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Resumen El presente trabajo aporta evidencias que indican que factores producidos por la pars tuberalis (PT)
afectan la liberacion de prolactina desde la pars distalis (PD). Para determinar el efecto de las
secreciones al medio de cultivo de células de la PT bovina sobre células dispersas de PD de rata, se trabajo con
estas Ultimas tanto en incubaciones de 30 minutos, como en superfusiones continuas en columnas. Cuando se
utilizé medio de cultivo de la totalidad de las células de la PT, se requirieron 9 pg de proteina total para la maxima
estimulacion de la liberacion de prolactina. En cambio, cuando se empleo el correspondiente a las fracciones del
50-60% de un gradiente de Percoll, solo se requirieron 4 pg de proteina total. Con una purificacion parcial en
Sephadex G 50 de ese medio, se logro el mismo efecto con 80 ng de proteina total. El principio activo tendria un
tamano molecular superior a los 30 kDal. Los resultados obtenidos permiten proponer, al menos para las células
prolactotropas, a la PD como el 6rgano efector de algunas secreciones de la PT.

Abstract Effect of adenohypophyseal pars tuberalis secretions on pars distalis prolactin liberation.
Evidences presented indicating that factors produced by the pars tuberalis (PT) affect the prolactin
liberation by the pars distalis (PD). The effect of the secretion products of bovine PT cells in culture medium was
checked on dispersed PD cells of rats. PD cells were assayed in incubations of 30 minutes and superfusion
experiments. When medium was obtained from total PT cells, the addition of 9 pg of protein was needed to reach
the major stimulation of prolactin liberation. However, when the medium from 50-60% Percoll gradient fractions was
used, only 4 pg of total protein were required. The partial purification of such medium by Sephadex G50 produced
the same effect on the liberation of prolactin by PD cells with 80 ng of total protein. The active factor/s should have
a molecular weight higher than 30 kDal. The results obtained suggest, at least for the prolactotrophic cells, that PD
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could be the effector organ for some of the secretory product(s) of PT.
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Los estudios ultraestructurales realizados en la pars
tuberalis (PT) de la adenohipdfisis (AH) de mamiferos
han revelado la existencia de al menos dos tipos de cé-
lulas, las no glandulares (foliculares) y las glandulares
(secretoras). Estas ultimas, de acuerdo a estudios
inmunocitoquimicos, han sido subdivididas en células
similares a las presentes en la pars distalis (PD) y en
células secretoras que no se encuentran en ninguna otra
region de la AH, excepto en la PT, que son considera-
das como las células especificas de PT'3. La PT
anteroventral de ovino, presenta una poblacion enrique-
cida de gonadotropos inmuno-reactivos a LH, subunidad
beta de LH, TSH, GH, beta endorfina, prolactinay ACTH,
cuyo numero y distribucion es similar en distintos esta-
dos endocrinos como el anestro y la ovariectomia. En
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contraste, pocos gonadotropos han sido detectados en
las regiones anterodorsal y posterior de la PT*.

La localizacion anatémica de la PT y la presencia de
canales intercelulares en la misma, la comunican con el
liquido cefalorraquideo del espacio subaracnoideo, por
un lado, y con el espacio perivascular del plexo primario
del sistema porta, por otro. Por lo tanto, la PT se relacio-
naria con el hipotalamo via humoral®. Estos hechos han
planteado el interrogante de que la PT pueda ser
moduladora de la actividad de la PD. A su vez, la PT es
receptora de la melatonina secretada desde la glandula
pineal. Al respecto cabe senalar que durante el ciclo
reproductivo en mamiferos estacionales y no esta-
cionales, se producen cambios morfolégicos, como tam-
bién en la actividad secretoria de la PT, con modificacion
de la expresion de receptores de melatonina. Ha sido
sugerido, por lo tanto, que las células de la PT estarian
involucradas en la transmisién del estimulo fotoperdédico
al sistema endocrino® .

