tanto, estos estudios
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sugirieron que las PRLs podrian estar colocalizadas con VP en las mismas neuronas
magnocelulares hipotalamicas. En esta tesis ampliamos y apoyamos esta conclusion mediante
estudios de doble inmunocitoguimica. El uso simultaneo de anticuerpos anti-PRL 16K y anti-VP
mostré que tanto en los nfcleos PV como en los SO ambas marcas se colocalizan en la mayoria
de las neuronas observadas. La colocalizacion de PRL 16K con VP en las mismas células podria
implicar tanto mecanismos comunes de regulacién de la produccion de ambas hormonas como

efectos comunes y/o coordinados para las dos.

Con respecto a los receptores a PRL, tanto éstos como PRL pueden ser detectados en
varias regiones cerebrales (consultar las revisiones de Ben-Jonathan y cols, 1996 y de Bole-
Feysot y cols, 1998). Sin embargo, y como va se menciono, el consenso general con respecto a
PRL es de que sOlo existen cuerpos neuronales inmunorreactivos a ésta en el hipotalamo. Esto
sugiere la posibilidad de que PRL sea expresada en éste y de ahi sea distribuida a diferentes
regiones del cerebro, cerebelo y médula espinal, donde podria tener funciones locales mediadas
por sus receptores. Una posibilidad adicional surge de la deteccion continua del receptor a PRL
en el plexo coroides (Walsh y cols, 1987; Roky y cols, 1996; Pi y Grattan, 1998a), donde incluso
parece sintetizarse en cantidades mucho mayores con respecto a otras regiones cerebrales
(Nagano v Kelly, 1994). Como también ya se menciond, ya se ha demostrado que PRL puede
alcanzar el plexo coroides por transporte retrogrado desde la adenohipofisis v pasar de aquél al
tejido nervioso (Walsh y cols, 1987; Mangurian v cols, 1992). De esta manera, tanto PRLs de
origen nervioso come de ongen hipofisiarto (0 una combinacion de ellas) podrian estar afectando

la fistologia cerebral.

La expresion de PRL en el sistema hipotalamo-neurohipofisiario y, en particular en los
nucleos PV y SO, nos hace preguntarnos st dicha hormona podria tener funciones locales en esta
parte del sistema nervioso central. Evidencias de apoyo a acciones locales de la PRL son el que
tanto los receptores a PRL (Roky y cols, 1996; Pi vy Grattan, 1998a) como sinapsis
inmunorreactivas a PRL (Nishizuka y cols, 1990) han sido detectadas en el hipotalamo de la rata,
mcluidos los nacleos PV y SO. Como parte de esta tesis se realizaron ensayos de fluorescencia
con un anticuerpo anti-receptor a PRL que corroboraron reportes anteriores en donde se describe
su presencia cn somas neuronales de los nicleos PV y SO (Roky y cols, 1996). Experimentos de
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doble inmunofluorescencia mostraron gue la gran mayoria de las neuronas vasopresinérgicas
colocalizan al receptor de PRL.. No se pudieron apreciar neuronas gue solamente reaccionaran
con el anticuerpo anti-VP y no con el anti-receptor de PRL. En cambio, la poblacion
oxitocinérica parece estar dividida en dos subpoblaciones: una con inmunorreactividad tipo
receptor a PRL y otra que no la presenta. Cabria preguntarse si la distribucion de ambas
subpoblaciones sigue algin patrén determinado o si ambas se encuentran mezcladas al azar.
Debido a la influencia de OT y PRL en la reproduccion, también habria que preguntarse si estas
subpoblaciones varian dependiendo del estado hormonal del animal, sobre todo entre ratas
hembras (en sus diferentes estadios del ciclo estral), hembras ovanectomizadas, hembras en

diferentes estados de gestacion y hembras lactantes.

Una variable que también se debe tomar en cuenta es la existencia de Ia forma corta y larga
del receptor a PRL en ¢l hipotdlamo de la rata (Ouhtit y cols, 1993). Su distribucién en diferentes
poblaciones celulares no necesariamente es igual, ya que se sabe que la proporcion de dichas
isoformas varia de ntcleo a nicleo (Ouhtit v cols, 1993). En el hipotalamo existe una mayor
proporcidon de la forma corta del receptor en el plexo corpides, nicleo PV y micleo SO, mientras
que la forma larga del receptor predomina en el nicleo arcuato, periventricular hipotalamico,
area predptica y nlcleo supraquiasmatico (Pi y Grattan, 1998b). Si bien solo la forma larga del
receptor a PRL es capaz de activar las cascadas de sefializacion intracelulares descritas para PRL
(Lesueur y cols, 1991; O'Neal y Yu-Lee, 1994), no se descarta el que la interaccion de PRL con
la isoforma corta del receptor presente en el hipotalamo produzca posibles respuestas fisiologicas
a través de cascadas altemativas de transduccion de sefiales. De hecho, es posible que las
diferencias de proporcion de ambos receptores entre los nicleos les permita a éstos responder de
diferentes formas a un mismo estimulo. Por ejemplo, se ha observado en ratas macho que el
contacto con crias induce conducta materna y que ésta se asocia tanto con el aumento de la
concentracién de PRL sérica como de la expresion del ARN mensajero de su receptor largo, pero

no del corto, en el hipotalamo (Sakaguchi y cols, 1996).

