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-RESUMEN

El proceso de sec rec ión de p r o l a c t i n a (PRL) se i n i c i a con l a s í n -
t es i s de la hormona en el retículo cndoplásmico rugoso, para continuar'
con una serie de eventos que resultan en la formación de granulos de
hormona concentrada, cubiertos de membrana. Estos granulos sufren una
ser ie de transformaciones químicas y morfológicas hasta que entran en
exocitosis, por medio de la cual la hormona es liberada a la circula-
ción..

En la rata lactante, la activación del sistema se encuentra con-
trolada por la estimulación que las crías ejercen durante la succión..
Cuando las ratas permanecen de 2 a 8 hs sin ser succionadas, la con-
centración de PRL en la adenohipófisis se incrementa mientras que el
nivel circulante disminuye. En estas condiciones, la succión de las
crías induce una desaparición (depleción) brusca del 30 al 50 % de la
concentración de PRI. adenohipofisiaria, así como el inicio de la l ibe-
ración gradual de la hormona hacia la circulación.. Debido a las ciné-
ticas diferentes de ambos eventos (vgr: mientras que la depleción es
rápida y masiva, la liberación es de menor magnitud, pero sostenida du
rante el tiempo de aplicación de la succión), ocurre una clara discre
pancia entre la gran cantidad de hormona depletada y la poca cantidad
de hormona liberada a los pocos minutos después de iniciada la succión,,
A medida que la succión continúa, la discrepancia tiende a disminuir
hasta desaparecer en caso de que la estimulación sea sostenida el tiem
po suficiente. Debido a esta y otras evidencias, se originó la hipóte-
sis de que la depleción de la hormona precede en el tiempo y determina
la liberación de la misma hacia la circulación,, En el presente estudio
investigamos el mecanismo por el cual ocurre la depleción de la hormona.
Para e l lo , comparamos la concentración de la hormona en las hipófisis
de animales succionados 15 min después de 8 hs sin succión y la de ani
males mantenidos sin succión poi 8 hs, mediante dos tipos de extracción
química: a) en amortiguador tris-HCL 0.13 M pH 7.2, así como, b) en
amortiguador de carbonatos 0,05 M ph 10.. Mediante este procedimiento
encontramos que la depleción de PRL que se detecta en las hipófisis de
animales succionados con respecto a las glándulas de los animales tes-
tigo cuando se realiza la extracción en Tris-HCL pH 7,2, no ocurre
cuando la extracción se lleva a cabo en amortiguador de carbonatos a
p¡' 10, incluso se obtuvo el mismo resultado midiendo a la PRL marcada
radioactivamente 8 horas antes de la succión y/o el sacrificio.,

Para establecer comparaciones entre la depleción y la liberación de
PRI marcada isotópicamente, se analizó la ocurrencia de estos fenómenos
in vitro , situación que permite cuantificar con un mismo método

IclcctroTbresis en poliacriíamida) el contenido hormonal en la adroobi-
pófisis ;isí como en el medio de incubación.. Encontramos que las hipó-
fisis de ratas lactante? privadas de la succión de sus crías por1 8 ho-
ras e incubadas 4 horas, mostraron un cambio del contenido de PRL a
los 30 minutos de la incubación semejante al inducido in vivo por la
succión de las crías (depleción), y opuesto al observado en las hipófl
s is de los animales succionados 15 minutos antes del sacrificio (reple
ción) . Durante los siguientes 30 a 60 min de la incubación las h.ipófi_
sis mostraron oscilaciones en el contenido de PRL.. Las sernihipófisis
extraídas en carbonatos a pH 10, mostraron una disminución gradual del
contenido de PRL. La liberación por su parte mostró una tendencia a la



a la disminución a medida que transcurrió la incubación. Por lo que res_
pecta a la PRL sintetizada y mateada 8 horas antes del sacrificio, los~~
cambios en el tejido y en el medio fueron semejantes a los descritos pa.
ra la PRL total, El establecimiento de la actividad específica de la
PRL liberada en comparación a la actividad específica de la PRl en el
tejido, sugirió que la primera procede de aquella que se encuentra en
forma indetectable en la hipófisis,, Todos estos resultados sugieren que
el estímulo de la succión de las crías induce un cambio en la PRI de su
condición detectable a una condición indetectable, a partii de la cual
ocurre la liberación hacia el exterior de la hipófisis.

Por otro lado, con el fin de estudiar la regulación intrínseca del
proceso de secreción de la PRl, sobre la cual se ejerce el control de -
origen hipotalámico, analizamos la relación de la edad de la PRl con
su actividad secretoria., Así, administramos un marcador' radioactivo
(leucina tritiada) a diversos tiempos antes de someter a las ratas a la
succión de. sus crías o bien de sacrificar e incubar sus hipófisis in
vitro. Encontramos que la PRl de 1 hoia o menos de edad a paitir~de
su síntesis, así como PRL de 16 ó 24 horas de edad mostraron un nivel
de mareaje muy bajo (< 50%) y no mostraron la depleción característica
de la PRL de 4 ú 8 horas de edad y de la PRL total bajo la acción del
estímulo de la succión.. Asimismo, estas poblaciones hormonales mostra
ion una baja actividad en lo que a su liberación in vitro se refiere
en comparación a poblaciones de 4 y 8 horas de edad. Todos estos resul^
tados sugieren que las poblaciones mas jóvenes son retenidas selectiva
mente y que requieren de cierto tiempo hasta alcanzar su secretabili-
dad máxima tanto por criterios de la depleción in vivo como de la li-
beración invitro... Asimismo, las poblaciones mas viejas de PRT , eliden
ciaron una posibTe degradación intracelular asi como una retención
selectiva posiblemente asociada al peí iodo prolongado ( 16-24 horas)
en que estos animales no recibieron el estímulo de sus crias.,



i.
INTRODUCCIÓN,.

Generalidades de la Secreción de Prolactina en Diferentes

Estadios Fisiológicos..

Los mamíferos se caracterizan por poseer glándulas

especializadas en la secreción de un compuesto con propieda_

des nutritivas, destinado a la alimentación de las crías en

el período inmediatamente posterior al parto,. La regula-

ción de esta secreción se lleva a cabo por medio de un com

piejo de hormonas (Cowie y Tindal, 1971), cuyos componentes

varían de acuerdo con las especies, y entre las cuales des-

taca la Prolactina (PRL) {ver Cowie y Folley, 1961).. Esta

hormona es producida en la hipófisis anterior o adenohipófi

sis y es secretada en respuesta a la sucpión de las crías

(Grosvenor y Mena, 19 71).. Es importante mencionar, que ade_

rciás de estimular la secreción láctea, la PRL ejerce por lo

menos 85 diversos efectos identificados en toda la escala

de los vertebrados, tanto dentro como fuera de la esfera de

la biología reproductiva (Nicoll, 1974)., Así, en peces, an

fibios , reptiles, aves y namíferos, la PRL ha sido involu-

crada en una serie de efectos que Nicoll (Nicoll, 1974) ca-

talogó en tres grandes categorías: acciones relacionadas

con la reproducción, acciones relacionadas con el crecimien_

to y acciones osmorreguladoras.. Dada la gran diversidad de

sus acciones, como es de esperarse la regulación de la se-

creción de la PRL involucra mecanismos muy variados., Entre
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estos, los más estudiados son aquellos asociados a la fisio_

logia reproductiva en los mamíferos., Así por ejemplo, en

la rata, especie predilecta para el estudio de la secreción

de la hormona, la PRL estimula el crecimiento y la secre-

ción de las glándulas mamarias (Tucker, 1974; Cowie y Tin-

da!, 1971), estimula la secreción de progesterona por el

cuerpo lúteo (Smith y col,,, 1976), y el crecimiento y fun-

cionamiento de la próstata en el macho (Negro-Vilar y col..,

1977),. La concentración de PRL circulante se mantiene ba-

ja durante el diestro en la rata; se incrementa bruscamente

durante la tarde y la noche del proestro, y declina nueva-

mente hasta valores básales en la mañana del estro (Neill,

1974)„ Este incremento en los niveles de PRL se encuentra

precedido y es estimulado, directa o indirectamente, por la

secreción folicular de estrógenos (Smith y col.,, 1975),. Du

rante los primeros 10 a 11 días del embarazo, los niveles

circulantes de PRL se incrementan dos veces al día a partir

de la estimulación cervical proporcionada durante el coito..

Puesto que dichos incrementos se repiten espontáneamente du

rante 10 a 11 días (Smith y Neill, 1976), se ha sugerido

que la hormona es secretada durante ésta fase con un verda-

dero ritmo circadico controlado por el sistema nervioso cen

tral (Bethea y Neill, 19 79) en el cual es mínima la partici^

pación de los esteroides ováricos (Freeman y col,., 1974).,

A partir del día 11 del embarazo la concentración circulan-

te de PRL se mantiene en valores muy bajos hasta uno ó dos

días antes del parto cuando ocurre un incremento significa-
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tivo (Sjnenoiaori y col,., 1970} , aparentemente causado por el

incremento en la secreción de estrógenos y la depresión en

la secreción de progesterona que ocurren en ese momento.. Du

rante la lactancia y a diferencia de lo que acontece fuera

de este estado fisiológico, la secreción de PRL ocurre de

manera fásica en respuesta a la estimulación proporcionada

por las crías (Neill, 1974; Neill, 1980).. En esta fase, el

principal estímulo para la secreción de la PRL es el estímu

lo neurogénico de la succión, el cual activa un reflejo neu_

roendócrino que genera una liberación de PRL hacia la circu

lación,, El aumento en la concentración sérica de PRL que co

míenza a ser significativo a los pocos minutos de iniciado

el estímulo, alcanza valores máximos a los 30 min , los cua

les se mantienen hasta los 60 min ó adn más., En cuanto se

suspende la aplicación del estímulo, los niveles circulan-

tes de PRL comienzan a declinar (Grosvenor y Mena, 1971;

Grosvenor y Whitworth, 1974),.

Generalidades Sobre el Proceso de Secreción de Prolactina:

Diversos Enfoques,,

El estudio de la secreción de PRL ha sido multidis_

ciplinario, incluyendo tanto un enfoque puramente analítico

intentando dilucidar los mecanismos celulares, bioquímicos

y moleculares involucrados en el proceso de secreción, como

un enfoque integrativo de la relación funcional hipofisia-

ria con el medio interno y con el sistema nervioso central.,
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Debido a ésta variedad de puntos de vista, muchas veces re-

sulta difícil realizar comparaciones entre conceptos esta-

blecidos en distintos niveles de estudio, máxime si se con-

sidera que en general las condiciones experimentales utili-

zadas suelen ser diferentes.. Dada la complejidad del proce

so de secreción de la PRL y considerando como esencial para

su comprensión el conservar el enfoque integrativo de estu-

dio del fenómeno en cuestión, los experimentos que se pre-

sentan en ésta tesis han sido realizados con el propósito

de establecer vínculos entre conceptos generados por estu-

dios desarrollados a diversos niveles de integración., La

intención implícita de los trabajos desarrollados en esta

línea ha sido la de establecer las condiciones funcionales

del proceso de secreción de la PRL, en base a las cuales

profundizar en los mecanismos celulares y moleculares invo-

lucrados, sin apartarse del marco integral de referencia..

En general, el proceso de secreción de PRL se de-

senvuelve en gran medida como el proceso de secreción de tc_

das las proteínas cuyo destino es la secreción, ya sean és-

tas secreciones endocrinas o exócrinas,, Por esta razón, y

dado que este sistema posee algunas ventajas en cuanto a la

manipulación para su estudio experimental, se ha utilizado

frecuentemente como modelo del proceso de secreción protei-

ca., Así, tanto desde el punto de vista de la fisiología ce

lular como de los mecanismos moleculares comprendidos en su

proceso, la secreción de PRL se ha estudiado intensamente,,
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El Proceso de la Secreción de PRL Desde el Punto de Vista

de la Biología Celular,.

El proceso de secreción de PRL por el lactotropo,

que es la estirpe celular hipofisiaria responsable de la

producción de ésta hormona, consta de una serie de etapas

continuas, desde la síntesis polipeptídica de la hormona

hasta la liberación de la misma.hacia el espacio extracelu-

lar, que han sido divididas en una serie de eventos discre-

tos para facilitar su estudio, El proceso se inicia con la

síntesis de la PRL en el retículo endoplásntico rugoso (RER)

continúa con la translocación de la hormona hacia el apara-

to de Golgi, donde ésta es empacada en forma de vesículas o

granulos rodeados de membrana, forma en la cual permanece

hasta su liberación hacia el exterior o su degradación por

las estructuras digestivas celulares,. La hormona en forma

granular sufre un proceso de maduración, el cual ha sido a—

sociado a una serie de cambios químicos y morfológicos en

la estructura de la matriz del granulo, hasta iniciarse la

etapa final del proceso de secreción de la hormona, es de-

cir» la exocitosis,.