Sibien se especula que la secrecién/es de las células
especificas de la PT es una glicoproteina, la naturaleza
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de este factor/es es aun desconocida, como asi tam-
bién la funcién precisa de la PT en los vertebrados®.

El objetivo del presente trabajo es verificar si las
secreciones de las células de PT pueden influenciar la
actividad de las células de la PD. Se ha investigado esta
hipotesis utilizando experimentos de cultivos primarios
de células de PT bovina y midiendo el efecto de la se-
crecion de las mismas sobre la liberacion de prolactina
por células dispersas de PD de rata.

Material y métodos
Animales de experimentacion

Se trabajo con la PD de ratas adultas macho, de la cepa
Holtzman (200-220 g), que fueron mantenidas en condiciones
controladas de luz y temperatura, con ciclos de 12 hs luz - 12
hs oscuridad, 22-24°C, con alimento y agua a voluntad. Las PT
fueron aisladas de novillos, a partir de muestras obtenidas del
matadero local.

Reactivos

El medio de cultivo 199, penicilina, estreptomicina, nistatina,
tripsina, colagenasa, albumina bovina sérica (fraccion V),
inhibidor de tripsina y DNasa fueron provistos por Sigma
Chemical Co., Saint Louis, MO, USA. El kit de prolactina fue
provisto por NIADDK, Bethesda, MD, USA. '*| fue generosa-
mente cedido por LARLAC, Mendoza. Todos los otros reactivas
utilizados fueron de grado analitico y provistos por Laboratorio
Merck, Argentina.

Cultivo de células de pars tuberalis

Las PT de bovinos fueron disecadas cuidadosamente a
partir del tallo neural de las hipofisis respectivas bajo micros-
copio esteroscoépico. Las PT fueron disgregadas en medio 199,
adicionado con tripsina 0,25%, a 37°C, con agitacion continua,
durante 30 minutos. El tejido fue repetidamente pasado a tra-
vés de pipeta Pasteur siliconada. La reaccion fue detenida con
el agregado de 0,2 mg/ml de inhibidor de tripsina. La suspen-
sion celular fue centrifugada a 100 x g por 10 minutos a 4°C.
El pellet de células fue lavado con medio 199 adicionado con
2% de penicilina, 3% de estreptomicina y 0,04% de nistatina.
La viabilidad celular fue determinada por el test de exclusién
del Azul Tripan, siendo del orden del 90%. Las células fueron
cultivadas a razon de 2 x 10° células/ml. Luego de realizar dos
cambios de medio cada 24 hs, las células fueron cultivadas
durante 48 hs. El liquido de cultivo fue mantenido a -70°C has-
ta su utilizacion.

Gradiente discontinuo de Percoll

Las celulas de la PT bovina fueron disgregadas con tripsina
y cultivadas por 24 hs. Luego fueron sembradas en un gradiente
discontinuo de Percoll (30, 40, 50, 60, 80%) a partir de una
solucion madre, dilucion 1:10 con solucion salina balanceada
de Hanks, utilizando tubos de 12 mi? que fueron centrifugados
a 400 x g por 15 minutos a 4°C. Una vez determinada la viabi-
lidad de las células recuperadas de cada fraccion de Percoll,
se cultivaron 2 x 10¢ células/ml por 48 hs. El liquido de cultivo
fue utilizado para estimular las células de la PD de rata.
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Preparacion de células dispersas de pars distalis