Dado que los receptores a PRL se expresan en neuronas del sistema hipotalamo-
neurohipofisiario se decidid explorar la posibilidad de que PRL tenga acciones locales en éste

Para ello y, dada la colocalizacién de PRL y su receptor en neuronas vasopresinérgicas, se
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decidié evaluar un posible efecto de las PRLs sobre la liberacion de VP por explantes de este
sistema incubados i vifro. En estos experimentos se decidio utilizar a las PRLs completa de 23K
y a la PRL 16K. La PRL 23X se encuentra presente en el sistema hipotalamo-neurohipofisiario y
es la variante utilizada siempre como ejemplo de la interaccion de PRL con sus receptores
clasicos (para una revision consultar Bole-Feysot v cols, 1998). L.a PRL 14K es la isoforma mas
abundante en el sistema hipotalamo-neurohipofisiario y comparte determinantes antigénicos y
bioldgicos con la PRL 16K {Clapp v cols, 1994; Lopez-Gdmez y cols, 1995, Mejia y cols, 1997).

En ausencia de una preparacion pura de PRL 14K se utiliz6 a la PRL 16K.

Contrariamente a la funcionalidad de mueve dias de los explanies hipotalamo-
neurchipofisiarios observada por el grupo de Sladek (Sladek y Knigge, 1977; Sladek y Joynt,
1979b), nuestros explantes mostraron ser responsivos a diferentes estimulos hasta un maximo de
tres dias después de obtenidos. Una posible razon para explicar las diferencias es 1a extension de
la region abarcada por el explante. En el caso de los experimentos de Sladek se eliminaron los
nicleos PV y sélo se obtuvo el fragmento hipotalamico correspondiente a los nicleos SO,
eminencia media e hipofisis posterior. En nuestro caso decidimos obtener la region
correspondiente a ambos niicleos para tener el sistema hipotalamo-neurohipofisiaric lo més
completo posible. Sin embargo, esto aumenta el tamafio del explante v hace mas dificil el
intercambio de gases y nutrientes iz vitro, lo cudl podria reflejarse en una menor funcionalidad

del tejido en incubacion.

También fue evaluada la viabilidad de los explantes, que fue considerada como (a) su
capacidad para liberar VP de manera estable durante varios periodos de incubacion consecutivos
y (b) su capacidad de responder a un estimulo secretor de VP. Se observo que la mejor
reproducibilidad en cuanto a liberacion de VP al medio de incubacion se obtenia en aquellos
tejidos incubados por 24-48 h. En vista de este resultado decidimos utilizar explantes obtenidos
24 h antes del experimento. En esta parte de nuestros estudios se observd que, al igual que con el
grupo de Sladek (Sladek v Knigge, 1977), durante la incubacién de neurohipofisis aisladas
ocurre una liberacion masiva de VP y su consecuente deplecion en pocas horas. Esta liberacion
ocurre de manera tan rapida que no permile evaluar el posible efecto de PRL u otros

moduladores de la liberacion de VP sobre las terminales neurohipofisianias. Cabe recordar que el
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hecho de no baber detectado mmunorreactividad tipo receptor a PRL en la neurchipofisis no
implica su ausencia, debido a que esta téenica no tiene la sensibilidad necesaria para detectar

bajas concentraciones de antigenos.

El establecimiento de la funcionalidad del método incluyd el uso de Al y una alta
concentracion de potasio (K™ 56 mM}. ATl es un secretagogo de esta hormona (Sladek y Joint,
1980), mientras que el X' en altas concentraciones provoca la despolarizacion de la membrana y
la consecuente liberacion de productos de secrecién, incluida la VP. En nuestro laboratorio la
respuesta del explante a All es menor a estudios reportados, donde se muestran dosis efectivas
para la liberacion de VP tan bajas como 10 nM (Sladek y Joynt, 1979a). Igualmente, la magnitud
del efecto es menor en nuestras manos, ya que mientras nuestros explantes aumentan la
liberacion de VP al doble del basal en presencia de una concentracion 10 mM de All, Sladek
obtiene un aumento en la liberaciéon de VP cuvatro veces mayor al basal con la misma dosis
{Sladek y Joynt, 1979a). Como ya se menciono, una razon posible para explicar esta disminucion
en la funcionalidad del explante podria estar dada por el tamafio del mismo. A pesar de ello, la
constancia de la liberacion basal de VP v la reproducibilidad de su comportamiento en presencia
de ambos estimulos nos indicé que los explantes eran viables y podian responder a factores

externos.

Tanto PRL 23K como PRL 16K estimularon de manera dependiente de la dosis la
liberacion de VP al medio de incubaciéon. Consideramos que seria muy aventurado calcular una
ECS50 basandonos en nuestros datos debido a dos factores: (&) consideramos que los puntos en
las curvas dosis-respuesta que tenemos no son suficientes para hacer un analisis confiable de
ellas, y; (b) se necesitaria probar dosis mas altas de ambas PRLs para garantizar que se ha
alcanzado la saturacion del efecto. Al menos en el caso de PRL 23K, se esperaria que la
exposicion de los explantes a concentraciones mdas altas de la ousma produjeran el efecto
campana tipico de esta hormona (consultar Sinha, 1993). Las dosis méaximas de PRL utilizadas
(alrededor de 0.5 uM para ambas)} aumentan la liberaciéon de VP poco mas de un 50%. Este
efecto es similar al producido por AII en concentraciones semejantes en nuestros expenmentos.
Aqui cabe sefialar que es probable que las concentraciones reales de ambas PRLs estén siendo