Generalidades Sobre la Fisiología de la Secreción de PRL en

la Rata Lactante.,

La secreción de la PRL es un evento complejo que

involucra una transformación de la hormona, previa a la li-
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beración propiamente dicha de la misma hacia el espacio ex-

tracelular.. La primera observación en este sentido fue rea

lizada en 1937 por Reece y Turner, quienes describieron que

en la rata lactante, la aplicación de un período de suc-

ción por parte de las crías, provocaba una reducción drásti^

ca en la concentración de la PRL en la hipófisis,, Dicha re

ducción del contenido hormonal de la glándula fue calif ica-

da como de depleción*, suponiéndose que representaba la sa_

lida de la hormona hacia la circulación,. Sin embargo con

el advenimiento del radioinmunoanálisis (RÍA) y la posibili^

dad de cuantificar a la hormona en la circulación, se encon

tro que la depleción del nivel de PRL en la glándula no se

acompañaba de un incremento de igual magnitud en la concen-

tración de la hormona en la circulación {Subramanian y Ree-

ce, 19T5; Grosvenor y Ttfhitworth, 1973; 1979; Grosvenor y

col.., 1979a; 1979b),, En lugar de ello, la liberación de la

hormona hacia la circulación ocurrta de manera constante du

rante el tiempo que duraba la succión, con lo cual, al cabo

del tiempo, la cantidad total de hormona liberada correspon

día con aquella previamente depletada de la hipófisis (Gros

venor y col.., 1979a).. Esta correlación temporal entre la

depleción rápida de la hormona en el tejido y la liberación

* El término "depleción" se emplea para referirse al término "deple-
tiorí'que en inglés es utilizad) para denotar: agotamiento, disminu-
ción rápida, vaciamiento, etc., Dado que el término "depleción" no
existe en idioma español, su uso en la presente tesis es con el prô
pósito de conservar su connotación original y evitar posibles confu
siones,,
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lenta de la misma hacia la circulación, llevó a postular la

hipótesis de que la hormona liberada provenía precisamente

de aquella previamente depletada del tejido, la cual había

sufrido una transformación que la hacía indetectable a los

métodos de identificación (véase más adelante) y que repre-

sentaba la forma liberable de la hormona.. Recientemente, se

ha encontrado que la depleción de la hormona difiere de la li_

beraeion de ésta en varias características funcionales tales

como la cinética de ambos procesos (Grosvenor y col./ 1979a;

Mena y col., 1980, Grosvenor y Whitworth, 1974), el umbral

de activación de éstos (Grosvenor y col., 1979b; Grosvenor y

col., 1981), así como los mecanismos hipotalámicos encarga-

dos de su regulación (Grosvenor y col., 1980; Grosvenor y Me

na, 1980). Sin embargo a pesar de estos conocimientos sobre

las características funcionales de la depleción y de la libe

ración de la PRL durante la lactancia en la rata, nada se sa_

be acerca de la naturaleza de la transformación que sufre la

hormona y que tiene como consecuencia dicha depleción.

Objetivos.

Uno de los objetivos principales del presente tra

bajo consistió en analizar el tipo de mecanismo responsable

de la depleción-transformación de la hormona en la glándula

por efecto de la succión, así como de la posible naturaleza

del cambio sufrido por la hormona. Dentro de este objetivo

y encaminado a facilitar su estudio, se analizó también la



existencia del fenómeno de la depleción en condiciones de in

cubación de hipófisis iri vi tro.,

El segundo de los objetivos fue analizar la posible

relación entre la edad de la prolactina a partir de su sín-

tesis y la secretabilidad de la misma por la hipófisis en

condiciones fisiológicas, Este análisis fue considerado im-

portante para establecer la participación de factores locales

intrahipofislarios en la regulación del proceso de secreción..

Nota: El formato de la presente tesis, de tipo monográfico,
fue seleccionado por considerarse que dicha presenta-
ción enmarca apropiadamente los resultados originales
que la sustentan, dentro del cuerpo teórico del tema
desarrollado,, Dada la amplitud y variedad del naterial
recopilado que no es original del autor, la exposición
del mismo sigue un curso en el cual se conjuntan las
evidencias experimentales acerca de la heterogeneidad
intrínseca del proceso de secreción de la PRL y pos-
teriormente se describen las evidencias experimenta-
les de la regulación y control de las etapas que con-
forman dicho proceso,. Enmarcados en este cuadro gene-
ral, los resultados originales fueron intercalados
dentro de los capítulos correspondientes.. {Ver seccio-
nes : "Transformación de la Prolactina", pp., 23-39 y
"Factores Hipofisiarios que Intervienen en la Regula-
ción del Proceso de Secreción de Prolactina" ,pp ..47-67)
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complejo de Golgi.. No se han identificado aún fuerzas espe-

cíficas que pudiesen ser responsables de los movimientos de

la PRL recién sintetizada hacia la periferia del Golgi.. De

acuerdo con Zanini y col,. (1980 ) , dado que las moléculas

de PRL muy probablemente son solubles durante su estadio en

las cisternas del RER, es de esperarse que su movimiento ocu_

rra al azar por difusión simple,, Esta difusión al azar pue-

de convertirse en un movimiento vectorial si se considera la

existencia de un adecuado mecanismo de atrapamiento que res-

trinja el movimiento de las moléculas en un punto específico

del sistema.. Una de las consideraciones que se derivan de

esta situación, es la existencia de sitios de unión a la PRL

en los elementos celulares de transición, que algunos han

propuesto como verdaderos receptores unidos a la membrana en

su cara luminal (Jamieson, 1979),, De esta manera, la unión

de la hormona a un receptor resultaría en su acumulación co-

mo paso previo a su translación al aparato de Golgi,. De ser

cierta esta última posibilidad, así se iniciaría el proceso

de "empaquetado" que tiene lugar en el complejo de Golgi, a

partir del cuál, la hormona va a encontrarse formando vesí-

culas, aparentemente no en forma soluble, sino en estado "so

lido"„

Formación y Maduración de Granulos de PRL,.

La posibilidad de que la hormona no se encuentre

en forma soluble en el granulo, partió de un trabajo de Gian_
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nattasio y col,, (1975) en el cual describen que los granulos

de PRL despojados de su membrana limitante por un detergente

moderado (lubrol Px), e incubados ±n_ vitro, conservan su es-

tructura.. Muy importantes para la interpretación de los re-

sultados del presente trabajo, como se verá más adelante, r£

sultaron las maniobras utilizadas por éstos mismos autores

para determinar las condiciones necesarias para la solubili-

zación de los granulos,. Como ya mencioné, los granulos sin

membrana se mantuvieron estables en condiciones isotónicas,

en un rango de pH de 3,.5 a 6,.5,, Sin embargo, fueron par-

cialmente disueltos cuando la incubación se efectuó en un

amortiguador isotónico de fosfatos en sacarosa a pH 7.,4.. En

estas condiciones se solubiliao un 40% de la PRL al cabo de

una hora, a 24°C., La solubilización mostró una relación di-

recta con el valor del pH entre 6,. 5 y 9.,0, y fue dependien_

te de la composición iónica del fluido de incubación, sien-

do un amortiguador de carbonatos más efectivo que el de fos

fatos,. Respecto a la fisiología del fenómeno, los autores

encontraron que la estabilidad de los granulos guarda una re

lación directa con la edad de los mismos,, Esto, en base a

que la solubilización de PRL recién sintetizada, marcada iso_

tópicamente, resultó ser mayor que la de la hormona más an-

tigua (analizada a través de la actividad específica de la

hormona soluble),, Asimismo, en experimentos con doble mar-

ca isotópica aplicada a intervalos diferentes, la proporción

de solubilización de la hormona más joven ocurrió a una tasa

mayor que la mostrada por la hormona más antigua (Zanini y
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col,, 1980) ..

Mecanismos del Empaque Granular de PRL,.

Se han sugerido varios mecanismos de concentración

de la PRL en granulos, asociados a las funciones del aparato

de Golgi de transporte i6nico y de síntesis de glicoproteí-

nas y glicosaminoglicanos,. En relación al transporte iónico,

se ha sugerido que la presencia de bombas iónicas específicas

en las membranas del aparato de Golgi {Selinger y col.,, 1970;

Argent y col-, 1975; Bauíarucker y Keenan, 19 75) puede mante-

ner un ambiente iónico específico en el interior de ésta es-

tructura, como se ha demostrado mediante técnicas citoquími-

cas, incluso en lactotropos, a partir de lo cual se ha postu

lado la existencia de un ambiente con alta concentración ca-

tiónica en las cisternas de Golgi (Clemente y Meldolesi, 1975;

Stoeckel y col.,, 1975; Reith, 1976).. Basados en la capacidad

del calcio de establecer puentes entre cargas negativas adya_

centes y en que ciertos granulos de secreción (como los exís_

tentes en glándulas suprarrenales y parótidas) contienen una

alta concentración de calcio, se ha considerado la hipótesis

de que el calcio, así como otros iones divalentes, puedan ju_

gar un papel importante en el empaque de los granulos., Contra

la participación exclusiva del calcio en éste fenómeno, exis-

ten datos como el de la relación molar Ca+-*-/PRL (Zanini y

Giannattasio, 1974) que resulta demasiado baja para conside-

rar una posible unión de toda la PRL con calcio,.
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Respecto a la participación de glicoproteínas y

glicosaminoglicarios en el empaque de los granulos de PRL, a

partir de observaciones eitoquímicas, Ramboúrg y Racadot (1968)

han postulado que moléculas glicosiladas serian las respon-

sables de formar una coraza de condensación alrededor de la

matriz de prolactina..

Por otro lado, más recientemente, Giannattasio y

colaboradores (Giannattasio y Zanini, 19 76; Zanini y col,.,

1979) analizaron la composición de los granulos de PRL de

la hipófisis de la rata y de la vaca, y encontraron que en

la matriz del granulo, además de la hormona, existen otros

componentes en muy bajas concentraciones, Muchos, de éstos

se han identificado como glicoproteínas y otros como glico-

saminoglicanos, aparentemente asociados a la PRL por puen-

tes iónicos,. Estas observaciones apoyan por consiguiente

la hipótesis mencionada, Sin embargo, dado que la dinámica

de la liberación de PRL es diferente a la que se observa du

rante la liberación de macromoléculas de azúcar en condi-

ciones in vitro, no es posible pensar en una unión simple

de estos dos compuestos.. Junto a lo ya mencionado sobre la

participación iónica en el evento, el empaque de los granu-

los parece ser un procesó complejo

Exocitosis

Fusión de los Granulos dé PRL con la Membrana Plasmática,.
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I<a liberación de la PRL hacia el exterior de la

célula ocurre a través del fenóineno conocido como exocito-

sis & emiocitosis„ Este fenómeno consiste en la transferen-

cia del contenido de los granulos, del compartimiento intra_

celular Ibacia el espacio extracelular mediante un complejo

proceso membranal, en el cual no ocurre en ningún momento

ana discontinuidad en la superficie que delimita a la célu

la.. Como ya se mencionó, a partir del momento en el que la

hormona abandona el complejo de Golgi, ésta se encuentra

concentrada formando una matriz densa, delimitada y a la

vez aislada de los demás componentes del citoplasma, por

ana iaambrana (Zanini y col,, 1980),. Esta membrana es apa-

rentemente igual a las demás membranas celulares, y como he_

mos visto, en la actualidad es díficil definir con preci-

sión el tipo de relación que se establece entre é"sta y la

jmatriz granular., Los granulos de PRL, como se mencionó en

la sección anterior, sufren una serie de modificaciones es-

tructurales y químicas hasta alcanzar su plena madurez. En

estas condiciones ocurre la exocitosis, a la cual se le ha

dividido convencionalmente en tres etapas para su estudio y

descripción {Vila-Porcile y Oliver, 1980) ,. La primera eta-

pa comienza con el establecimiento de un punto de contacto

entre la uiembrana granular y la membrana celular, seguido

ínisedlatamente por la fusión de ambas membranas y la forma_

ción de un poro o diafragma,. La formación de este diafracj

raa y su consecuente apertura implican el establecimiento de

una continuidad física entre el interior del granulo y el
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espacio extracelular,, Esta primera fase del evento parece

ocurrir muy rápidamente, a juzgar por la bajísiina frecuen-

cia con la que ha llegado a ser observada por ultramicrosco_

pía (Vila-Porcile y Oliver, 1980) ,. En contraposición, la

frecuencia con la que se han observado los granulos en la

segunda fase, indica una duración considerablemente mayor

de los granulos en ésta fase,.

Fisión de la Membrana Granulo-Celular y Liberación del Con-

tenido Granular en el Espacio Extracelular..

Esta segunda fase o fase omega ( n ) consiste en

la apertura total del diafragma, permitiendo así la salida

del contenido granular (Norman , 1976)„ En esta fase el

contenido granular es transferido al espacio extracelular,.

Morfológicamente se observan ciertos cambios en la matriz

del granulo, como la reducción gradual de su densidad eléc

tronica y su gradual separación de la membrana del saco exo

citótico (Vila-Porcile y Oliver, 1980),, Obviamente, se ha

considerado que en esta fase, el fluido extracelular puede

penetrar al interior del saco exocitótico e interactuar con

el contenido granular,. Así se encontró experimentalmente

la penetración de marcadores extracelulares como son la pe-

roxidasa de rábano (Vila-Porcile, 1975) y la ferritina (Far

quhar, 1978),,

En estos trabajos se describieron diversos fenóme

nos tales como la polarización de la exocitosis, la que ocu
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rre. exclusivamente en ciertas porciones de la célula (ViU-

Porcile, 1975), eventos asociados a la exocitosis como el

.reciclaje de la membrana mediante la formaci6n de vesículas

endocitóticas y la internalización de diversos materiales

ÍTarquhar, 1978; Pelletier, 1973; Farquhar y col.., 1975;

Tixier-Vidal y col.., 1976; vila Pocile y Oliver, 1978)..