Las células fueron dispersadas de acuerdo al método usa-
do por Spinedi y Negro-Vilar, 1983'". Brevemente, las ratas
fueron sacrificadas por decapitacion y una vez extraidas, cada
PD fue seccionada en 4 partes y colocada en 1 ml de medio
199, pH 7.4, conteniendo 0,2% de colagenasa, en un bano
termostatizado a 87°C, con corriente 95% O, - 5% CO, y agi-
tacion, por 30 minutos. El tejido fue repetidamente pasado (30
- 50 veces) a través de una pipeta Pasteur siliconada. Tres
minutos antes de finalizar la incubacion, fueron agregados 0,1
mg/ml| de DNasa para disgregar totalmente los cumulos celu-
lares. La suspension fue centrifugada a 100 x g por 10 minu-
tos a 4°C. El pellet celular fue lavado con medio 199 suplemen-
tado con 0,25% albumina bovina sérica, 20 mg/l de penicilina
y 30 mg/l de estreptomicina. Una vez centrifugadas, las célu-
las fueron resuspendidas en dicho medio para ser utilizadas en
experimentos de incubacion y superfusion.

Estimulacion de células dispersas de pars distalis

Las células, a razon de 1 x 10° por tubo, fueron estabilizadas
por 6 hs en 0,5 ml de medio 199, a 37°C, en estufa de cultivo.
A continuacion, el medio fue descartado y reemplazado por 0,45
ml de medio fresco al que se adiciond 50 pl de liquido prove-
niente del cultivo de células de PT bovina, conteniendo una
concentracion adecuada de proteina, de acuerdo al diseno del
experimento. Luego de incubar 30 minutos en bafo
termostatizado a 37°C, con corriente de 95% O, - 5% CO, y
agitacion, los tubos fueron centrifugados y el sobrenadante fue
mantenido a - 70°C hasta la determinacion de prolactina. La
hormona liberada por las células de la PD incubadas sclo con
medio 199 fue considerada como valor control. La concentra-
cion de proteinas fue determinada por el método de Lowry et
al."

Superfusion de células dispersas de pars distalis

Se recurrié a 2 x 10° células para su suspension en Biogel
P2 (200 - 400 mesh), prehidratado con medio de cultivo 199, a
4°C, por 12 hs y utilizado como relleno de una columna de 10
x 0,5 cm adosada a una bomba peristaltica y a un colector de
fracciones. La columna fue estabilizada con medio de cultivo
suplementado con 0,25% de albumina, 20 mg/l de acido
ascorbico y antibioticos, con un flujo de 0,75 ml/min durante 40
minutos. La recoleccion del eluido se llevé a cabo por 10 mi-
nutos previo a realizar la estimulacién, colectando las fraccio-
nes cada 2 minutos. A continuacion, las células se estimula-
ron con KCI 28 mM y se colectaron fracciones por 20 minutos.
Luego, las células se lavaron con medio de cultivo 199 y se
estimularon con distintas concentraciones de proteina del liqui-
do de cultivo de PT. Las fracciones eluidas se conservaron a -
70° C hasta la determinacion de prolactina.

RIA de prolactina

La prolactina fue dosada por RIA de doble anticuerpo. La
hormona fue radioiodinada seguin el método de la cloramina T',
purificada por pasaje a traves de columna de Sephadex G7.
La sensibilidad del ensayo oscilé entre 0,3 - 0,5 pg/l y los co-
eficientes de variacion inter ensayo fueron menores al 8%. Los
resultados se expresaron en términos de preparaciones de re-
ferencia de rata RP-3 del NIH y se refirieron como ng de hor-
mona/ml de medio. Al determinar prolactina en el liquido de
cultivo de células de PT bovina como control de reaccion cru-
zada, el ensayo dio negativo.
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Anadlisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media + error es-
tandar, considerandose significativamente diferentes para un
valor de p < 0,05 y fueron analizados mediante el test de
Student. Cuando se hicieron comparaciones entre mas de dos
medias, se empleo el test ANOVA, una via, sequido del test
de Tukey.

Resultados

El efecto de la estimulacién de las células de la PD de
rata con el liquido proveniente del cultivo de Ia totalidad
de células de la PT bovina se muestra en la Fig. 1. La
concentracion de prolactina liberada fue proporcional a
la concentracion de proteina del liquido de cultivo de PT,
obteniéndose la maxima liberacion de prolactina a partir
de 9 pg de proteina.