sobreestimadas dada la produccidn local que se presenta en el sistema. Por otra parte y contrario
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a estos resultados, el grupo de Sladek, utihizando dosis equivalentes a las usadas por nosotros,
mostré que PRL no tiene efecto sobre la secrecion de VP por explantes hipotalamo-
neurchipofisiarios de ratas lactantes (Ghosh y Sladek, 1995). Desconocemos las razones de la
disparidad entre los resultados. Al respecto podriamos especular diferencias asociadas al estadio
fisicldgico o a la naturaleza del implante. Por ejemplo, es posible que durante la lactancia el
sistema hipotalamo-neurohipofisiario pudiese estar produciendo y liberando una mayor cantidad
de PRL bioactiva que al ocupar sus receptores saturaria el efecto e impediria la deteccion de
alguna accion debida a PRLs exogenas. Adicionalmente, los explantes del grupo de Sladek
carecen del nticleo PV. Podria ser que el efecto de la PRL se manifestara preferentemente sobre
las neuronas de dicho niicleo. Para evaluar estas posibilidades seria necesario, primero, validar
esta observacion en nuestros explantes. Habiendo corroborado esta observacidon, podria

intentarse bloquear la secrecion de VP con el uso de anticuerpos dirigidos contra PRL.

Es de llamar la atencion el hecho de que la magnitud del efecto observado sobre la
liberacion de VP sea semejante para las dos formas de PRL utilizadas en estos estudios. La teoria
aceptada actualmente propone que la PRL 23K activa a sus receptores a través de inducir su
dimerizacion, y que esto ocurre en forma secuencial. Inicialmente la PRL se une a un receptor a
través de una regidon en su molécula denominada sitio 1. Posteriormente otra region de la
hormona (sitio 2) interacciona con un segundo receptor, provocando la homodimenzacion del
mismo {Bole-Feysot y cols, 1998). De acuerdo a esta teoria la PRL 16K, al estar provista
unicamente del sitio 1 de unidn al receptor, no podria comportarse como un agonista completo
de éste, sino que lo haria como un agonista parcial o un antagonista de PRL 23K. En apoyo a que
PRL 16K pudiese comportarse como un agonista parcial se ha observado que tanto ésta como la
PRL 14K son capaces de estimular la proliferacion de células Nb2 (Lopez-Gomez v cols, 1995).
Esta observacion podria apoyar la posibilidad de que la activacion parcial del receptor a PRL sea
suficiente para activar a su vez las cascadas de sefializacién asociadas a la liberacidén de VP en el
sistema hipotalamo-neurohipofisiario. Alternativamente, aparte de los receptores clasicos a PRL
23K, se han descrito en rifion, cerebro e higado sitios de union a PRL 16K que son especificos,
saturables y de alta afinidad (Clapp y cols, 1989), y que podrian representar receptores propios a
este fragmento de PRL. Estos probables receptores se han detectado también en el endotelio

vascular (Clapp v Weiner, 1992). La presencia de receptores especificos para PRL 16K en el
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sistema hipotalamo-neurchipofisiario implicaria que el efecte de este fragmento sobre la
liberacion de VP pudiese incluir acciones tanto via receptores clasicos a PRL como via
receptores propios. La adicién de ambos efectos podria redundar en una accién equivalente a la

de la PRL integra.

Cabe tambi¢n especular acerca de la localizacion del efecto autdcrino de ambas PRLs. Si
bien no se lograron detectar los receptores de PRL en la neurohipofisis, no se puede descartar su
presencia en este tejido. Esto es debido a que las técnicas inmunocitoquimicas no tienen la
sensibilidad suficiente para detectar bajas concentraciones de antigenos. La sefial de la marca
del anticuerpo monoclonal, s1 bien es clara también s débil. Dado que el 80% de los receptores
de PRL se localizan en el aparato de Golgi de las células detectadas (Bole-Feysot v cols, 1998),
no es de sorprender que su deteccion por un anticuerpo poco sensible se aprecie en el soma
neuronal y no en sus provecciones nerviosas. Estudios posteriores permitiran determinar si el
efecto autéerino de estas PRLs es producido sobre las terminales neurohipofisiarias, los cuerpos
neuronales vasopresinérgicos o en ambos. Una parte de estos estudios podria comprender la
evaluacién de la presencia de recepiores a PRL en la neurchipofisis con ayuda de la microscopia
electronica, 1a cudl permite detectar antigenos que se encuentran en concentraciones menores a

las que detecta la microscopia de luz visible.

Por otra parte, debemos recordar que, aunque normalmente se asume que las neuronas
magnocelulares de los nicleos PV y SO proyectan sus terminales a la neurohipofisis, esta no es
la realidad completa. Hay una gran cantidad de proyecciones que se originan en estos niicleos,
que terminan en el sistema portal hipofisiario, y que mediante su liberacidn a este nmivel pueden
influir en la sintesis y secrecidn de hormonas adenohipofisiarias (ver por ejemplo Jacobowitz,
1988) También se ha observado la presencia de ambos nonapéptidos en el medio de perfusion
del area de los nucleos PV y SO, lo que implica su liberacion local (Renaud y Bourque, 1991).
Y, por si fuera poco, existen una gran cantidad de proyecciones que se originan en ¢l sistema
hipotalamo-neurchipofisiario y que se dingen hacia otras regiones del sistema nervioso, como
por ejemplo el hipotalamo lateral, tallo cerebral o la médula espinal (Hatton, 1990) El uso de
explantes donde se presume se encuentra el sistema hipotalamo-neurohipofisiario completo no
permite saber si la liberacion, tanto basal como estimulada de VP, ocurre solamente al nivel de
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las terminales neurchipofisiarias o también, por gjemplo, al nivel de la eminencia media en el

sistema portal hipofisiario.