Recientemente con el empleo de lectinas como la

concanavalina A y la aglutinina del germen de trigo, se ob

servó una interacción entre ciertos glicoconjugados y granu-

los secretores durante la exocitosis (Merchant-Lsrios y Me-

na, 1982).. Células previamente fijadas en diversos estados

fisiológicos» fueron expuestas a las lectinas, moléculas

que reaccionan con ciertos compuestos glicoconjugados, reve_

lando su ubicación,. Así se encontró que los granulos de

TUL durante la exocitosis interactfían con glicoconjugados

extracelulares normalmente presentes en el medio que baña

a las células.. Esta interacción puede tener relevancia fun̂

exonal durante la secreción de la PRL,. Como se verá en de-

talle más adelante, coincidiendo con el evento de la exoci-

tosis, la PRL sufre una transformación que origina la deple

ci6n de la hormona de la hipófisis (Mena y col., 1982).. Pro_

bablemente, la interacción de los granulos con los glicocori

jugados extracelulares intervenga en la transformación do la

PRL..
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Incorporación de la Membrana Granular a la Superficie Celu-

lar.

La tercera y última fase de la exocitosis, casi

tan hipotética como la primera, consiste en la adhesión del

saco exocitotico vacío a la membrana plasmática..

A pesar de la aposición de las membranas de nume-

rosos granulos a la membrana celular, la superficie de ésta

última no aumenta sino transitoriamente, puesto que existe

un mecanismo inverso a la exocitosis, el cual es responsa-

ble de la reinternalización de las membranas granulares..

Reciclaje Membranal..

El exceso de membrana que tiende a aumentar la su

perficie celular durante la exocitosis granular, es reincor_

porado al interior de la célula para integrarse nuevamente

a la vía secretoria,, Mediante el empleo de marcadores espe

cíficos de membrana como la ferritina cationizada, así como

marcadores no membranales como la ferritina nativa, Farquhar

(19 78) encontrS que la membrana que es reincorporada al in-

terior celular se integra al Golgi, a lisosomas, a estructu

ras del sistema Golgi-retículo endoplásmico-lisosomas, así

como a granulos de PRL en diversos estadios de madurez..

Por su parte, el contenido de las vesículas endocitóticas,

de origen extracelular es siempre incorporado a lisosomas,.

Así, por medio de este reciclaje continuo de membranas, el
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maiaotropo conserva constante su superficie, a pesar de la

actividad exocitótica que presente en un momento dado,.

Crinofagia,,

La descarga del contenido granular no ocurre ex-

clusivamente hacia el exterior de la célula, sino que puede

ocurrir hacia otro compatimiento celular: los lisosomas

(Farquhar y col,, 1975; Farquhar, 1977),. Este proceso, de-

nominado crinofagia ocurre principalmente en estados de ba-

ja actividad secretora, como por ejemplo en la hipófisis de

la rata lactante cuando las crías son retiradas de la madre

por 24 hs ó más, impidiéndose así la aplicación del estímu-

lo de la succión,, Una vez que los granulos entran en con-

tacto con "los lisosomas, el contenido de los primeros es de_

gradado por las enzimas digestivas presentes en los segun-

dos,,

Depleción y Liberación de Prolactina,,

General..

Como ya se mencionó, se sabe que la liberación de

PRL por la adenohipófisis de la rata lactante ocurre como

resultado de la activación de un reflejo neuroendócrino in-

ducido por el estímulo neurogénico de la succión (Ver:Gros_

venor y Mena, 1971)„
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Sin embargo, esta liberación no ocurre de manera

directa, sino que se encuentra precedida por un evento in-

tracelular que aparentemente involucra una tranformación de

la PRL de un estado detectable a otro indetectable, por lo

cual ha sido referido como una depleción,.

DepJeción de PRL,.

íteece y Turner (1937) encontraron que la aplica-

ción del estímulo de la succión a ratas lactantes, reduce

significativamente la concentración de PRL, medida por bio

ensayo, en la adenohipófisis., Posteriormente esta observa

ción se extendió a otras especies como el conejo y el coba-

yo (Holst y Turner, 1939) „ Posteriormente esto fue confir-

mado tanto con la medición de la hormona por bioensayo {Gros_

ve ñor y col.., 1967; Sar y Meites, 1969; Convey y Reece,

1969), como mediante el uso del radioinmunoensayo (Subrama-

nian y Reece, 1975; Amenornori y col.., 1970) y de la electro

foresis en gel de poliacrilamida (Grosvenor y col.., 1979b;

Mena y col,,, 1982)., En síntesis la depleción de la PRL hi-

pofiaiaria es un evento rápido; puesto que ocurre en unos

minutos (Grosvenor y col.,, 1967) y masivo; dado que involu

era entre un 30 y 50% del contenido total de la PRL hipofi-

siaria (Grosvenor y col.,, 1979b; Mena y col,,, 1980; Grosve-

nor y col.., 1981; Mena y col,,, 1982).,

La magnitud de la depleción inducida por la apli-

cación de un estímulo, no se suma ni en el tiempo ni en el
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espacio con la aplicación de otros estímulos (Grosvenor y

col,., 1979b) ..

Liberación de PRL,.

La liberación de la PRL valorada por el nivel cir

culante de ésta y tomando en cuenta su depuración ntetabóli-

ca, se calculó que ocurre a una tasa constante entre 400 y

600 ng por minuto {Grosvenor y Whitworth; 19 74; Grosvenor

y col,, 1979a).. Esta tasa de liberación se sostie.ne duran

te el tiempo que se aplica el estínulo a la succión,.

Relación Existente Entre la Depleción y la Liberación de la

PRL,,

Mediante el empleo del método de incubación de hâ

pófisis en condiciones in_ vitro , Swea,ringen (19 71) y Nicoll

{1972) analizaron la concentración de PRL en el tejido, así

como la liberación al medio, por hipófisis provenientes de

animales estrogenizados en el primer caso, y lactantes en

el segundo,, Ambos trabajos señalan una discrepancia cuan-

titativa entre la hormona depletada y la liberada,. En el

primer trabajo se concluye que es posible la liberación de

la hormona a partir de un reservorio indetectable, mientras

que en el segundo se afirma que la depleciÓn de la hormona

puede ocurrir sin que sea liberada..

Como se señalS previamente, existen claras dife-
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rencias en la dinámica de ambos eventos,. A los pocos minu-

tos de iniciada la succión, la depleción de la hormona al-

canza proporciones del 30 al 50% del contenido hipofislario,

lo que representa varias decenas de microgramos de PRL, va-

lorada a través de la electroforesis en gel de acrilamída

(Grosvenor y col.., 19 79b, Mena y col.., 1980; Grosvenor y

col,., 198n; Grosvenor y col,., 1981; Mena y col,., 1982).. En

este mismo tiempo, la cantidad de hormona liberada a la cir_

culación sólo alcanza unos dos o tres microgramos, Esta

clara discrepancia se observa pocos minutos después de ini-

ciada la succión y tiende a disminuir a medida que la aplíca_

ción del estímulo continúa, pues la magnitud de la deple-

ción no aunenta después de los prineros minutos, mientras

que la liberación mantiene una tasa constante durante el

tiempo que se aplica el estímulo,, Por consiguiente, si la

succión se sostiene el tiempo suficiente, la magnitud de la

liberación alcanza un valor aproximado al de la depleciñn,,

Existe una relación directa entre la duración del

período sin succión previo a la aplicación del estímulo y

la magnitud de la depleción, cuando este período varía en-

tre 2 y 12 horas (Amenomori y col,., 1970; Subramanian y Re£

ce, 1975; Nicoll y col., 1976}, La misma relación directa

se encuentra entre dicho período sin succión y la liberación

de PPX al plasma, mientras que no se aprecia cambio alguno

en la depuración metabClica de la hormona (Grosvenor y col..

1979a),. La conjugación de estos resultados obtenidos por

diferentes grupos de trabajo, sugieren la existencia de una
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reiación cuantitativa entre la depleción de la PRL y la li-

beración de la misma, cuando son tonadas en cuenta sus dife_

rentes dinámicas.. Grosvenor y col,. (1979a) concluyeron que

durante la fase de depleción, la PIíL sufre una transforma-

ción de algtfn tipo, la cual la hace indetectable a los métc_

dos de cuantificación y a su vez la convierte en la forma

liberable de la hormona, la cual irá siendo liberada en la

medida en que el estímulo continúe siendo aplicado,,

Transformación de la Prolactina,.

En la actualidad podemos distinguir al evento de

la depleción-transformació'n del evento de la liberación tari

to por las características ya descritas de cada uno como

por la naturaleza de la regulación superior que ejercen so_

bre ellos ciertos factores de origen hipotalámico. En la

sección: REGULACIÓN DEL PROCESO DE SECRECIÓN DE PROLACTINA,

se detallarán las diferencias en las respuestas que ambos

eventos presentan a dichos factores, mientras que en la pre_

senté sección se presentan las diferencias intrínsecas en-

tre ambos eventos,. De hecho, algunas de las característi-

cas que distinguen a un evento del otro ya fueron señaladas,,

Así, tenemos que mientras que la depleción-transformaciÓn

ocurre en forma masiva en unos cuantos minutos y su magni-

tud no aumenta por más que el estímulo continué, la libera_

cifin ocurre de manera constante y auna tasa estable durante

el tiempo que se mantiene la estimulación,. Otra de las di-
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ferencias que caracterizan ambos procesos se refiere a su

sensibilidad para ser activados, en otras palabra, a su um

bral de activación. En este sentido, Grosvenor y col,,

(1979b) observaron que la aplicación de un estímulo inespe_

clfico como es la inhalación de éter, el cual no es capaz

de inducir la depleción de la PRL hipofisiaria, provoca en

la rata un incremento pequeño y transitorio en el nivel cir

culante de PRL,. Por el contrario, la aplicación de éste es_

tímulo a ratas cuya PRL hipofisiaria ha sido previamente de_

pletada por un período breve de succión(10 min), induce una

liberación de PRL comparable a la producida por el estímulo

de la succión,, Estos resultados se interpretaron en el seri

tido de que el umbral de la depleción-tranformación de la

hormona es superior al umbral de activación de la libera-

ción de la misma (Grosvenor y col.,, 1981)., Asimismo, estos

resultados resaltan la significancia que como paso limitan-

te para la liberación tiene la transfonnación de la hormona..

En otras palabras, la liberación de la PRL sólo parece ocu-

rrir cuando la hormona en el interior de la glándula ha su-

frido la transformación,, Más aun, estos estudios mostra-

ron que la hormona una vez transformada permanece disponi-

ble para ser liberada durante varias horas,,

Po.sibles Mecanismos Involucrados en la Transformación de la

PRL.

Como hemos visto, se desconocen tanto el mecanis_

mo a través del cual la hormona es transformada, como la
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naturaleza del cambio sufrido por la hormona en dicha trans

formación,, De hecho, la existencia de esta transformación

se ha inferido en base a la relación cuantitativa y funcio-

nal entre la depleción de la PRL en el tejido y la libera-

ción de ésta hacia el exterior., La hormona transformada

no es detectada con bioensayo, con radioinmunoensayo, ni con

electroforesis en acrilamida.. Esto podría sugerir que la

hormona, por efecto de la transformación pierde sus activi-

dades biológica e inmunológica así como que se altera su de

tección química. Otra forma alternativa de explicar la

depleción general, sería en el sentido de que el cambio su-

frido por la PRL durante la transformación interfiere de

alguna forma en común con todos los métodos de cuantifica-

ción empleados, impidiendo así su detección,,

Cambio en la Solubilidad de la PRL Durante la Transformación

de la Misma.

Dado que los métodos que registran la depleciSn

de la PRL tienen en común el empleo de condiciones de extrac

ción consideradas moderadas, nosotros analizamos la deple-

ción bajo condiciones de extracción mSs rigurosas,. Para

ello comparamos el efecto de un período breve de succión,

sobre la concentración de PRL hipofisiaria, medida ésta por

electroforesis en el gel de poliacrílamida, bajo dos condi-

ciones diferentes de extracción,, La extracción en un amor-

tiguador de tris-HCl(0..13M) a pH 7.. 2 que es la base del mé-

todo de electroforesis descrito por Nicoll y col,. ,(1969)
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con el que se detecta la depleción de manera reproducible,

se comparó con la extracción en un amortiguador de carbona-

tes (0,,05M) a pH 10,. Además, y con el propósito de anali-

zar los cambios sufridos no sólo por la PRL en su totalidad

sino en particular por l~a hormona madura, las ratas recibie

ron una inyección de un aminoácido marcado isotópicamente,

8 horas antes del sacrificio. En concreto, 29 ratas Wistar

en los días 13-14 post-partum, se separaron de sus crías

por un perído de 8 horas y se les administró una dosis de

leucina tritiada (3 jiCi/g p.c- IV, NET-135H, 40-60 Ci/mraol

New England Nuclear) , al momento de la separación,. La mi-

tad de los animales fueron succionados por un período de 15

minutos inmediatamente antes del sacrificio, mientras que

la otra mitad se sacrificó sin la succión previa,. En todos

los animales la adenohipófisis fuá inmediatamente extraída

y seccionada en dos partes iguales, destinándose una semihi^

pófisis a la extracción en amortiguador de tris-HCl (0..13M)

a pH 7,,2 (0..1 ml/mg de tejido) y la otra a la extracción en

amortiguador de carbonatos (0,,05M) a pH 10 (0..1 ml/mg de te_

jido).. Todas las muestras se sometieron a electroforesis

de acrilamida de acuerdo con el método de Nicoll y col,,,

(1969), método que se utilizó para cuantificar la concentra

ción de PRL en cada muestra por densitometría,, Una vez re-

gistrada la concentración de PRL en la banda correspondien-

te de cada gel, ésta fue cortada, eluída en l,,0 mi de agua

oxigenada al 30% a 50°C (Tishler y Epstein, 1968) y la con-

centración de PRL tritiada cuantificada por espectrometría
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de centelleo líquido..

