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ESTUDIO INMUNOCITOQUIMICO
DE LAS HORMONAS
DE LA ADENOHIPOFISIS HUMANA

II. HORMONA PROLACTINA

G. ESCOVAR, H. HANSSEN, G. URIBE

Se describe la deteccion inmunocito-
quimica de la hormona prolactina a nivel
de la pars distalis de la adenohipdfisis
humana por intermedio del método de
peroxidasa antiperoxidasa aplicado a
tejidos de pituitarias obtenidas en autop-
sias 0 en procedimientos quirtirgicos. Se es-
tudian las caracteristicas histoquimicas de
las células de prolactina y su ultraestruc-
tura. Finalmente, se discute el significado
de este procedimiento en el diagnéstico y
diferenciacion de adenomas de la pituitaria
y se seiialan los mecanismos de acciéon de
esta hormona a nivel subcelular y su papel
en la lactacion.
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INTRODUCCION

La prolactina es una hormona hipo-
fisiaria simple que promueve el desarrollo
de la glandula mamaria y la lactacion (1).
También, se le ha comprobado partici-
paciéon en el mantenimiento del cuerpo
lateo en los roedores y por lo cual fue
llamada con anterioridad hormona lu-
teotropina (2). En la pituitaria de nume-
rosas especies animales (roedores y gatos
entre otros), las células productoras de
prolactina cuando se tifien con azocarmina
y naranja G, se revelan como células
acidofilas siendo predominantes las células
de tipo carmin cuando la secrecion de
prolactina esta incrementada. En los
humanos las células generadoras de prolac-
tina que se encuentran en "descanso",
unicamente pueden ser diferenciadas por
métodos inmunocitoquimicos; mientras
que las células de prolactina hipertroéficas,
hiperpléasicas o hiperreactivas pueden hasta
cierto grado distinguirse sin la utilizacion
de estos métodos (3). Esta bien demostrado
que los tumores de la glandula pituitaria
humana que se originan en células produc-
toras de prolactina (prolactinomas) pueden
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estimular la galactorrea no asociada con
lactacién postparto (4). También existe
evidencia que sugiere que ciertos adenomas
no funcionales de la hipéfisis humana, los
cuales se han clasificado como adenomas
de tipo cromo6fobo, con frecuencia son in-
munorreactivos con antisuero antiprolac-
tina y ultraestructuralmente se han podido
identificar como esencialmente compuestos
de células de prolactina. Los niveles de
prolactina en sangre de estos pacientes es-
tan elevados pero usualmente no presentan
ningun otro signo clinico (5).

Estructura y propiedades inmuno-
quimicas de la prolactina. Los lactotrofos
generan una proteina con un peso mole-
cular de 25.000, variando el tamario real de
la cadena de aminoacidos de prolactina, de
especie a especie (6). La estructura quimica
de la hormona prolactina es muy similar a
la estructura de la hormona del crecimien-
to, la cual también se ha considerado como
lactotréfica. Las diferencias en la estruc-
tura molecular se basan en el numero de
puentes disulfuro establecidos en la union
de dos aminoécidos cisterna. La hormona
prolactina posee tres puentes de azufre y
carece de la configuracion en forma de asa
en su posicion amido terminal, la cual si es-
ta presente en la hormona del crecimiento
(7). A pesar de la estrecha semejanza en la
configuracién quimica, estas dos hormonas
poseen diferencias relevantes en la dis-
tribucion de sus determinantes antigénicos,
lo cual permite su diferenciacion e iden-
tificacion en la adenohipofisis.

Histoquimica de los lactotrofos. Los
lactotrofos se han considerado como cé-
lulas acidofilas en la literatura clasica y se
denominan como células et8 (d) en la
clasificacion de Romeis (8). Son células
negativas con la coloracion de acido per-
yodico de Schiff (PAS), se tifien débilmen-
te con el colorante naranja G, pero son
fuertemente positivas a la eritrosina hasta el
punto de habérseles considerado como
células eritrosinofilicas (9).
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El presente estudio tiene como objetivo
la identificacion histoquimica e inmu-
nocitoquimica de la hormona prolactina en
la adenohipofisis humana.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion y preparacion de tejidos. Se
obtuvieron tejidos adenohipofisiarios de
cinco casos quirurgicos con sospecha de
adenoma de la pituitaria. Adicionalmente
se seleccionaron cinco pituitarias de autop-
sias sin patologia tumoral o alteraciones de
origen endocrino, las cuales fueron eva-
luadas como normales en estudios his-
tologicos de hematoxilina-eosina. Las
edades de los pacientes de todos los casos
estudiados estuvieron comprendidas entre
un rango de 20 a 50 afios de edad. Los
tejidos fueron embebidos en parafina,
realizdndose cortes histoldgicos de 4 micCras
de espesor.

Reacciones histoquimicas e inmuno-
citoquimicas. En todos los casos estudiados
se realizaron coloraciones de hematoxilina-
eosina y eritrosina (10), como también el
método de peroxidasa antiperoxidasa
(PAP) (11), ampliamente descrito por Es-
covar et al. (12). El procedimiento inmu-
nocitoquimico fue realizado utilizando
consecutivamente los siguientes antisueros:
suero de conejo antihormona prolactina
humana (Calbiochem-Behring Corp., CA,
E.U.A.); IgG de cabra anticonejo (Cappel
Lab., PA, E.U.A.) y suero de conejo pe-
roxidasa antiperoxidasa (Cappel Lab.).