Ademas, la inclusion de un grupo neuronal en un nicleo cerebral es una herramienta
arbitraria que se utiliza para facilitar los estudios que se hacen en el SNC y no implica el tener
una poblacién homogénea dentro de un cierto nucleo. Un ejemplo interesante acerca de la
posibilidad de que existan diferentes respuestas a un mismo estimulo en un mismo nicleo lo
presenta el siguiente resultado: en ratas ovarlectomizadas, altas dosis de triiodotironina elevan
los niveles de ARN mensajero para GT en el nicleo PV, mientras que tratamiento con estradiol
no tiene efecto. Cuando a estos animales ademas de ovariectomizarios se les tiroidectomizo los
niveles de ARN mensajero para OT se elevaron dramaticamente en presencia de estrogenos. Sia
estos Gltimos se les administra tanto triiodotironing como estrogenos los niveles de RNA
mensajero para OT no se elevan. Por tanto, triiodotironina interfiere con la induccidn estrogénica
de la expresion de OT. Sin embargo, se observd que subdivisiones particulares de los micleos PV
respondian de manera diferente a este tipo de tratamiento, especialmente la regién anteroventral
y ventromedial de la subdivision parvicelular de los micleos PV (Dellovade vy cols, 1999). ;jPor
qué resulta tan interesante este ejemplo? Primero que nada es una demostracion clara de que el
estimulo de la expresién de una hormona en un tejide no depende de un solo factor, sino de una
serie de ellos. Segundo, y mas importante para nosotros, nos recuerda que un tejido consiste de
poblaciones heterogéneas. Normalmente tendernos a considerar a los nicleos PV v SO como una
unidad compuesta de dos tipos celulares principales que responden de manera semejante a los
mismos estimulos. Como ya se menciond anteriormente y se demuestra en estos experimentos
del grupo de Pfaff (Dellovade y cols, 1999), este no es el caso Las poblaciones de un ntcleo

cerebral pueden ser y son heterogéneas.

En nuestro caso, resultaria interesante saber si el estimulo de PRL sobre liberacion de VP
es general o si influye de manera preferencial en algin subgrupo de newronas o de terminales
vasopresinergicas. Nosotros observamos la estimulacion de la liberacion de VP en presencia de
PRL. El grupo de Sladek ha observado en explanies del sistema hipotalamo-neurohipofisiario de
ratas lactantes que PRL no tiene efecto ni sobre la liberacion nt sobre la expresion de VP (Ghosh

y Sladek, 1995). En el caso de cllos se utilizan explantes de los que se han eliminado los nacleos
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PV. (Es posible que las diferencias entre sus resultades y los nuestros sean debidas a una
respuesta diferente por parte de los nicleos PV y los SO? Si es asi, jcomo responde cada
subgrupo celular 2 este estimulo? ;jy qué otros factores estan influyendo en estos resultados?
influye el estado hormonal del animal antes del sacrificio, la ausencia de otros estimulos
hormonales, la ausencia de otros nicleos hipotalamicos, concentracion o deplecidén de
metabolitos, etc? El campo es muy amplio v las posibilidades casi infinitas. Sélo estudios en
condiciones mas controladas y que traten de evaluar ¢l conjunto y no por separado los facfores
que influyen en la sintests y liberacion de VP u OT podran darnos una idea clara de los procesos

que se llevan a cabo en el sistema hipotalamo-neurchipofisiario.
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CONCLUSIONES

En conclusion, los resultados de esta tesis son consistentes con el que:

1. Los estrogenos estimulan la expresion del ARN mensajero de PRL en los nticleos PV v 8O
del hipotalamo.

2. Tanto PRL como su receptor se encuentran localizados en neuronas vasopresinérgicas del
sistema hipotalamo-neurohipofisiario. El receptor de PRL parece estar presente en la
mayor parte de las neuronas vasopresinérgicas y solamente en una subpoblacion de las
oxitocinérgicas.

3. La PRL 23K y su fragmento amino-terminal de 16 kDa estimulan ia secrecion de VP por
explantes hipotalamo-neurohipofisiarios ir vitro. El efecto de ambas PRLs es dependiente
de la dosis y es comparable en magnitud al reportado para la Al

En resumen, los hallazgos de este trabajo confirman evidencias previas sobre la expresion
de PRL en neuronas magnocelulares del sistema hipotalamo-neurohipofisiario, y apoyan posibles
efectos locales de variantes moleculares de esta hormona sobre dicho sistema. En particular, los
resultados obtenidos sugieren efectos autdcrinos de las PRLs neurohipofisiarias sobre la
secrecion de VP. Dado que los estrégenos estimulan la expresion de la PRI neurohipofisiaria,
este efecto estimulatorio podria tener relevancia particular en condiciones fisiologicas asociadas
al aumento de los estrogenos circulantes.
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APENDICES

Prolactina

El gen que codifica para la prolactina {PRL) es transcrito vy traducido, dependiendo de la
especie, a una proteina constituida por 197-199 aminodcidos que posee un peso molecular
aproximado de 23 kDa (PRL 23K). La estructura terciaria de esta molécula es mantenida por tres
puentes disulfuro formados por los seis residuos de cisteina que contiene la proteina. Los enlaces
se establecen entre cisteinas consecutivas y, en el caso de la rata, se forman entre cys-4 y cys-9,
cys-56 y cys 172, y ¢ys-189 y cys-197 generando dos asas pequeiias terminales y un asa grande

intermedia (Parlow y Shome, 1976).