Los resultados de este experimento se ilustran en

la figura X, en la cual puede apreciarse que mediante el uso

de la extracción de la PRL en amortiguador de tris a pH 7.2

se observa una depleción de aproximadamente 40% en la conceri

tración total de la hormona (barras blancas), así como de la

PRL tritiada (barras achuradas), por efecto de la succión,

En contraste con esto, cuando en las semihipófisis

contralaterales la extracción se llevó a cabo en amortigua-

dor de carbonatos a pH 10, las concentraciones de PRL total

así como de PRL tritiada no sufrieron ningún cambio por la

aplicación del estímulo de la succión,. Recientemente hemos

determinado si la detección de la depleción depende de la -

composición iónica del amortiguador o del pH, extrayendo -a

la PRL en amortiguador de tris tanto a pH neutro como a pH

9.2 y en amortiguador de carbonatos a pH 10 y a pH 7,.4.. En_

contramos que la detección de la depleción no depende delpH

sino de la composición del amortiguador vgr,,, se detecta en

tris y no en carbonatos.. Este resultado demuestra que la -

hormona depletada por efecto de la succión se encuentra aún

en el tejido, Asimismo, sugiere que ha sufrido una tranfor_

mación tal, que mediante el empleo de condiciones moderadas

(amortiguador de tris-HCl), ésta hormona no es extraída y -

por consiguiente no es detectada, Por el contrario, cuando

las condiciones empleadas fueron más severas (amortiguador

de carbonatos), la hormona fue extraída y detectada,.

Todo esto permite sugerir que duranteííla primera

fase de la liberación de la PRL pQ_r efecto de lajt$uc¿j$lóin# la
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Fig. 1. Efecto de dos distintos métodos de extracción sobre
la depleción del contenido hipofisiario de PRL y de {•%} PRL
inducida por la succión en la rata lactante,. Todos los ani-
males recibieron una administración i.v.. de (̂ H) leucina
8 horas antes del sacrificio, permaneciendo separados de sus
crías por ese período,. La mitad de los animales fueron suc-
cionados por sus crías durante 15 min previos al sacrificio
(S.), mientras la otra mitad no fueron succionados (N..S,).
Cada hipófisis fue biseccionada, extrayéndose la hormona de
una semihipófisis en amortiguador de tris-HCL (0.13M) a pH
7.2 y la otra semihipófisis en amortiguador de carbonatos
(0.05M) a pH 10. Nótese la depleción de la PRL y de la Í3H)-
PRL por efecto de la succión bajo extracción en tris y la au
sencia de la misma bajo extracción en carbonatos.. Cada ba-
rra representa el promedio + E.E,. de los animales señalados
entre paréntesis,. (Mena, Martínez-Escalera, Clapp, Aguayo,
Forray y Gosvenor, 1982),
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hormona es convertida de una forma relativamente soluble, a

otra forma menos soluble, que no es extraible en amortigua-

dor de tris, la cual representa la forma liberable de la -

hormona..

Sin embargo, la naturaleza íntima de la transforma

ció"n de la PRL, que le confiere una disminución en el grado

de solubilidad, es aun desconocida,. Se ha reportado previa

mente, en base a observaciones morfológicas, que la matriz

del granulo de PRL presenta una estructura estable (Vila Por_

cile y Oliver, 1980} .. Esta misma conclusión partió de un ••-

estudio de tipo bioquímico en el que se analizó la solubili^

zación de granulos separados de su membrana limitante, incu

bados bajo diversas condiciones de temperatura, pH y compo-

sición del medio (Giannattasio y col,., 1975), Entre los re

sultados de este trabajo, se encontró que la disolución de

la matriz de PRL aumenta en relación directa con el pH y la

temperatura, y que es favorecida por la presencia de cier-

tos iones como el bicarbonato,. Además los autores reporta-

ron que la insolubilidad del granulo se encuentra directa-

mente relacionada al tiempo transcurrido a partir de la sín

tesis de la PRL, es decir, al estado de madurez de la misma

(Zanini y col,, 1980),. Otro estudio del mismo grupo de tra_

bajo, sugiere que la insolubilidad granular puede ser debi-

da a la interacción de la PRL con hidratos de carbono macro

moleculares (Giannattasio y col,, 1980), Recientemente,

Merchant y Mena (1982) han mostrado evidencias de una int£

racción de glicoconjugados de origen extracelular con los
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gránulos de PRL durante la exocitosis.. Una interacción de

este tipo podría afectar la movilidad electroforética de la

PRL,.

La PRL de rata posee dos puentes disulfuro que

participan en el establecimiento de la estructura terciaria

de la molécula,. La reducción parcial o total de éstos,aca-

rrea cambios importantes en la actividad y en la detectabi-

lidad de la PRL (resultados no publicados)*.. En bovinos,

se ha sugerido que la PRL es almacenada en una estructura

supramolecular formada por varías moléculas de hormona uni-

das por puentes disulfuro y que la regulación de la libera-

ción es mediada por glutation y zinc (Lorenson y Jacobs,

1982; Lorenson y col.,, 1983),. Si bien en la rata no parece

existir esta estructura supramolecular, recientemente hemos

encontrado que el glutation reducido facilita la depleción

in vitro de la PRL mientras que el zinc la inhibe (resulta-

dos no publicados).. En asociación con esto, se sabe que el

tris es capaz de quelar iones como el calcio (Ca++) y el

zinc (Zn++) mientras que los carbonatos facilitan el inter-

cambio tiol-disulfuro, Estos resultados sugieren de manera

preliminar que la reducción-oxidación de la PRL y/o algunos

otros componentes intracelulares podrían estar participando

directamente en la pérdida de detectabilidad que sufre la

PRL durante la depleción-transformación..

* La composición iónica del medio {fosfatos, boratos, carbonatos) dete£
mina cambios importantes en la conformación de la PRL,,
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Transformación de la PRL en Condiciones In Vitro.,

El uso del mareaje radioactivo de una población

particular de moléculas de PRL fue de suma utilidad en el

experimento antes descrito, para precisar que la transforma

ción ocurre en la hormona que ha alcanzado un grado determi

nado de madurez,, sin embargo, en condiciones iri vivo no es

posible establecer comparaciones entre la hormona que sufre

la depleción-transformación y aquella que es liberada a la

circulación, principalmente porque la dilución de ésta ülti_

ma en el torrente sanguíneo impide su medición.. Este tipo

de comparaciones, sin embargo, es muy importante realizar-

las, puesto que es una manera de analizar en forma directa

la procedencia de la hormona liberada, es decir, si la hor-

mona que es liberada proviene o no de aquella previamente

transformada.

Para resolver el impedimento de la medición de la

hormona liberada con mareaje isotópico, analizamos el com-

portamiento de la hipófisis en condiciones in̂  vitro,. El era

pleo de este método permite medir directamente la hormona

liberada, tanto la total como la marcada, y compararla con

los cambios en la concentración hipofisiaria de la hormona

usando el mismo método de cuantificación (electroforesis en

poliacrilamida).,
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Transformación y Liberación de PRL Total y PRL Marcada Iso-

tópicamente, en Hipófisis Incubadas In Vitro..

Al igual que en el experimento anterior, se utili

zaron ratas Wistar lactantes entre los días 7 y 14 post-par-

tum,, Todos los animales recibieron una inyección de leuci-

na tritiada (3 ¿iCi/g p,.c. I.,V.) al momento de separárseles

de sus crías,. Al cabo de 8 horas, la mitad de los animales

fueron sacrificados, grupo al que denominaré en lo suce

sivo "no succionado" ó "NS", mientras que la otra mitad de

los animales fueron previamente succionados por sus crías

durante 15 minutos e inmediatamente sacrificados, grupo al

que denominaré "succionado" ó "S".. Inmediatamente des-

pués del sacrificio, las adenohipófisis fueron extraídas y

seccionadas en dos partes iguales, de las cuales una semi-

hipófisis de cada animal fug congelada para determinar la

concentración inicial tanto de PRL total, así como de PRL

marcada isotópicamente,. La restante semihipófísis de cada

rata fue incubada inmediatamente en 300 >al de medio 199, a

37°C en un agitador metabólico a 125 rptn bajo una atmósfera

de 95% 0 2 y 5% CO2- Las incubaciones tuvieron duraciones

de 30, 60, 90, 120 y 240 minutos, cambiándose el medio de

incubación por medio fresco en los tiempos antes señalados

en aquellas incubaciones cuya duración lo permitió.. La de_

terminación de la PRL se llevó a cabo por electroforesis en

poliacrilamida y la cuantificación por densitometría (Ni-

coll y col., 1969).. La cuantif icación de la PRL tritiada
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se llevó a cabo por espectrometría de centelleo líquido,,

Al igual que en el experimento ¿n vivo, la extracción de la

hormona del tejido se realizó tanto en amortiguador de tris

HC1 (0..13M) a pH 7..2 como en el amortiguador de carbonatos

(0..05M) a pH 10.

Los resultados de este experimento se ilustran en

las figuras 2, 3 y 4.. En la figura 2, se representa la

cuantificación de la PRL en el tejido, extraída en amorti-

guador de tris (0..13M) a pH 7,,2 (gráfica izquierda), extraí_

da en amortiguador de carbonatos (0..05M) a pH 10 (gráfica

central) y también representa la secreción al medio de incu

bación expresada en tasa de secreción (ng/min/mg de adenohi^

pófisis, gráfica derecha)„ La concentración de PRL en las

semihipófisis extraídas en tris a pH 7 ,,2 sufrió una deple-

ción de aproximadamente 40% por efecto de la succión (círcu_

lo vs triángulo al tiempo 0) ,. Cuando las mitades contralat£

rales de estas mismas hipófisis fueron incubadas, se obser-

varon ciertos cambios opuestos en la concentración de PRL

hipofisiaria, de acuerdo al estado de la hipófisis en cues

tión,. La concentración de PRL en las glándulas de animales

no succionados sufrió una depleción de aproximadamente 40%

a los 30 minutos de la incubación con una repleción a los

60 minutos y una segunda depleción a los 90 minutos, y a

partir de este punto disminuyó en forma muy gradual hasta

los 240 minutos de la incubación,. La concentración de PRL

en las hipófisis de los animales succionados, la cual ya ha_

bía sido depletada in vivo, sufrió una repleción»:,total a los
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Fig. 2. Efecto de la incubación iii vitro de semihipófisis
de ratas lactantes separadas de sus crías durante las 8 ho-
ras previas a la incubación (N,. S.) o bien succionadas 15
min inmediatamente antes del sacrificio (S,), sobre la con
centración hipofisiaria de PRL detectada bajo distintos pro_
cedimientos de extracción, así como sobre la liberación de
la hormona al medio de incubación. La hormona se cuantifi-
có por electroforesis en poliacrilamida y densitometría, tan_
to en el medio de incubación (gráfica derecha) como en la hî
pófísis extraída ya sea en amortiguador de tris HCl a pH 1,2
(gráfica izquierda) como en amortiguador de carbonatos a pH
10 (gráfica central).. Nótense las oscilaciones en la con-
centración de PRL en las semihipófisis extraídas en tris, en
contraste con la disminución constante en aquellas extraídas
en carbonatos. Cada punto representa el promedio + E.E. y
los números entre paréntesis el numero de animales. (Mena,
Martíne2-Escalera, Clapp, Aguayo, Forray y Grosvenor, 1982)..
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30 minutos, seguida de una segunda depleción a los 60 minu

tos, y a partir de este momento disminuyó gradualmente has_

ta el final de la incubación,. En contraste a las oscilacio

nes desfasadas 30 min que sufre el contenido hipofisiario de

PRL cuando la extracción se realiza en amortiguador de tris

(pH 7 ,.2), cuando la extracción se realizó en el amortigua-

dor de carbonatos (pH 10) la concentración de PRL en el te-

jido no sólo no cambió en forma brusca por efecto de la suc

ción, sino que mostró una disminución gradual a todo lo lar_

go de la incubación,, Esta disminución guardó una relación

directa con la cantidad de hormona que se fue acumulando en

el medio de incubación,.

Los resultados obtenidos midiendo a la PRL marca-

da isotópicamente fueron semejantes a los recién descritos

(Pig.. 3).. Estos resultados sugieren en primer término, que

la depleción de PRL in vitro es análoga a la que ocurre in

vivo por efecto de la succión, y que ambas se deben a un

cambio de solubilidad de la PRL, Así, una vez depletada,

la PRL reduce su estado de solubilidad y por consiguiente

no es extraible ni detectable en un amortiguador de tris,,

Este cambio de solubilidad de la PRL se invierte en la re-

pleción, por lo cual la hormona vuelve a ser detectada,, Por

el contrario, bajo otra condición de extracción (amortigua^

dor de carbonatos, pH 10), la hormona es disuelta y detectable

en el tejido, por lo que no se observa la depleción, sino

una pérdida gradual de prolactina en el tejido que corres-

ponde cuantitativamente en forma íntegra con la hormona li.

berada al medio de incubación.
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Fíg. 3-, Efecto de la incubación i.n vitro de semihipófisis
de ratas lactantes separadas de sus crías durante las 8 ho-
ras previas a la incubación (N..S,,), o bien succionadas 15
min inmediatamente antes del sacrificio (S.3), sobre la con
centración hipofisiaria de PRL tritiada í ( M ) P R L ) , detecta^
da bajo dos distintos procedimientos de extracción, así co-
mo sobre la liberación de la hormona marcada al medio de in_
cubación (gráfica derecha). La marca((^H) leucina, 3 >iCi/
g p.c- I..V.) se administró 8 horas antes del sacrificio,. La
cuantificación se realizó por espectrometría de centelleo
líquido de la banda de PRL determinada por electroforesis
en poliacrilamida,, La extracción de la hormona en una semi_
hipófisis de cada rata se realizó en amortiguador de tris-
HC1 a pH 7..2 (gráfica izquierda) y en la contraparte en a-
mortiguador de carbonatos a pH 10 (gráfica central).. Noten,
se las oscilaciones en la concentración de (̂ H) PRL en las
semihipófisis extraídas en tris, en contraste con la dismi-
nución constante en aquellas extraídas en carbonatos,. Cada
punto representa el promedio + E,,E. y los números entre pa-
réntesis el numero de animales (Mena, Martínez-Escalera,
Clapp, Aguayo, Forray y Grosvenor, 1982),,
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Con el objeto de precisar el posible origen de la

hormona liberada, analizamos la actividad especifica de la

PRL tanto en el tejido como en el medio de incubación. La

expresión actividad especifica se refiere a la proporción

de hormona marcada en relación al total de la hormona detec

table. Como se puede observar en la figura 4,1a actividad

especifica de la hormona liberada al medio de incubación

guarda un estrecho paralelismo con la actividad especifica

de la hormona extraída del tejido en carbonatos a pH ID.,

Además, éstas actividades específicas no fueron diferentes

a aquellas obtenidas en el tejido extraído en tris a pH 7..2

en los tiempos en que la hormona mostró ausencia de deple-

ción o una clara repleción, vgr: a los 60 minutos en el ca-

so del grupo N.S,. y a los 30 y 90 minutos en el grupo S..