Debido a la existencia de distintas poblaciones celu-
lares en la PT bovina, se trabajo con un gradiente dis-
continuo de Percoll, a fin de posibilitar la identificacion
de las células cuyas secreciones son responsables de
la liberacion de prolactina por la PD de rata. La viabili-
dad de las celulas recuperadas de cada fraccion fue del
90%. La maxima liberacion de prolactina por las células
de PD se obtuvo con las secreciones de las células de
las fracciones del 50 y 60%. Las otras fracciones no es-
timularon en forma significativa (Fig. 2). Debido a esos
resultados, las células de las fracciones del 50 y del 60%
fueron cultivadas en conjunto.
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Fig. 1.— Efecto de diferentes concentraciones de proteina del
liquido de cultivo del total de celulas de pars tuberalis so-
bre la liberacién de prolactina por células de pars distalis.
Los ng de prolactina liberados al medio por células de pars
distalis sin estimular se consideran como el 100% (valor
control). Las barras representan la media + SEM de 4 ex-
perimentos (* p < 0,05; bp < 0,001).
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En la Fig. 3 se muestran los datos obtenidos de la
estimulacion con distintas concentraciones de proteina
del liquido de cultivo proveniente de las células de PT
de la fraccion de Percoll 50-60%. Las células de la PD
respondieron a la estimulacion con 4 pg de proteina,
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Fig. 2.- Efecto del liquido de cultivo de células de pars tuberalis
separadas por gradiente de Percoll sobre la liberacion de

prolactina por células de pars distalis. Las barras represen-
tan la media + SEM de 4 experimentos (*°p < 0,001).
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Fig. 3.— Efecto de diferentes concentraciones de proteina del
liquido de cultivo de células de pars tuberalis de las frac-
ciones 50-60% del gradiente de Percoll sobre |a liberacion
de prolactina por células de pars distalis. Las barras repre-
sentan la media + SEM'de 4 experimentos (°p < 0,025; ®p <
0,001).
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Fig. 4— Liberacion de prolactina por células de pars distalis

de rata en experimentos de superfusion estimuladas con
KCl 28 mM (—®=-) y con liquido de cultivo de células de
pars tuberalis bovina de la fraccion 50-60% del gradiente
de Percoll, 4 pg de proteina (—A-) y con su dilucion 1:10
(—X—) respectivamente (a,b vsc p < 0,001;d vse p < 0,01,
de 4 experimentos).

manteniéndose la misma respuesta con concentracio-
nes mayores. Esto sugeriria que las células del 50-60%
serian las responsables de la sintesis del factor/es de
PT que afecta las células prolactotropas de la PD.

Para estudiar la dinamica de la liberacion de prolactina,
se llevaron a cabo experimentos de superfusion (Fig. 4).
La estimulacion inespecifica de células de la PD con KCI
mostré la mayor liberacion de prolactina a los 4 minu-
tos. La respuesta a la estimulacién con 4 pg de pro-
teina del liquido de cultivo de las células de PT 50-60%
se observo también a los 4 minutos. Cuando la
estimulacion se realizé con una dilucion 1:10, no hubo
respuesta.

Discusion

La pars tuberalis es un lobulo de la adenohipofisis
fundamentalmente formado por células glandulares pro-
pias que difieren en sus rasgos ultraestructurales de otros
tipos celulares de la AH® ™. A pesar de los numerosos
estudios atn no ha sido determinado el rol fisioldgico y
la funcion de las mismas.