Sin embargo, esta hormona existe como una familia de variantes moleculares que son, en
su mayor parte, producto de medificaciones postraduccionales de la PRL 23K, que ¢s la forma
molecular predominante (Sinha, 1992). Entre dichas variantes se encuentran formas de diversos
pesos moleculares (Aston y cols, 1984; Bollengier y cols, 1989; Cole v cols, 1991; Sinha, 1992;
Smha y Gilligan, 1984), wvariantes glicosiladas (Bollengier y cols, 1989; Lewis y cols, 1985;
Sinha y Jacobsen, 1987), fosforiladas (Brooks y cols, 1994; Wang v Walker, 1993), desamidadas
(Graf y cols, 1970; Nyberg y cols, 1980) y formas proteoliticamente modificadas. Entre estas
ultimas se ha 1dentificado una variante con cortes en el asa mayor entre los aminoacidos 145 y
149, o prolactina cortada (Baldocci y cols, 1993; Mittra, 1980a y 1980b; Wong v cols, 1986). La
reduccion del puente disulfuro intermedio rompe a esta PRL cortada en un fragmento amino-

terminal de 16 kDa (PRL 16K}y en un fragmento carboxilo terminal de 6 kDa (PRL 6k)

A la PRL se le han atribuido un gran niimero de acciones bioldgicas, incluidas en las
sigulentes categorias: (1) balance hidrico y de electrolitos; (2) reproduccion; (3) crecimiento y
desarrollo; (4) efectos metabdlicos; (5) acciones sobre estructuras ectodérmicas e
integumentarias; (6) efectos conductuales, y; (7) efectos inmunomoduladores (Nicoll, 1974 y
1980). De estas acciones, no todas se encuentran representadas o tienen la misma importancia
para todos los tipos de vertebrados. Por ejemplo, los efectos osmorreguladores representan el

papel predominante de la hormona cntre los peces En los anfibios, las funciones relacionadas
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con el crecimiento y el metabolismo son las que adquieren mayor relevancia, mientras que en
mamiferos y aves predominan las acciones relacionadas con la reproduccion (Nicoll, 1974 v
1980). En los mamiferos las acciones mas estudiadas de esta hormona se han concentrado en la
gléndula mamaria, donde estimula tanto el crecimiento del epitelio alveolar (Elias, 1980) como
su diferenciacién y su actividad secretora (Topper y Freeman, 1980). De hecho, la actividad
secretora de la glandula mamaria comprende una estimulacion general de los mecanismos
biosintéticos intracelulares. La PRL no solo estimula la sintesis de proteinas presentes en la leche
(caseina, o-lactoalbimina, y-lactoglobulina, transferrina, etc), sino también de las enzimas
involucradas en la sintesis de componentes de la leche como la lactosa, los lipidos especificos de
la leche, etc. (Shiu y Friesen, 1980). Asimismo, la PRL estimula la transcripcion de los genes
ribosomales promoviendo la acumulaciéon del ARN ribosomal en las células mamarias (Shiu y

Friesen, 1980; Topper y Freeman, 1980).

Durante la lactancia también se ponen de manifiesto las acciones osmorregulatorias de la
PRI, ya que para la produccidn de leche la glandula mamaria transporta grandes volimenes de
fluido isoténico. La PRL ejerce funciones osmorreguladoras que permiten mantener las
diferencias entre la composicion idnica de la leche y 1a 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 modificacion 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 encueniran presentes en la leche (Shiu y Friesen , 1980). Este
efecto, aunado a acciones sobre la proliferacion de células del sistema inmune en la leche, son

parte de las acciones inmunomoduladoras de la PRL durante la lactancia (Shiu y Friesen , 1980).

La PRL ejerce ademas efectos conductuales que influyen sobre la lactancia. Por ¢jemplo su
presencia, en conjunto con las hormonas ovaricas, es indispensable para la induccion de la
conducta materna en varias especies de vertebrados (Meites, 1988), incluidos los mamiferos
(Lucas y cols, 1998). 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), incluyendo también a los mamiferos (Bridges v cols, 1997)
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La fuente principal de produccion de PRL y algunas de sus variantes moleculares es la
hipofisis anterior o adenohipofisis (ver Sinha, 1995). En ella, las células secretoras de PRL o
lactotropos, se encuentran distribuidas en forma relativamente homogénea, aunque se ha
propuesto que son mas abundantes en los bordes externos de la glandula y en la regién mis
cercana a la hipofisis intermedia (Papka y cols, 1986). Normalmente se considera que los
lactotropos constituyen un 40-50% de las células adenohipofisiarias (Tougard y Tixier-Vidal,
1988), aunque su ntmero y actividad secretora varia de acuerdo a las condiciones fisiclogicas del
organismo. Esto es debido a que se encuentran influenciadas tanto por estimulos endégenos
(estrégenos y otras hormonas esteroidales, etc.) como por estimulos exdgenos {estimulacién del

cérvix uterino, succion de las crias durante la lactancia, etc.).

Se ha observado que tanto el ndmero de lactotropos como la concentracién
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). Ademas, en la hembra los niveles de esta hormona siguen un patron
determinado. En la rata este patron se caracteriza por un aumento marcado de la PRL circulante
en la tarde y la noche del proestro, que se correlaciona con un aumento previo en los niveles

circulantes de estrogenos (Neill, 1974).