Por el contrario, la actividad específica de la hormona li-

berada al medio fue claramente mayor a la de la PRL detecta

da en el tejido extraído en tris a pH 7.2 en los tiempos en

que la PRL se encuentra depletada; vgr: a los 30 y 90 minu-

tos en el grupo NS,. El hecho de que la actividad específi-

ca de la PRL liberada al medio de incubación sea mayor que

la actividad específica en las hipófisis que han sufrido de

pleción de PRL sólo cuando la extracción empleada preservó

dicha depleción pero no cuando la extracción revirtió a és-

ta, sugiere que en paralelo con la depleción del nivel de

PRL en la hipófisis disminuye la actividad específica de la

hormona detectable, o lo que es lo mismo, que la PRL que es

transformada durante la depleción posee una actividad espe-



-38-

«WQHBWI9S MEMO

3 »

co

40

20 ph72

JO fiO 90

ph 10

0 30 SO 90 0

WNUT0S DE INCUBACIÓN

30 SO 90

Fig. 4,. Efecto de la incubación iri vi tro de semihipófisis
de ratas lactantes separadas de sus crías durante las 8 ho_
ras previas a la incubación ÍN..S.), o bien succionadas 15
min inmediatamente antes del sacrificio (S.), inyectadas -
con leucina tritiada Í3 ¿iCi/g p.c. I.v.) al momento de la
separación de las crías, sobre la actividad específica ta£
to de la PRL liberada al medio de incubación (gráfica der£
cha), como de la PRL extraída del tejido ya sea en amorti-
guador de tris-HCl (0.13M) a pH 7.2 (gráfica izquierda) o
bien en amortiguador de carbonatos (0..05M) a pH 10 (gráfi-
ca central). La actividad especifica es la expresión del
cociente de la PRL marcada sobre el total de la hormona.
Nótense las semejanzas de los valores de la PRL liberada
con aquellos de la PRL extraída del tejido con carbonatos.
Cada punto representa el promedio +_ E.E. (Mena, Martínez-
Escalera, Clapp, Aguayo, Forray y Grosvenor, 1982) .
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cífica alta, Dado que la alta actividad específica de la

PRL liberada al medio se correlaciona con la actividad es-

pecífica inferida de la PRL transformada y difiere de la de

PRL detectable en amortiguador de tris coincidente con la

depleción, estos resultados sugieren fuertemente que la hor

mona liberada proviene precisamente de aquella que se en

cuentra transformada,, Las oscilaciones observadas in. vi tro

en el contenido tisular de la hormona, que no se observaron

in vivo, podrían ser consecuencia de la ausencia del control

hipotalámico inhibidor . Recientemente observamos que la adi_

ción de dopamina al medio de incubación bloquea tanto la de_

pleción de la PRL de las hipófisis de animales no succiona-

dos, como la repleción de la hormona en hipófisis de anima-

les succionados, además de reducir marcadamente en ambos ca

sos na liberación de la hormona al medio de incubación,,

REGULACIÓN DE LA SECRECIÓN DE PROLACTINA-,

Diversos Niveles de Regulación.

Al igual que lo que ocurre con las demás hormonas

hipofisiarias, la secreción de PRL se encuentra influida

por factores de origen hipotalámico, los cuales tienen acce

so a la glándula a travos del sistema porta hipotálamo-hipo

fisiario,. Sin embargo, la hipófisis y en particular los

lactotropos, no representan órganos blanco que responden pa_

sivamente a las influencias hipotalámicas, Por el contra-
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rio, cada vez resulta mSs evidente el que la respuesta de

la hipófisis cambia drásticamente de acuerdo con el estado

fisiológico en que se encuentra,. Por otro lado, reciente-

mente se han identificado efectos específicos de factores

hipotalámicos sobre los eventos celulares que conforman al

proceso de secreción de la PRL, los cuales pueden alterar

eventos subsecuentes dentro de la secuencia del proceso.

Por todo esto, la regulación de la secreción de la PRL du-

rante la lactancia parece ser el resultado de una fina in-

teracción hipotálamo-hipofisiaria donde la respuesta del sis_

tema depende tanto del control aferente como de factores lo

cales en la propia glándula,.

Regulación Hipotalámica del Proceso de Secreción de PRL,,

La regulación que el hipotálamo ejerce sobre la

secreción de PRL dista mucho de haber sido completamente es

clarecida.. En parte el hipotálamo ejerce sobre los lacto-

tropos una influencia de tipo inhibitoria, mediada por uno

o más factores inhibidores de la secreción de la PRL (PIF),

entre los cuales se sugiere a la dopamina,, La otra parte

implicada en esta regulación es de tipo facilitador, por lo

que se ha postulado a posibles factores facilitadores de la

liberación de PRL (PRF) así como a la TRH (hormona hipotalS.

mica liberadora de la Tirotrofina) como responsable de ésta..
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Factores Hipotalámicos Inhibidores de la Secreción de PRL,.

La influencia directa de factores hipotalámicos

sobre la secreción de PRL se encuentra ampliamente documen-

tada.. Originalmente se pensó que ésta influencia era exclu

siva o predominantemente inhibidora,, Esta idea surgió de

experimentos en los cuales, tanto transplantes ectópicos de

adenohipSfisis (Everett, 1954), deaferentación hipotálamo-

hipofisiaria (Chen y col.., 1970; Bishop y col,,, 1971; Mac -

Leod y Lehmeyer, 1972}, corno la incubación in vi tro de

do adenohipofisiario {Pasteéis, 1961; 1962; Talwalkery col,.,

1963} resultaron en todos los casos en una secreción impor-

tante de PRL., Todos estos trabajos sugieren la posible exis

tencia de un factor producido por el hipotálamo con efecto

inhibidor sobre la liberación de PRL,,

Por otro lado, una serie de estudios farmacológi-

cos han mostrado que la dopamina (DA) ejerce un efecto inhi^

bidor sobre la secreción de PRL (ver: MacLeod y Lehmeyer,

1972; MacLeod, 1976) actuando directamente sobre los lacte-

tro pos (Birge y col,., 19 70; Koch y col,,, 19 70; Shaar y Cle-

mens, 1974).. Asociado a ésto, se ha descrito la existencia

de neuronas tubero-infundibulares dopaminérgicas con termi-

naciones adyacentes a los vasos portales a nivel de la emi-

nencia media hipotálaraica (HÍJkfelt, 1967),, Recientemente

se ha detectado dopamina en la sangre portal (Ben-Jonathan

y col,., 1977; Gibbs y Neill, 1978; Plotsky y col.., 1978)

así como cambios en los niveles de ésta en relación al esta
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do fisiológico y en respuesta a la estimulación periférica

(Neill, 1980; de Greef y col.., 1981),.

Se han realizado algunos intentos para caracteri-

zar compuestos peptídicos, así como de otra naturaleza, co-

mo factores inhibidores de la secreción de PRL,. Esto es de_

bido principalmente a que la dopamina por si misma, no al-

canza a explicar todo el efecto inhibitorio presente en ex-

tractos hipotalámicos (Grosvenor y col,,, 1980), así como la

persistencia del efecto en extractos hipotalámicos libres

de DA,,

Factores Hipotalámicos Facilitadores de la Secreción de PRL.,

La primera evidencia de este tipo se encontró en

hipófisis de aves, incubadas in vi tro, en las cuales el efec_

to facilitador de la secreción de PRL en extractos hipotalá_

micos predomina sobre el efecto inhibidor (Nicoll y col-, ,

1970),. En los mamíferos, la hipótesis de la existencia de

un factor facilitador de la secreción de PRL (PRF) surgió en

experimentos de incubación ir̂  vi tro de hipófisis, en los cua

les extractos hipotalámicos causaron un incremento tardío en

la secreción de PRL, subsecuente a la inhibición inicial ya

conocida {Nicoll y col,,, 1970).,

El efecto facilitador de la secreción de PRL que

posee la hormona hipotalámica estimulante de la tirotrofina

(TRH) se describió inicialmente en células tumorales adeno-

hipofisiarias en cultivo (Tashjian y col.,, 1971)., Posterior
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mente éste efecto se confirmó tanto sobre células normales

en cultivo, como sobre hipófisis también en cultivo.. Asi-

mismo, se ha descrito un incremento en la concentración de

TRH en sangre portal por efecto de la estimulación periféri_

ca de un nervio mamario (De Greef y Visser, 1981),, Se han

reportado también factores distintos a la TRH con efecto f<a

cilitador de la secreción de PRL {Valverde-R, y col,., 1972)..

Regulación Hipotalámica del Proceso Multifásíco de Secre-

ción de PRL,.

La depleción de PRL hipofisiaria inducida por la

succión es bloqueado tanto por la administración de extractos

hipotalámicos (Grosvenor, 1965; Grosvenor y col,,, 1965: Dha_

riwal y col,,, 1968) como por la administración del agonista

dopaminérgico 2 Br-o(-ergocriptina (Flückiger y Kovacs, 1974;

HaÜsler y col,,, 1978)., Asimismo, la magnitud de la libera_

ción de la hormona hacia la circulación también evocada por

la succión se deprimió importantemente por la administra-

ción de los extractos hipotalámicos (Kuhn y col,,, 1974;

Milmore y Reece, 1975), así como por la administración del

precursor de la dopamina, L-dopa {Prilusky y Deis, 1975;

Chen y col,, 19 74).. De acuerdo con todos estos datos, el

efecto de PIF o bien de la dopamina, podrían darse tanto a

nivel de la depleción de la hormona, como a nivel de la Ii_

beración de ésta,, La alternativa a esta situación era que

el efecto de los factores inhibidores sólo ocurriera a ni-
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vel de la depleción de la hormona,.

Para analizar estas dos posibilidades, Grosvenor,

Mena y Whitworth (1980) probaron el efecto de la succión,

por una parte sobre la depleción de la hormona tanto en ani

males tratados con dopamina, extractos de eminencia inedia hî

potalámica o bien con 2-Br-«-ergocriptina, y por otra parte¿

sobre la liberación de la hormona en animales tratados con

extractos de eminencia media o 2-Br- oí -ergocriptina, ya sea

antes o después de haber inducido la depleción de la hormona

hipofisiaria por la succión., El pretratamiento de las ratas

con 6 25 ng de dopamina, el extracto equivalente a una eminen_

cia media, o bien 0..5 mg de 2-Br-cx -ergocriptina, bloqueó la

depleción de la PRL hipofisiaria por efecto de la succión de

las crías, así como también redujo significativamente la li-

beración de la hormona hacia la circulación,, "Contrariamente,

cuando la 2-Br- « -ergocriptina o bien el extracto de erainen

cia media fueron administrados a animales que previamente ha_

bían sufrido la depleción-transformación de la PRL por efec-

to de un episodio de 10 minutos de succión, la liberación

evocada por una nueva succión fue equivalente a aquella ocu-

rrida en los animales testigo,,

El hecho de que tanto el PIF como el agonista do_

paininérgico no inhibiesen la liberación de la PRL en aquellos

animales cuya hormona se encontraba ya depletada, sugirió a

los autores que el efecto inhibidor de la secreción de PRL

se ejerce únicamente a nivel de la depleción-transformación

de la hormona.
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La contraparte de éste estudio, consistió en ana-

lizar los efectos del factor facilitador de la liberación de

PRL ÍPRF), así como de la TRH, tanto sobre la depleción de

la hormona como sobre la liberación misma (Grosvenor y Mena,

1980).. En este caso, la administración de 1..25 pg de TRH 6

bien del equivalente a 2..5 extractos de eminencia inedia pre-

tratada para eliminar la TRH, no mostraron ningún efecto so-

bre el nivel de PRL hipofisiaria, mientras que su efecto so-

bre la liberación de PRL al plasma fue prácticamente inexis_

tente,, Por el contrario, después de que las ratas fueron so

metidas a 10 minutos de succión, lo que provoca la depleción

de la PRL hipofisiaria, la administración de cantidades tan

bajas de TRH como 50, 10 o incluso 2 ng, así como el equiva-

lente a 1, 0,5 y 0,.2 eminencias inedias indujeron una libera-

ción comparable a la evocada por la propia succión,, Estos

resultados confirmaron datos de otros autores que hahían ob-

tenido una liberación muy baja de PRL por efecto de la TRH

(Blake, 1974) ó bien no habían encontrado ningún efecto (Bur;

net y Wakerley, 19 76) ,.