De nuestros resultados se desprende que la secre-
cion de la poblacion celular total de la PT bovina posee
la capacidad para estimular la liberacion de prolactina
por las células de la PD de rata. La separacion de las
células de la PT por gradiente discontinuo de Percoll,
permitié identificar sélo dos fracciones de células (50 y
60%) cuyas secreciones tuvieron el mismo efecto que el
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liquido proveniente de la poblacion total. Tal efecto se
produjo inclusive a concentraciones menores de protei-
na, lo cual pone de manifiesto la sensibilidad de las célu-
las de la PD al factor desconocido, para la estimulacion
de la liberacion de prolactina. Es poco probable que ade-
mas exista un aumento en la sintesis de prolactina por-
que las estimulaciones fueron realizadas en tiempos cor-
tos, es decir, 30 minutos en los experimentos de
incubacion de células y menos ain en los experimentos
de superfusion, en los cuales la estimulacion se puso de
manifiesto ya a los 4 minutos.

El efecto que observamos en la PD no seria debido a
la presencia de factores hipotalamicos, porque se traba-
jo con células que permanecieron en cultivo el tiempo
suficiente como para eliminar los terminales nerviosos
presentes en la diseccion de PT. Por otro lado, la purifi-
cacion parcial de las poblaciones celulares por gradiente
de Percoll y los lavados posteriores de las células para
poder eliminarlo, contribuyen a que los cultivos de PT
estén exentos de factores hipotalamicos.

Los resultados mostrados evidencian un posible efecto
modulador directo de la PT, al menos sobre las células
prolactotropas de la PD, que estaria apoyado por los
obtenidos en ovinos, en experimentos de co-cultivo de
PT con PD'. Por otro lado, mediante experimentos de
desconexion hipotalamo-hipdfisis en carnero, Lincoln y
Clarke (1994), han presentado evidencia que la modula-
cion fotoperiddica de |a secrecidn de prolactina podria
ser independiente del control del hipotalamo, debido
presumiblemente a efectos directos de melatonina so-
bre AH'™.

La purificacion parcial por Sephadex G 50 del liquido
de cultivo de la PT proveniente de la fraccion 50-60%
del gradiente de Percoll realizada en nuestro laboratorio
(datos no mostrados), hacen presumir que el factor/es
responsable de la liberacién de prolactina estaria com-
prendido en un rango de peso molecular superior a 30
kDal. A su vez, dicho factor tiene un efecto muy potente
ya que estimulo a las células de la PD en concentracio-
nes muy bajas de proteina, (80 ng), caracteristica de otros
factores liberadores o inhibidores, en relacion a los 4 pug
de proteina, requeridos con el liquido de la fraccion ce-
lular del 50-60% del gradiente de Percoll sin pasar por
Sephadex. Es importante destacar que para lograr una
estimulacion equivalente de liberacion de prolactina con
el liquido de cultivo de la totalidad de las células de la
PT, se requirieron 9 pg de proteina. Recientemente,
Morgan et. al’® han propuesto en ovinos una posible fun-
cion reguladora de la PT sobre la expresion del gen c-
fos y la liberacién de prolactina por lactotropos de la PD.
Ellos trabajaron con medio condicionado de PT que fue
separado por ultrafiltracion en dos componentes que pre-
sentaron actividad bioldgica, uno de tamano molecular
superior a 10 kDal, el cual mostré mayor actividad y otro,
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de masa molecular entre 1-10 kDal; este factor/es des-
conocido fue denominado tuberalina.

A la luz de los resultados obtenidos y de la bibliogra-
fia existente podemos sugerir que alguna de las
secreciones de la PT regulan la liberacion de prolactina
por células de la PD. Sin embargo, debido a la ubicacion
anatémica de la PT, no se puede descartar la posibili-
dad de que sus productos secretorios puedan alcanzar
el espacio perivascular y/o el espacio subaracnoideo, a
través de los canales intercelulares comunicantes®. Esto
implicaria que podrian existir otros puntos de accion de
las secreciones de la PT a nivel del sistema nervioso
central, en condiciones in vivo. Al mostrar en este traba-
jo que determinadas células de la PT bovina secretan
un factor/es no identificado que estimula la secrecion de
prolactina por células de la PD de rata, cabria especular
que /n vivoy en la rata, la PD seria el posible organo
blanco de la PT.
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