El lactotropo, como ya se dijo, es el sitio principal de sintesis de PRL. Sin embargo,
existen diversas fuentes extrahipofisiarias de PRL, entre las que se encuentran los linfocitos, el
estroma del endometrio decidual, el miometrio uterino, la glandula mamaria y el tejido nervioso
(Nicoli, 1980). Por ejemplo, en el estroma del endometrio deciduatl y en el miometrio uterino se
han detectado moléculas con bioactividad tipo PRL que comparten con ella caracteristicas
inmunocitoquimicas (Gellersen y cols, 1991; Golander y cols, 1978), ademas de que expresan el
ARN mensajero de la PRL (Takahashi y cols, 1984). En el sistemna inmune, el gen de la PRL es
expresade en esplenocitos, linfocitos y monocitos (Gagnerault, 1993; Montgomery y cols, 1987,
1990 y 1992) en forma de variantes que difieren entre si principalmente en su pese molecular

(Baglia y cols, 1991, Di Matia y cols, 1988, Montgomery y cols, 1990 y 1992) y que podrian
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fener acciones autéerinas y paracrinas sobre estas células {Gala, 1991), va que las mismas

contienen el receptor de PRL (Matera y cols, 2000).

Otro sitio donde se ha reportado consistentemente la presencia de PRL es el tepdo
nervioso. Estudios de inmunocitoquimica han localizado antigencs tipo PRL principalmente en
las neuronas v tractos nerviosos del hipotalamo (Fuxe y cols, 1976; Harlan y cols, 1989;
Nishizuka y cols, 1990; Paut-Pagano y cols, 1993; Shivers y cols, 1989; Siaud y cols, 1989;
Thompson, 1982; Toubeau y cols, 1979), aunque también mediante Western Blots se ha
encontrado PRL en homogenizados de médula espinal, tallo cerebral v en el liquido
cefalorraquideo de la rata (DeVito, 1988a, 1988b y 1989; Emanuele y cols, 1986, 1987 y 1989).
Ademas, se ha demostrado que el material inmunorreactivo obtemido del fraccionamienio
cromatografico de las distintas areas cerebrales posee efectos mitogénicos en bioensayos
especificos para esta hormona (Emanuele y cols, 1986, 1987 v 1989). Estos hallazgos han sido
apoyados tanto por la determinacion de la existencia del ARN mensajero para esta hormona en el
hipotalamo como por el analisis de mapas de digestion triptica de las moléculas tipo PRL
involucradas. Mas recientemente, en nuestro laboratorio hemos encontrado que la
inmunorreactividad tipo PRL se asocia principalmente a dos proteinas {(de 23 y 14 kDa) en las

neuronas vasopresinérgicas magnocelulares.

iCual es la funcidon de la PRL en el sistema nervioso central? Al parecer puede tener
funciones especificas en éste, pues se ha sugerido que podria ser la responsable tanto de inhibir
la hiberacion de la hormona liberadora de gonadotropinas (Azad y cols, 1990) como de estimular
la proliferacion de células gliales en cultivo {DeVito y cols, 19932 y 1993b). Sin embargo, es
posible que no sean éstas sus Unicas funciones. Candidatos adicionales mmcluyen acciones
centrales sobre la regulacion de la concentracion idnica de los fluidos corporales, efecto regulado
por el hipotdlamo y donde diversas evidencias apuntan a la PRL (revisado por Pfaff y cols,
1994).
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Sistema Hipotilamo-neurohipofisiario

El hipotdlamo se encuentra formado por dos tipos de neuronas: el primero incluye a
aquellas con las caracteristicas propias de células nerviosas y que se encuentran involucradas en
la recepcion, integracion, conduccion y transmision siniptica de mensajes. Adicionalmente a
dichas caracteristicas neuronales clasicas, las neuronas que componen al segundo grupo tienen
propiedades de células endderinas: éstas sintetizan mensajeros quimicos de naturaleza peptidica,
los cuales son transportados a lo largo de 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 hipotalamo-neurohipofisiario (SHN) pertenecen al segundo grupo
mencionado y son de tipo magnocelular, ya que tienen un didmetro de 20-30 pm, mayor al
comin de las neuromas. Estas conforman una parte importante de los dos pares de nicleos
anteriores hipotalamicos: los niicleos paraventriculares (PV), situados a cada lado del tercer
ventriculo, y los supraopticos (SO), situados por encima del tracto optico (Reichlin, 1992). Sin
embargo, también forman parte de este sistema los ntcleos accesorios magnocelulares que, en la
rata, incluyen el nicleo paraventricular rostral, los micleos formicales anterior y posterior, el
nicleo circular y las células que aparecen en forma irregular entre los NPV y los NSO (donde
generalmente se asocian a vénulas [Cunningham y Sawchenko, 1991; Silverman y Zimmerman,
19831). Estos nicleos accesorios, en conjunto, pueden contribuir hasta con el 50% de las
neuronas que proyectan hacia la neurohipéfisis (Cunningham y Sawchenko, 1991; Silverman y
Zimmerman, 1983). La mayoria de los axones de estas neuronas llegan al infundibulo y penetran
en la neurchipdfisis. En ésta, los axones divergen en todas direcciones, terminando cerca de
redes de capilares fenestrados. Los otros constituyentes de la neurchipéfisis 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 neuroendoécrina de este sistema. Las
arterias que alimentan a la hipdfisis posterior son ramas de las arterias inferiores hipofisiarias,

que a su vez son subsidiarias de la carotida interna (Baulieu y Kelly, 1990).
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Los productos de secrecion de las neuronas magnocelulares hipotalamicas son sintetizados
en el reticulo endoplasmico y concentrados por el aparato de Golgt en granulos secretorios, los
cuales son transportados a la terminal del ax6n {Bean y cols, 1994). En las terminales
neurchipofisiarias se encuentran frecuentemente engrosamientos, conocidos como cuerpos de
Herring, que miden de 10 a 20 um vy acumulan este tipo de granulos, sirviendo como sitios de
almacenamiento (Baulien y Kelly, 1990). En la terminal, la liberacién del contenido de los
granulos ocurre por €xocitosis en respuesta a la propagacion del potencial de accidn. De esta
manera los neuropéptidos hipotalamicos son vertidos a la circulacion sistémica (Baubeu y Kelly,
1990; Reichlin, 1992).