Los resultados de estos dos trabajos en conjunto,

sugieren que la regulación hipotalámica se ejerce sobre va-

rios de los eventos que constituyen el proceso de secreción

de PRL,. Por una parte la inhibición ejercida por el PIF y

la dopamina afecta principalmente el evento de la depleción-

tranformación mientras que la estimulación representada por

el PRF y la TRH se ejerce exclusivamente sobre la liberación

de la hormona,



-46-

Esta hipótesis ha recibido recientemente un fuer-

te apoyo tanto en un sistema de periperfusión de hipófisis

(Fagin y Neill, 1981), como in_ vivo £de Greef y Visser,

1981).. En este segundo estudio, se trataron ratas lactan-

tes con o< -metil-p-tirosina ÍAMPT), un inhibidor competiti-

vo de la síntesis de dopamina, a la vez que se infundieron

exogenamente con doparrina a dosis tales que el aporte de es

ta catecolamina a la hipófisis ocurriese en una proporción

semejante al aporte normal en el animal intacto,, En esta

situación, la administración exógena de TRH no produjo más

que un insignificante incremento en el nivel circulante de

PRL, comparable al producido en el animal normal.,

Sin embargo, la misma administración de TRH pero

precedida de una disminución del 50% en la infusión de dopa.

mina durante 15 minutos, provocó un marcado incremento en

el nivel circulante de PRL,,

Así aparentemente, la estimulación neurogénica de

la succión induce una disminución pasajera en el nivel de

DA en sangre portal, nivel que posteriormente retorna a su

valor normal, o incluso a un valor superior (de Greef y col,,,

1981) ., Esta disminución en el aporte de dopamina a la hipo_

fisis, de acuerdo con Grosvenor y col. (1980), induce la

transformación de la PRL de un estado no liberable a otro

liberabie„ Simultáneamente y también por efecto de la suc-

ción, se incrementa la secreción hipotálanica de la TRH (de

Greef y Visser, 1981) que tiene como función la estimulación

de la liberación de PRL a partir de aquella hormona que se

encuentra transformada en la hipófisis (Grosvenor y fena, 1980),,
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Factores Hipofisiario-S que Intervienen en la Regulación del

Proceso de Secreción de PRL,,

Como ya virr.os . la regulación hipo tal árnica de la

secreción de la PRL no es un proceso sencillo, sino por el

contrario presenta una gran complejidad., Es quizás debido

a ésta complejidad, que los estudios realizados en éste sen

tido han conferido poca atención a factores extrahipotalá-

micos que en primera instancia pudiesen parecer o bien des-

ligados, o por el contrario, que tendiesen a complicar atan

nás el problema., Por ésta razón, en éstos estudios a que

hago mención, la hipófisis se ha considerado prácticamente

como una caja negra sobre la cual se ejerce una regulación

sobrepuesta que controla el sistema,, En consideraciones de

este tipo, la salida del sistema se explica a través de la

interacción de las entradas, despreciando cualquier procesa,

miento que sufra la señal dentro de ésta caja negra.,

En contra de ésta postura, existen ciertos datos

que sugieren la participación de factores locales en la de-

terminación de la respuesta del sistema, de tal forma que

un mismo estímulo evocase diversas respuestas de acuerdo al

estado fisiológico en que se encuentre dicho sistema,.

Así, la cantidad de hormona que es susceptible de

ser depletada por efecto de la succión guarda una relación

directa con el tiempo transcurrido sin succión, cuando éste

se encuentra entre 2 y 12 horas (Grosvenor y Mena, 19 71;

Grosvenor y col,,, 1979a; 1979b),, Si el intervalo de tiempo
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entre dos estímulos se prolonga más alia de este período,

ya sea a 16 o 24 horas, entonces deja de presentarse la de-

pleción de la PRL por efecto de la succión (Grosvenor y col,,,

1967),. En estas condiciones de ausencia prolongada de esti^

ululación, Smith y Farquhar (1966) reportaron por medio de

un estudio morfológico la aparición de lisosoraas en los lac_

totropos, así como la fusión de éstos con los granulos de

secreción en un proceso que bautizaron crinofagia,,

Por lo que respecta a la hormona en sí, Zanini

y col,, (1980b) han reportado que a medida que transcurre

el tiempo a partir de la síntesis ribo sorra 1 de la PRL, la

estabilidad de la matriz del granulo de PRL se incrementa,,

En otras palabras, un granulo que contiene PRL de menor edad

se disuelve más fácilmente que aquel cuya PRL tiene más tiem

po de haber sido sintetizada..

Todos estos resultados sugerían algün tipo de re-

lación entre el tiempo que la hormona es almacenada en la

glándula y la secreción y/o degradación de la misma,. Sin

embargo, poco se sabía acerca de la relación temporal entre

el proceso de secreción y el destino de la hormona (libera-

ción, degradación, etc ,.) „

Con el propósito de determinar la relación que

guarda la edad de la PRL con la liberación y/o degradación

de la misma, analizamos tanto in_ vivo como in_ vi tro la mag-

nitud de la depleción y de la liberación de PRL, distintos

tiempos después de su síntesis,.
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Influencia de la Edad de la PRL en su Secretabilidad.

Con el propósito de analizar ésta relación, inye£

tamos varios grupos de ratas lactantes con leucina tritiada

(3 ¿iCi/ g p.,c. I..V..) a diversos tiempos.. La administración

del aminoácido radioactivo se llevó a cabo 10 minutos, iredia

hora, 1, 4, 8, 16 o 24 horas antes del sacrificio, con el

fin de marcar poblaciones discretas de hormona que al tiem-

po de la medición de sus niveles bajo diferentes circunstan

cías, reflejasen el comportamiento de poblaciones de hormo-

na de distintas edades, definida ésta última como el tiempo

transcurrido a partir de la síntesis,, Los grupos de anima-

les que recibieron la inyección de la marca radioactiva 10

min, 30 min, 1, 4 u 8 horas antes del sacrificio, se mantu-

vieron sin sus crías durante las 8 horas previas a dicho sa

orificio, mientras que aquellos que recibieron la irarca 16

6 24 horas antes del sacrificio, se mantuvieron sin sus

crías sendas horas,, Algunos de los animales de los grupos

inyectados 1, 4, 8, 16 y 24 hs antes del sacrificio se sacri-

ficaron al cabo del tiempo señalado, mientras que el resto

recibió sus crías para un episodio de succión de 15 minutos

inmediatamente antes del sacrificio, Ninguno de los anima-

les de los grupos inyectados 10 y 30 minutos antes del sa-

crificio fueron succionados., A cada animal se le tomó una

muestra de sangre al momento del sacrificio con el propósi-

to de valorar la cantidad de leucina tritiada circulante,

atin presente en ese momento, Para ésto, el plasma fue sepa
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rado por centrifugación y sus proteínas precipitadas con á-

cido tricloroacético (10%),, Una muestra de 100 ul de cada

plasma fue evaporada a sequedad para eliminar todo rastro

de agua tritiada, redisuelta en 100 ul de agua destilada y

procesada para conteo por centelleo líquido,. Una semihipófi_

sis de cada animal se destinó a medir los niveles iniciales

de PRL y de PRL tritiada, mientras que la otra semihipófi-

sis fue incubada ÍJ^ vitro durante A horas,. Las condiciones

de incubación así como los métodos de cuantificación emplea

dos fueron idénticos a los ya descritos en la sección ante-

rior,,

Como se muestra en la figura 5, la marca soluble

no proteica en el plasma fue 27 X 10 dpm/ml en las ratas ir\

yectadas 10 minutos antes y 9,, 9 X 105 dpm/ml en aquellas ±n

y-ec±.adas 30 minutos antes,. Estos valores representan res-

pectivamente el 2 y el 1 por ciento del nivel alcanzado por la

marca (1100 X 10 5 dpm/ml) inmediatamente después de su admi_

nistración, calculado a partir de la dosis administrada y

del volumen de fluido extracelular (20 mi) que en la rata

es de 7,.8% de su peso corporal (Wang, 1959).. Estos resulta^

dos, en concordancia con otros estudios previos (Swearingen

y Nicoll, 1972; Caro y Palade, 1964), sugieren que la incor

poración de la marca radioactiva a la síntesis de nuevas

proteínas ocurre fundamentalmente durante los pocos minutos

que siguen a la administración de la misma, con lo cual, es

te método permite marcar poblaciones muy discretas de la

hormona„
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Fig. 5. Decaimiento en la concentración plasmática de leu
ciña tritiada e incorporación de ésta a ia forma de PRL tri_
tiada, consecuente a una administración única de 3 >iCi/g p.,
c. i.,v., de Ieucina tritiada a ratas lactantes,. El valor 1-
nicial de la concentración plasmática de Ieucina tritiada
se calculó considerando un volumen extracelular de líquido
de 20 mi.. Los valores subsecuentes se determinaron exclu-
yendo las proteínas precipitables por 10% de ácido tricloro-
acético así como el agua por evaporación, cnantificándose
la radioactividad restante por centelleo líquido (círculos
blancos). La concentración de PRL tritiada 10 y 30 minutos;
1 hora, 4, 8, 16 y 24 horas después de la administración del
isótopo unido a la Ieucina, se determinó por electroforesis
en poliacrilamida y centelleo líquido (círculos negros), Los
niveles hipofisiarios de PRL en estos animales se ilustran
en la curva con cuadrados llenos,, Cada punto representa el
promedio ;+ E..E. de los valores de 5 animales,. (Mena, Martí^
nez-Escalera, Clapp y Gosvenor, 1984).,
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La sugerencia de que la duración efectiva del pul̂

so sólo alcanza unos pocos minutos fu§ también sustentada

por el hecho de que el nivel hipofisiario de PRL tritiada

alcanzó su máximo 30 minutos después de la administración

del isótopo, y se sostuvo a ese nivel por lo menos durante

8 horas más„

Sin embargo, dado que 10 minutos después de la ad_

ministración del aminoácido radioactivo, el nivel de PRL

tritiada en la hipófisis sólo alcanzó el 50% del valor mSxi_

mo, esto podría sugerir que en ese tiempo no toda la marca

que ha sido incorporada a la PRL se encuentra ya en la for-

ma de PRL extraible y cuantificable por electroforesis (2a-

nini, Giannattasio y Meldolesi, 1974) , sino que podría

encontrarse una gran proporción aún en organelos subcelula-

res resistentes a la solubilización y sólo una parte en grá^

nulos de secreción,. Por otra parte, 16 h después de la adminis-

tración del aminoácido marcado, los animales mantenidos sin

succión por igual período mostraron una drástica disminu-

ción en los niveles de PRL tritiada, equivalente al 45% del

nivel observado entre 30 minutos y 8 horas,, Esta reducción

fue aún mayor a las 24 horas (61%)„ Dicha reducción no pa-

rece ser debida a una extracción incompleta de la hormona

puesto que en todos los casos la extracción se llevó a ca-

bo a pH 10,, Por lo tanto, la disminución significativa de

PRL tritiada en las hipófisis de esos animales probablemen_

te representa una verdadera desaparición de la hormona del

tejido,.
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Con respecto a la disponibilidad de PRL de distin

ta edad para ser secretada, se encontró que la aplicación

de un periodo de 15 minutos de succión a los animales sepa-

rados de sus crías por 8 horas, indujo una depleción del con

tenido hipofisiario de PRL que no fue observada en los ani-

males separados de sus crías por 16 ó 24 horas (figura 6,

barras blancas), Asimismo, las hormonas marcadas 4 y 8 ho-

ras antes de la succión mostraron una depleción comparable

cuando la extracción se llevó a cabo en amortiguador de tris

a pH 7,,2, no así la PRL marcada 1, 16 ó 24 horas antes de la

succión (barras achurradas)„ Bajo la extracción en amorti-

guador de carbonatos a pH 10, ninguna de las hormonas marca-

das mostró una reducción en su nivel en comparación con el

valor de los testigos sin succión., La liberación de PRL al

medio, por parte de las semihipófisis incubadas, se muestra

en la figura 7,, La secreción de PRL total y de PRL marcada

está expresada como porcentaje del contenido hipofisiario

respectivo al inicio de la incubación.. La gráfica del lado

izquierdo muestra que la secreción porcentual de PRL marca-

da de 4 horas de edad (triángulos blancos) fue significati-

vamente mayor que la secreción porcentual de la hormona to-

tal (circuios negros) durante los primeros 90 minutos de in

cubación,. La PRL marcada de 8 horas de edad (triángulos ne

gros) fue secretada en paralelo con la PRL total, mientras

que la PRL más joven, (aquella marcada 1 hora o 10 minutos

antes y representadas por los círculos blancos y cuadrados

blancos respectivamente) fue secretada en baja proporción
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tiguador de tris como en amortiguador de carbonatos (0.034)
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tos períodos de tiempo.. El isótopo radioactivo ((3H) leuci
na) se administró por vía endovenosa 1 hora, 4 horas u 8 ho_
ras antes del sacrificio en animales separados de sus crías
por 8 horas, o bien 16 ó 24 horas antes del sacrificio en a_
nimales separados de sus crías 16 ó 24 horas respectivamen-
te.. Inmediatamente antes del sacrificio, la mitad de los a_
nimales fueron succionados por sus crías durante 15 min y -
la concentración de PRL total y marcada en sus hipófisis
comparada porcentualmente con la concentración medida en sus
grupos testigo de animales sin succionar (representados por
la línea horizontal punteada) , Nótese la depleción por efec_
to de la succión del total de la PRL en los grupos separados
de sus crías por 8 horas, así como la depleción de la (3H)--
PRL, marcada 4 y 8 horas antes. Cada barra representa el
promedio +_ E.E. de 5 animales. Los asteriscos denotan dife
rencias significativas (p<0,,05) vs.. el valor del grupo tes_
tigo sin succionar,, (Mena, Martines-Escalera, Clapp y Gros_
venor, 1984) ,.
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durante los primeros minutos de la incubación {30% para la

PRL de 1 hora y 60% para la de 10 irtin) alcanzando posterior;

mente niveles de secreción porcentual comparables a los de

la hormona total,, En el lado derecho de la figura, se ilus

tra la secreción de las hormonas totales y marcadas de 16 y

24 horas., La secreción de PRL marcada de 16 horas asi como

la de 24 horas, guarda un paralelismo estrecho con las se-

creciones de PRL total en ambos grupos, secretándose en am-

bos casos una proporción muy baja de la H-PRL contenida en

el tejido..