Vasopresina y Oxitocina.

Las principales hormonas que son liberadas por el lobulo neural hipofisiario son
clasificadas como de propiedades antidiuréticas {(conservadoras de agua) u oxitocicas
(contractoras del itero). Tanto vasopresina (VP) como 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 acciones fisioldégicas mas conocidas de la VP son el
control de la excrecion de agua por el rifion v la regulacion de la presion arterial, o que la hace
jugar un papel importante en la regulacion de la presion osmdtica de los fluidos extracelulares.
Por otra parte, las acciones fisioldgicas mejor conocidas de la OT son la contraccion de las
células mioepiteliales de la glandula mamaria (que determinan la evacuacién de leche) y la

contraccion de las células del misculo liso del miometrio uterine durante el parto.

Estos dos mensajeros son sintetizados como prohormonas en el cuerpo neuronal y son
sujetos a procesamiento proteolitico durante el transporte axonal. En ambos casos el resultado
son dos moléculas: la hormona {que en ambos casos corresponde a un nonapéptido con un
puente disulfuro en la posicion 1-6) y un péptido acompanante de aproximadamente 10 kDa
conocido como neurofisina de tipo I (en el caso de la OT) o de tipo I (en el caso de VP)
(Reichlin, 1992). Existe una gran homologia entre los dos nonapéptidos, pues estas hormonas
difieren sélo por los aminoacidos de sus posiciones tres y ocho. Esto se ha sugerido como una de
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las razones de que, a altas concentraciones, cada una de ellas sea capaz de producir los efectos

caracteristicos de la otra (Jard, 1990).

Hasta el momento se han identificado dos tipos de VP en los mamiferos. El tipo mas
abundante es la arginina vasopresina (con una arginina en la posicién 8), mieniras que en el
cerdo y otiras especies de esa familia la forma predominante es la lisina vasopresina (con una
lisina en la posicion 8). En cambio, solo 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 micleos magnocelulares hipotalamicos que, como va se dijo, estin constitnidos
por los nucleos PV y SO. Sin embargo, también son producidas por neuronas de los nacleos
accesorios magnocelulares hipotalamicos y por neuronas de tipo parvicelular (de menos de 20
um) que se localizan principalmente en el nicleo supraquiasmatico, el nicleo paraventricular
parvicelular y otros sitios extrahipotalamicos, como son la amigdala, el septo ventrolateral y la

base de la estria terminal (Jard, 1990; Renaud y Bourque, 1991).

Como se ha mencionado, la gran mayoria de los axones de las neuronas de tipo
magnocelular de SHN terminan en la neurohipdfisis, donde liberan sus productos a la
circulacion. Sin embargo, existen ademas 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 Sitverman y Zimmerman, 1983).

Normalmente se considera que VP y OT son producidas por diferentes poblaciones
neuronales, ya que la colocalizacidn de ambos péptidos en unma misma célula sblo se ha
observado en aproximadamente 2-3% de las neuronas magnocellares (Mezey y Kiss, 1991). No
obstante, se han reportado casos especiales, como los primeros dias de la lactancia, donde el
numero de células que sintetizan ambos péptidos aumenta considerablemente (hasta un 17% del
total de neuronas magnocelulares [Mezey y Kiss, 1991]). La distribucion de las neuronas
magnocelulares vasopresinérgicas difiere de las oxitocinérgicas a lo largo de los micleos PV y
SO (Rhodes y cols, 1981). En los nicleos SO las primeras ocupan una posicion mas ventral que
las segundas y tienden a colocarse de manera proximal al quiasma optico. En los nicleos PV, las
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neuronas vasopresinérgicas se circunscriben principalmente a la regidn laierc dorsal del nicleo
y ocupan un area menor que las oxitocinérgicas, gue se encuentran principalmente en la region

medial y hacia la periferia del nicleo (Cunningham y Sawchenko, 1991; Rhodes y cols, 1981).

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 sclo en los tubulos renales y que se acopla al sistema de la adentlato
ciclasa, v; el Vy, que fue descrito en higado y el musculo liso de los vasos sanguineos, y que
parece acoplarse al sistema de fosfoinositidos/Ca”* (Jard, 1990). Los receptores para OT han sido
caracterizados en el misculo uterino y la glandula mamaria, encontrandose que funcionalmente
son homdlogos al tipo V; de los receptores a VP (Jard, 1990). Como ya se menciond, los
receptores para uno de estos mensajeros son capaces de reconocer, aungue 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).

Adictonalmente a las funciones descritas se ha propuesto que ambos péptidos pudiesen
funcionar como mensajeros a nivel local (de forma paricrina y/o autdcrina) en el sistema
nervioso central y, en particular, en el sistema hipotalamo-neurohipofisiario (Sawchenko y cols,
1992). Por ejemplo, se ha descrito la presencia de los receptores para ambas hormonas en
distintas regiones del cerebro, incluidos los micleos magnocelulares hipotalamicos (Renaud y
Bourque, 1991). También se ha observado la presencia de ambos nonapéptidos en el medio de
perfusion del area de tos ntcleos PV y SO, lo que implica su posible liberacion local (Renaud y
Bourque, 1991).

Prolactina y Otros Péptidos en el Sisterna Hipotalame-neurohipofisiario.

Hoy en dia es ampliamente aceptado que las neuronas pertenecientes al sistema
hipotalamo-neurohipofisiario contienen una gran variedad de péptidos bioactivos que coexisten
con VP y/o OT. La gran mayoria de estos péptidos han sido localizados por metodos
inmunocitoquimicos, casi siempre en tejido de animales tratados de forma previa con colchicina.
Debido a que este agente inhibe el transporte axonal, se ha asumido que de esta forma se puede
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evaluar Ja capacidad de una neurona para sintetizar un antigeno dado debido a que les permite
acumularse en el soma celular y poder asi ser detectados de forma imunocitoquimica. Sin
embargo, esto ha despertado controversia alrededor de la deteccion de muchos antigenos, pues se
ha sugerido que el tratamiento con colchicina causa estrés per se en el animal, y éste es un
modulador importante de la expresion génica en este sistema (Coriés y cols, 1990).
independientemente de la forma en que se haya encontrado cada uno de los péptidos descritos,
los indices de expresion basal de éstos tanto en axomes como en ierminales nerviosas son
generalmente bajos. El contenido de péptidos colocalizados en Ia hipofisis posterior se encuentra
en un intervalo de dos a cuatro ordenes de magnitud menores a los de cualquier hormona
nonapeptidica (Brownstein y Mezey, 1986), haciendo improbable que cualquiera de ellos actiie a
su vez como una hormona. Es por ello que se ha propuesto que puedan ser reguladores
autocrinos o paracrinos de la liberacion de VP y OT (Cunningham y Sawchenko, 1991,
Sawchenko y cols, 1992).

Entre los primeros estudios realizados que determinaron la colocalizacion de algin péptido
en este sistema se encuentran los de Martin y Voigt (1981). Ellos demostraron, mediante técnicas
de inmunocitoquimica al nivel de microscopia de luz, la colocalizacion de OT con met-
encefalina en las terminales nerviosas neurohipofisiarias. En cambio VP se encuentra
colocalizada, aunque no siempre, con leu-encefalina en sus terminales nerviosas. La
colocalizacion de estos péptidos opioides también ha sido analizada a nivel de granulos
secretorios (Renaud y Bourque, 1991). En apoyo a que la funcion de leu- y met-encefalina sea el
inhibir la secrecion de OT al nivel de las terminales nerviosas se mostro que la segunda reduce la
secrecion de OT al medio de incubacion de explantes neurohipofisiarios (Leng y cols, 1994).
Ademas de estos opioides, se han identificado en uno u otro tipo de las neuronas def SHN una
gran cantidad de péptidos, de los cuales se muestran algunos de los ejemplos mas representativos
en la tabla 1. Entre estos péptidos se encuentra PRL, descrita en nuestro laboratorio como
perteneciente a los péptidos expresados por las neuronas vasopresinérgicas magnocelulares
hipotalamicas (Clapp y cols, 1994; Lopez-Gomez y cols, 1995; Torner y cols, 1995; Mejia y
cols, 1997). Esta hormona, aunque habia sido encontrada repetidamente en el hipotalamo, no
habia sido asociada con el sistema hipotalamo-neurohipofisiario (DeVito y cols, 1987; Emanuele
y cols, 1986, Siaud vy cols, 1989; Thompson, 1982; Toubeau y cols, 1979). Su presencia en €ste,
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sin embargo, no resulta del todo sorprendente, va que se asocia con funciones de balance
osmético tanto en leche como en fluido amnidtico. Estas funciones podrian ser controladas a
nivel hipotaldmico, ya que es precisamente éste, y sobre todo VP, quién se encarga de la

regulacién del equilibrio osmético del organismo en general.

Aunque cada vez es mayor la cantidad no sélo de hormonas peptidicas, sino también de
precursores de neurotransmisores descritos en este sistema, la mayoria de los estudios realizados
se limitan a describir la existencia de estos mensajeros. En la mayoria de los casos no se sabe de

estudios que hayan sido realizados para determinar las posibles implicaciones de cada una de

Colocaliza con

VP yOT
Péptidos derivados de prodinorfina
Péptido tipo ghicagon 1
Galanina
Dinorfina
VP OT
Len-encefalina Met-encefalina
Angiotensina J1 Colecistoquinina
Péptido intestinal vasoactivo Hormona liberadora de tirotropinas
Péptido histidina-isoleucina Factor liberador de corticotropina

Prolactina

Tabla 1. Ejemplos de substancias colocalizadas en neuronas neurcendocrinas del sistema hipotalamo-
neurohipofisiario (Tomado de Griffornd y cols, 1994; Meister, 1993; Sawchenko vy cols. 1992; Silverman y
Zimmenman, 1983, v; Villar y cols, 1990).

estas moléculas en el sistema hipotalamo-neurohipofisiario. En parte, esto es debido a la
dificultad que se presenta al tratar de estudiar el efecto de una hormona en un sistema tan
complejo y que no puede ser aislado de manera adecuada. Es por ello que en la mayoria de los
estudios realizados ha sido necesario limitarse al uso de técnmicas inmunocitoquimicas,
exposicion directa in vivo a diferentes hormonas y neurotransmisores y cultivo de explantes del
sistema. Sin embargo, a pesar de estas limitantes, poco a poco se comienza a dilucidar el papel

que pueden jugar en la fisiologia general del organismo cada uno de estos mensajeros quimicos.
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