La figura 8 muestra la magitud de la secreción to

tal acumulada al cabo de las 4 horas de incubación de las

diversas hormonas en forma porcentual al contenido de PRL

en las hipófisis,. Como se puede apreciar, la PRL de 4 horas

de edad se secretó en una proporción mayor {65..0 +_ 4,,9 por

ciento del contenido de las hipófisis) que las prolac-

tinas de 10 min (15,. 5 + 1..8%), 1 hora (38,2 + 4 ,,9%} y de 8

horas de edad (34,,3 + 2,,4%),. Asimismo las hormonas de 16 y

24 horas de edad se secretaron en una proporción de 18.4 +

2% y 24,,5 + 6,.8% respectivamente,,

En la figura 9 se ilustran comparativamente las

dinámicas de secreción de cada una de las hormonas marcadas,

a través de la actividad específica de las hormonas libera-

das en cada grupo., Dado que la actividad específica denota

la proporción que guarda la hormona marcaba respecto con la
L -r". *

hormona total, ésta representación permite la^dmparación ái_

recta de la disponibilidad de cada una de las prolactinas
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raarcadas para ser secretadas. Como se aprecia en la figura

9 la PRL de 4 y 8 horas de edad alcanza su máximo nivel de

actividad específica en el medio desde el inicio de la incu

bacidn. Por su parte, la PRL de 10 minutos y 1 hora de edad

tarda de 60 a 120 minutos en alcanzar este valor máximo,

la hormona más vieja por su parte, se mantuvo siempre en un

bajo nivel de actividad específica.

Retención de Prolactina Joven.

Todos estos resultados muestran que la PRL requie

re de cierto tiempo para alcanzar el estado de madurez apro

piado para ser secretada. De acuerdo con la medición del

contenido de hormona marcada en el tejido, 30 minutos des-

pués de su síntesis, la PRL ya es detectable; en cambio la

falta de detección de la misma a edades menores a 30 minu-

tos se debe aparentemente a una solubilizacidn incompleta

de la hormona recién sintetizada contenida aún en microso-

mas (Zanini y col., 1974). Esta dificultad en la solubili-

zación de la PRL cesa con la transferencia de la misma a los

granulos de secreción, lo cual parece ocurrir a partir de

los 30 minutos de haberse sintetizado la hormona. Esto con

cuerda con el tiempo estimado en base a estudios autorradio

gráficos para el empaque de la hormona en granulos (F&rquhar

y col., 1978). Sin embargo, a pesar de encontrarse ya de-

tectable como PRL y aparentemente en forma granular, la hor

mona joven (1 hora después de su síntesis) no fue liberada
4
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fisiológicamente por efecto de la succión de las crías,

no sufrió dépleciÓn, que es el paso limitante para la libe-

ración de la PRL.. En forma análoga, la secreción in_ vi tro

de esta hormona al medio de incubación fue de baja magnitud

durante la fase inicial de la incubación y sólo posterior-

mente la liberación alcanzó el valor promedio representado

por la secreción de la hormona total. Como se apreció con

la medición de la actividad específica en el medio, la hor-

mona joven requirió de 60 a 120 minutos para alcanzar su n¿

vel máximo de liberación,. Si nosotros sumamos la edad de

la hormona al inicio de la incubación, con el tiempo que

transcurre hasta que ésta alcanza su grado máximo de libe-

beraciÓn, tenemos que el cénit de la secreción ocurre con

la PRL que tiene de 2 a 2.5 horas de edad a partir de su sín

tesis. Este resultado fue interpretado en el sentido de

que la hormona joven permanece cierto tiempo en la hipófi-

sis antes de alcanzar la etapa en que es susceptible de ser

liberada fisiológicamente. Esto a su vez supone la existen

cia de algún mecanismo selectivo de retención de la PRL jo-

ven, el cual protejería a esta hormona de una posible Übe_

ración prematura. Este mecanismo hipotético de retención

selectiva de la hormona joven podría estar asociado al sis

tema hipotalámico dopaminérgico inhibidor de la secreción,

puesto que se ha reportado una inhibición más efectiva de

la dopamina sobre la hormona joven que sobre la hormona ma

dura (MacLeod y Lehmeyer, 1974; MacLeod, 1976; Cheung y

col,., 1981),. Recientemente en nuestro laboratorio hemos -•
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analizado el efecto de la dopamina en estas condiciones (da_

tos no publicados) encontrando que efectivamente la dopami-

na inhibe proporcionalmente más a la PRL de 1 hora de edad

que a las de 4 y 8 horas de edad,.

Secreción Preferencial de PRL Madura,

Las hormonas de 4 y 8 horas de edad, que de acuer_

do con el estudio autorradiográfico ya referido {Farquhar y

col,., 1978) deben encontrarse en forma de granulos maduros,

mostraron la mayor secreción tanto in_ vivo como iri vitro,.

In vitro, estas dos poblaciones fueron las únicas que re-

sultaron depletadas por efecto de la succión, A pesar de

que la liberación a la circulación de éstas hormonas no fue

posible establecerla por impedimentos metodológicos, sabemos

que i_n vivo_ la liberación de la hormona es siempre precedi-

da por la depleción (Grosvenor y col,,, 19 79b), por lo cual

podemos predecir que in vivo, solamente las hormonas de 4 y

8 horas fueron liberadas a la circulación,, Por lo que res-

pecta a la liberación in_ vitro, estas dos hormonas se secre

taron en la misma o en mayor proporción que la PRL total,

alcanzando ambas su secreción máxima desde el inicio de la

incubación de acuerdo con la actividad específica de la ho£

mona en el medio de incubación,. Todo esto sugiere que las

edades de 4 y 8 horas se encuentran comprendidas dentro de

la etapa óptima ele madurez de la hormona por lo que a la se_

creción se refiere,. Recientemente encontramos que la TRH
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(Martínez-Escalera y col,, 1982) estimula la liberación de

estas dos poblaciones de prolactina de manera proporcional-

mente mayor de lo que lo hace sobre hormonas más jóvenes y

más viejas,,

Existen algunos estudios que apoyan la liberación

preferencial de la PRL recién sintetizada respecto a hormo-

nas de mayor edad {Swearingen, 1971; MacLeod y Lehmeyer,

19 74; MacLeod, 19 76; Walker y Farquhar, 1980).. Estos estu-

dios parecen a primera vista contradictorios con los datos

mostrados en el presente trabajo.. Esta aparente contradic_

ción podría ser resultado de las distintas condiciones ex-

perimentales de los estudios señalados,, Estos fueron reali_

zados o bien en células aisladas en cultivo, obtenidas de

animales estrogenizados, o bien de adenohxpSfisis de ratas

ciclantes., La alta tasa de recambio de la PRL hipo-f isiaria

que inducen los estrógenos, implican quizás modificaciones

en la organización funcional del lactotropo., Por otro lado,

el patrón de liberación de PRL en células aisladas, presen-

ta claras diferencias con el patrón que ocurre en las condji

ciones en que se preserva la estructura del tejido (Tixier-

Vidal, 1975; Vila-Porcile y Oliver, 1980), Otra condición

que provoca dificultades de comparación se establece entre

el mareaje de la PRL en condiciones ±n_ vitro con el mareaje

in_ vivo„ A pesar de ésto, tanto Swearingen (1971) como Mac

Leod y Lehmeyer (1974) señalan que la secreción que ellos

llaman preferencial de hormona joven , involucra hormona de

mas de una hora de haber sido sintetizada.. De acuerdo con
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el perfil que las actividades específicas de las distintas

poblaciones de hormona marcada muestran en el medio de incu

baciÓn, se hace evidente el carácter discreto de las pobla-

ciones escogidas.. La secreción de la hormona total por el

contrario, representa la resultante de la integración de múl^

tiples poblaciones discretas de hormonas, cada una de las

cuales se desenvuelve como las aquí ejemplificadas. En nues_

tro estudio, la comparación de los patrones de secreción de

hormonas de distintas edades nos permitieron concluir que la

PRL tiene una fase óptima de secreción; que esta fase óptima

comienza a las 2-2..5 horas posteriores a su biosíntesis; que

la hormona permanece en esta fase por lo menos seis horas

más y que 14 horas después ya se encuentra en otra fase de

menor o nula disponibilidad para ser secretada.. En contras-

te con esta situación, aquellos trabajos que como los ya ci-

tados comparan el patrón de secreción de PRL de una edad con

el de la otra, sin conocer el perfil integral del fenómeno,

corren el riesgo de comparar situaciones no necesariamente

análogas, así como de llegar a conclusiones erróneas o bien

parciales,. Por ultimo, la falta de correlación de los iesul_

tados experimentales con observaciones in_ vivo, no permite a

los autores señalados proponer la secreción preferencial de

PRL joven como un mecanismo fisiológico, sino tánicamente co_

mo una observación obtenida en la condición experimental em

pleada,.
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RetenciÓn Selectiva de la Hormona Vieja.,

Por lo que se refiere a la hormona más vieja (16-

24 horas posteriores a la síntesis) los resultados de nues-

tro estudio indican que ésta es retenida selectivamente por

lo que su actividad secretora se encuentra muy disminuida

con respecto a la PRL de 4 a 8 horas de edad,. Esto quedó

de manifestó cuando las ratas separadas de sus crías por un

período de 16 a 24 horas e inyectadas con la leucina tritia

da al inicio del mismo, fueron sometidas a una succión de

15 min En estas condiciones la succión no indujo la trans_

formación ni de la PRL marcada ni de la PRL total, esto úl-

timo confirmando resultados anteriores (Grosvenor y col.,,

1967),. La falta de depleción de la PRL total y de la PRL

marcada, así como la baja magnitud de la liberación de am-

bas al medio de incubación, sugieren que en el animal que

ha permanecido 16 o más horas sin el estímulo de la succión,

todas las poblaciones de hormona son afectadas en su acti-

vidad secretora.. Recientemente en nuestro laboratorio (da-

tos no publicados) encontramos que no solamente la activi-

dad secretora del lactotropo disminuye por el prolongado pe_

ríodo sin estimulación, sino también la actividad de otras

fases del proceso como la biosíntesis de la hormona,, Por

lo que respecta al bajo nivel del mareaje detectado tanto

en el grupo de 16 horas como el de 24 horas con respecto a

los grupos de 1, 4 y 8 horas, un mecanismo de eliminación

de ésta hormona parece estar actuando., Smith y Farquhar



-65-

(1966) ya hablan señalado que en la rata no succionada por

24 horas aparecían estructuras celulares destinadas a la di

gestión de productos de desecho celular conocidas como liso

somas, Recientemente, no solo se ha descrito una enzima li

somal específica destinada a la digestión de la PRL (de Mar

co y col,,, 1981), sino que se ha correlacionado el tiempo

que permanece la rata sin la succión de sus crías, con los

niveles de ésta y otras enzimas lisosomales y extralisosoma_

les (de Marco y col,, 1982} encontrándose un incremento en

la actividad de algunas de ellas a partir de las 24 horas

de deprivación de la succión,.

En nuestro laboratorio hemos analizado la partici^

pación de los lisosomas en la disminución de la actividad

secretora de las hipófisis de animales mantenidos sin el es

tímulo de la succión por muchas horas (datos no publicados) „

Encontramos que la administración del agente antilisosomal

cloroquina, a la mitad del período de privación de la suc-

ción en ratas separadas de sus crías por 16 horas, permitió

la restitución de la depleción de la PRL hipofisicUia indu-

cida por la succión, la cual como sabemos no ocurre en estas

condiciones, así como aumentó la magnitud de la liberación

de PRL por la hipófisis en animales separados de sus crías

durante 16 horas hasta niveles comparables a los observados

en ratas separadas por 8 horas,,

Con respecto a la señal que dispara la actividad

lisosomal, es poco lo que se conoce, Nansel y col., (1981),

correlacionaron inversamente la inhibición de la liberación
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in vitro de PRL inducida por la adninistración de distintas

dosis de dopamina, con un incremento en la actividad de las

enzimas lisosomales en la hipófisis de la rata en diestro,.

Esto, asociado a que en dichos animales el tratamiento con

el precursor dopaminérgico L-dopa incrementó la actividad

de una de estas enzimas; a que el tratamiento con haloperi-

dol, un agente antidopaminérgico, así como con o( -metil-p-

tirosina, un agente inhibidor de la síntesis de dopamnia,

disminuyeron ambos la actividad de esta enzima; y sobre

todo a que la incubación de hipófisis en presencia de cloro_

quina (agente antilisosomal) deprimió la inhibición de la

secreción de PRL por dopamina, inhibiendo asimismo el incre_

mentó en la actividad de la enzima lisosomal, llevaron a es

te grupo a postular que la dopamina induce un incremento en

la actividad de los lisosomas, los cuales a su vez son res-

ponsables de la inhibición de la liberación de PRL..

Debido a las implicaciones de estos hallazgos, no

solo con respecto al generador de la actividad lisosomal,

sino principalmente con respecto al mecanismo por el cual

la dopamina inhibe la secreción de PRL, hemos analizado eíí

perimentalmente este problema,. Encontramos que si bien el

resultado se reproducía en condiciones semejantes a las des_

critas por sus autores en la rata en diestro, esto no ocu-

rría modificando la composición del medio de incubación ha-

cia una situación de mayor liberación de PRL,, Asimismo, lo

que fue verdaderamente impotante, es que éste fenómeno no

ocurre en la rata lactante, en ninguna de las dos condicio_
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nes empleadas (datos no publicados). En la actualidad, si-

gue sin conocerse cuál es el factor que induce la actividad

lisosomal en las ratas deprivadas de la estimulación de sus

crias por muchas horas. Entre las causas probables, se pue_

de mencionar a la acumulación de PRL en la hipófisis, que

ocurre en esta circunstancia (Shenai y Wallis, 1979), así

como el incremento en el grado de insolubilidad de la PRL

granular, que se encuentra asociado al tiempo transcurrido

a partir de su biosíntesis (Zanini y col., 1980)..

CONCLUSIONES Y DISCUSIÓN GENERAL.

Durante la lactancia en la rata, la PRL es secre-

-tada en xorma fásica en respuesta a la estimulación neurogé

nica que proporcionan las crías durante la succión,. Desde

el punto de vista funcional la secreción de la hormona no

constituye un proceso simple, sino por el contrario parece

estar compuesto por lo menos de dos eventos, donde la libe-

ración de la PRL es precedida por una transformación intra-

celular de la misma. La naturaleza íntima del cambio sufri

do por la hormona durante la transformación es aún descono-

cida. Sin embargo, de acuerdo con los resultados señalados

en el presente estudio (Mena y col., 1982) e ilustrados en

la figura 1, la transformación de la PRL parece estar aso-

ciada a un cambio en la solubilidad de la hormona, respon-

sable en ultima instancia de la disminución en la detecta-
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bilidad de la misma,. Asimismo, como se ilustra en el esque

ma de la figura 10, donde se resumen y compendian las hipó-

tesis expresadas en ésta tesis, la PRL transformada provie-

ne de la hormona que se encuentra en la etapa de granulo

"maduro",. Desde el punto de vista raorfofuncional, la matriz

del granulo de PRL que entra en exocitosis, parece represen

tar una estructura estable (Vila Porcile y Oliver, 1980),,

Asimismo, la insolubilidad química que presenta la matriz

del granulo de PRL {Giannattasio y col,,, 1975: Haggi y Aoki,

1981) muestra una relación directa con la edad de la hormo-

na a partir de su síntesis (Giannattasio y col,., 1975),.

Entre las múltiples posibles explicaciones del cam

bio en solubilidad de un compuesto proteico, se encuentra

la interacción de éste con compuestos de diversa naturaleza,

como por ejemplo hidratos de carbono macromeleculares, los

cuales son componentes normales de los granulos de PRL de

bovinos (Zanini y col.,, 1979; Giannattasio y col.,, 1980),,

Asimismo, Merchant y Mena (1982) han mostrado evidencia de

la interacción de glicoconjugados extracelulares con los

granulos de PRL durante la exocitosis,. Sin embargo, la î

dentificación de la naturaleza del cambio que sufre la PRL

durante la transformación requiere aún de mucho trabajo,.

Por lo que a la segunda etapa del proceso multi-

fásico de secreción se refiere, vgr; la liberación de la

PRL, existen una serie de evidencias indirectas obtenidas

en experimentos in_ vivo, así como la evidencia directa in

vitro {Mena y col,., 1982) ilustrada eri las figuras 2, 3 y

4, que sugieren fuertemente que la liberación de la PRL o-
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curre a partir de la hormona que se encuentra en la fase

transformada (ver figura 10),.

La distinción entre el evento de la transformación

y el de la liberación se dá tanto por ciertas característi-

cas intrínsecas de ambos eventos, así como por la naturale-

za de la regulación superior que se ejerce sobre ellos., En

cuanto a su dinámica, la depleción—transformación es un fenó^

meno rápido y masivo, mientras que la liberación de la PRL

es un evento continuo que se da en forma sostenida en res-

puesta al esímulo externo y durante el tiempo que éste ac-

túa, Comparativamente, el umbral de activación de la libe-

ración es menor al de la transformación,, Esto aunado al he

cho ya descrito, que la hormona liberada parece provenir de

aquella previamente transformada, confieren al evento de la

depleción-transformación el carácter de paso limitante del

proceso de secreción de PRL,, Una vez transformada, y en ca

so de que se sostenga la estimulación periférica, la hormo-

na continúa siendo liberada a una tasa constante,, Si por el

contrario, después de inducida la transformación, la estimu_

lación periférica se suspende, la hormona transformada per-

manecerá como tal y conservará su carácter liberable por va

rias horas,. La restitución de la estimulación en ese lapso,

si bien induce la liberación de aquella hormona transforma-

da por el primer estímulo, no provoca una segunda depleción-

transformación, lo cual habla de un período refractario de

éste evento, subsecuente a su activación..

Con respecto a la regulación que el hipotálamo e-
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jerce sobre éste proceso nultifásico de secreción de PRL,

también se distingue el evento de transformación del de

liberación., Como ya fue descrito, la transformación de la

PRL se encuentra tónicamente inhibida por un factor hipota

lámico (PIF) que se ha sugerido es la dopamina, el cual, a

parentemente, no afecta a la liberación per se, o la inhi-

be muy levemente, como se ilustra en la figura 10 (Grosve-

nor y col,., 1980),, En cambio, la liberación es facilitada

por un factor hipotalámico (PRF) que ha sido identificado

con la tiroliberina (TRH), el cual sin embargo no afecta la

transformación de la hormona (Grosvenor y Mena, 1980)., En

un intento por comprender el funcionamiento hipotalámo-hipo_

fisiario en la secreción de PRL como respuesta a la succión,

proponemos el siguiente esquema secuencial: el estímulo pe-

riférico deprime transitoriamente el tono PIF-dopamina tde

Greef y col,., 1981) a la vez que estimula la liberación hi--

potalámica de PRF-TRH (de Greef y Visser, 1981); la depre-

sión del tono dopaminérgico en estas circunstancias favore-

cería la transformación de la PRL a su forma liberable (Gros_

venor y col,., 1980) mientras que la secreción de PRF-TRH £a_

cuitaría la liberación de la hormona previamente transfor-

mada (Grosvenor y Mena, 1980) ., El sostenimiento de la suc-

ción mantiene tónicamente estimulado al eje PRF-TRH-libera_

ción de PRL, pero no surte efectos posteriores sobre el eje

PIF-DA-transformación dé PRL, el cual presenta un período

refractario de aproximadamente 2 horas..

Por otro lado, en estudios recientes hemos anali-

I
a
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zado la influencia que los factores hipotaláraicos (DA y TRH)

ejercen sobre las primeras fases del proceso de secreción

de la PRL, durante las etapas previas al estado granular de

la hormona,, En base a resultados aún preliminares, encon-

tramos que éstos factores ejercen influencias antagónicas

sobre la dinámica del procesamiento de la PRL en la fase pre

via al estado granular (probablemente desde la síntesis en

el retículo endoplásmico rugoso hasta la condensación en

las vacuolas del aparato de Golgi),

Subyacente al control hipotalámico del proceso de

secreción de la PRL, existen una serie de factores locales

determinantes en el funcionamiento del sistema..

Entre otros se analizó en el presente

estudio un factor que ejemplifica la gran influencia que e-

jercen procesos locales de la propia hipófisis,, Un factor

ya señalado, la edad de la hormona, es determinante en el

destino que ésta puede tener en un episodio de activación

del reflejo de secreción de PRL,,

Se sabe que existe una relación directa entre la

magnitud de la depleción-transformación inducida por la suc

ción y el período previo sin estimulaciSn dentro del rango

de las 2 a las 12 horas (Grosvenor y Mena, 1971 ; Grosvenor

y col,,, 1979a; 1979b),, Sin embargo, si dicho período se a-

larga a 16 ó 24 horas, entonces deja de presentarse la deple

ción-transformación en respuesta a la succión {Grosvenor y

col,, 1967; Mena y col,., 1984), En éstas condiciones, Smith

y Farquhar (1966) reportaron la aparición súbita de lisoso-

mas y su fusión a los granulos de secreción (crinofagia)„
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Aunado a todo esto, Zanini y col,. (1980) reportaron una re-

lación directa entre el grado de insolubilidad (estabilidad)

de la matriz de los granulos de PRL y la edad de los mismos

a partir de su síntesis.. En base a éstas evidencias de caro

bios morfológicos y químicos de la PRL en relación a su e-

dad, analizamos los cambios fisiológicos que la hormona su-

fre posteriormente a su síntesis en relación a la depleción-

transformación iri vivo y a la liberación ii* vitro (Mena y

col,,, 1984),, Asi encontramos que la PRL se encuentra en for

nía detectable como tal a partir de los 30 min posteriores

a su síntesis (figura 5) , tietrpo que ha sido reportado por

un estudio autorradiográfico como el que requiere la PRL pa_

para alcanzar la fase granular (Farquhar y col,,, 1978),, Es

te resultado también concuerda con la falta de detectabili-

dad reportada por Zanini y col,,, (1974) de la PRL recién sin

tetizada, aún contenida en la fracción microsomal, aparente^

mente debido a la dificultad de solubilización,, Sin embar-

go, a pesar de encontrarse detectable como tal la PRL sinte_

tizada 30 a 60 min antes, no es secretada fisiológicamente,

como se esquematiza en la figura 10,. Este resultado supone

la existencia de algfín factor que selectivamente retenga a

la PRL joven de su eventual secreción. En concordancia con

esto, se ha reportado una inhibición más efectiva de la do-

pamina sobre la PRL madura (MacLeód y Lehmeyer, 19 74; Mac_

Leod, 1976; Cheung y col,,, 1981),, Recientemente hemos ana-

lizado el efecto de la dopamina sobre las poblaciones de PRL

con diversas edades, encontrando que proporcionalmente el -
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efecto de la dopamina es mayor sobre la hormona de 1 hora de

edad que sobre aquella madura (4 u 8 hs de edad) ,, La suge-

rencia derivada de éstos resultados, relativa a la existercia

de mecanismos específicos de retención selectiva de la PRL

joven ("inmadura"), requiere aun de más estudios para escla

recer su posible naturaleza.

Por lo que respecta a la PRL de 4 y 8 horas de e-

dad, como se ilustra en las figuras 6, 7, 8 y 9, que de acuer

do con criterios morfológicos se encuentra en forma de gra-

nulos "maduros" (Parquhar y col.,, 1978), desde el punto de

vista funcional, tanto in_ vivo como in_ vi tro constituyen las

poblaciones hormonales susceptibles de secreción entre las

poblaciones estudiadas (Mena y col.., 1984),. Como ya fue se

ñalado, ésta secreción secuencial de las diversas poblacio-

nes de PRL, discrepa con los resultados obtenidos por otros

grupos de trabajo, quienes sostienen que es la hormona re-

cién sintetizada la que es secretada preferencialmen;te (Swea

ringen, 1971; MacLeod y Lehmeyer, 1974; MacLeod, 1976; Wal-

ker y Farquhar, 1980) „ Dejando de lado ciertas diferencias

metodológicas entre esos estudios y el nuestro, señalamos

que conclusiones de este tipo deben estar sustentadas tanto

en estudios que hagan objetiva la comparación de situaciones

análogas que no limiten â  priori el comportamiento posterior

de las poblaciones analizadas, así como también deben mante_

nerse en el marco de referencia que fijan los conocimientos

funcionales del fenómeno en conjunto, De otra manera, las

conclusiones derivadas de estudios de éste tipo podrían es-
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tar basadas en resultados parciales que al no entenderse co

mo tales, resultarían en un malentendimiento del fenómeno,

o en el mejor de los casos, en la descripción de un fenóme-

no artificial, resultado de las condiciones experimentales.

Otro aspecto señalado en el presente estudio y

que requiere aún de mucho análisis para esclarecer su parti

cipación en el cuadro general de la secreción de PRL, es el

papel que desempeñan vías alternativas de la liberación de

la PRL como lo es la degradación intracelular de la hormona

más vieja,. Como fue descrito en una sección precedente, la

suspensión prolongada {16-24 horas) de la actividad del sis_

tema por falta de estimulación periférica resulta en la re-

ducción de los niveles hormonales de las poblaciones más

viejas de la PRL (fig,. 5) así como también en la reducción

de la actividad liberadora de la glándula (figs,, 6, 7, 8 y

9)„ El primero de estos efectos es aparentemente debido a

la aparición o activación de un sistema digestivo intracelu

lar representado por los lisosomas (Smith y Farquhar, 1966).,

A su vez, la supresión farmacológica de los lisosomas, ircre

mentó la actividad secretora del sistema a niveles compara-

bles a los encontrados en animales no estimulados por 8 ho-

ras.. Como ya vimos, el efecto estimulante de la dopamina

sobre la actividad lisosomal que se describió en la rata ci_

clante (Nansel y col.., 1981), no parece operar en la rata

lactante.. Como posibles señales endógenas para el disparo

de la actividad del aparato digestivo, se ha sugerido la a-

cumulaciSn de PRL en la hipófisis que tiene lugar después
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de muchas horas sin ser activado el sistema (Shenai y Wa~

llis, 1979), así como el incremento en el grado de insolu

bilidad de la PRL granular, asociado con el tiempo transcu-

rrido a partir de la biosíntesis (Zanini y col,,/ 1980).
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