La peroxidasa enddgena presente en los
tejidos fue removida previa realizacion del
método PAP, utilizando metanol absoluto
y peroxido de hidrégeno al 0,3% (13). Con
el fin de asegurar la especificidad de la
reaccion PAP, fueron utilizados los si-
guientes controles, en la deteccién de la
hormona prolactina en las células ade-
nohipofisiarias: 1) sustitucion del primer
antisuero por suero preinmune; y, 2) ad-
sorcion del suero antiprolactina con la hor-
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mona prolactina  (Calbiochem-Behring
Corp.) (12), realizandose posteriormente el
método PAP con el antisuero adsorbido.

Los resultados de las reacciones his-
toquimicas e inmunocitoquimicas fueron
observadas con microscopia de luz, em-
pleandose pelicula Ektachrome, ET 135-20
tungsteno (Eastman Kodak, N.Y.) para las
fotografias.

Se utilizé ademas del método PAP, el
procedimiento de inmunofluorescencia
aplicado a tejido de adenohipéfisis en cor-
tes de parafina, segiin método de Qualman
et al. (13), descrito por Escovar et al. (12).
En su aplicacion fueron utilizados los
siguientes antisueros: suero de conejo an-
tiprolactina humana (Calbiochem-Behring
Corp., CA, E.U.A.); IgG de cabra anti-
conejo conjugada con fluoresceina (Dako
Lab., N.Y., E.U.A.). Las laminas fueron
montadas en elvanol, examinadas con
microscopio de fluorescencia y fotogra-
fiadas con pelicula Ektachrome ASA 400
(EL-135-66, Kodak; revelado especial ES-

P)).

Preparacion del material para micros-
copia electrénica. Segmentos de adeno-
hipofisis fijados en solucion de glutaral-
dehido al 2,5% durante 2 horas, fueron
posteriormente procesados segun el mé-
todo descrito por Escovar et al. (12). Las
secciones ultrafinas fueron tefiidas con
solucion saturada de acetato de uranilo y
citrato de plomo. Se utiliz6 para el estudio
de ultraestructuras un microscopio Phil-
lips, modelo 301.

RESULTADOS

Hallazgos histoquimicos e inmuno-
citoquimicos. El uso del colorante naranja
G-eritrosina permite diferenciar las células
productoras de prolactina de las células
acidofilas que producen hormona del
crecimiento, debido a que las primeras
toman un color rojo fuerte en el citoplas-
ma, mientras que las segundas se tifien de
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color naranja (12). Sin embargo, este tipo
de reaccion solo detecta células que con-
tienen gran cantidad de hormona citoplas-
maética.

Mediante el uso del método inmuno-
citoquimico de peroxidasa antiperoxidasa
(PAP) fue posible detectar la hormona
prolactina tanto en células con gran con-
centracion de la hormona, como en células
que contienen poco almacenamiento de la
misma. Este procedimiento permiti6é dis-
tinguir dos tipos celulares asociados con la
producciéon de prolactina. Uno de los tipos
corresponde a células grandes poliédricas o
elongadas, densamente granuladas, si-
tuadas sin preferencia especial en la pars
distalis (Figura 1).

La otra forma de células productoras de
prolactina corresponde a células pequeilas
o de tamafio medio, angulares o elongadas
con abundantes procesos citoplasmaticos y
con frecuencia se pueden encontrar for-
mando grupos (Figura 2). Aparentemente
este ultimo tipo de células se encuentra am-
pliamente distribuido en el 16bulo anterior
de la adenohipéfisis siendo mas numerosas
en los bordes posterolaterales de la pars
distalis. Estas células se han descrito como
células en estado de sintesis activa (14).

Dos de los adenomas estudiados fue-
ron inmunorreactivos en la deteccion de

Figura 1. R ion in itoquimica PAP positiva para la hor-
mona prolactina en células de ademohipéfisis humana. Notese la
morfologia celular poliédrica o elongada.
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hormona prolactina. Uno de estos ade-
nomas se considerd un prolactinoma puro,
ya que la inmunorreaccion realizada pos-
teriormente para detectar otras hormonas
adenohipofisiarias tales como hormona
adrenocorticotropica (ACTH), hormona
del crecimiento (GH), hormonas luteo-
tropicas (FSH, LH) resultdé negativa. El
otro adenoma estudiado, ademas de resul-
tar inmunorreactivo para la hormona
prolactina, fue también positivo en su
produccion de la hormona del crecimiento.
La Figura 3 ilustra la reaccion PAP po-
sitiva en un caso de prolactinoma puro en
una adenohip6fisis humana. La aplicacion
del método de inmunofluorescencia in-
directa aplicada a tejidos en parafina per-
mitio la deteccion de la hormona prolactina
en los casos estudiados, sin embargo, este
método comparado con el método PAP, no

Figura 2. Reaccion PAP positiva para la hormona prolactina en
élulas de adenohipéfisis h Nétese la morfologia celular an-

gular con p )plasmaticos o redond.

5

D,

Figura 3. R ion PAP fuer positiva en la de ion de

prolactina en un prolactinoma en adenohipéfisis humana.
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permite una visualizacion nitida de los
elementos celulares como para establecer
diferencias morfologicas de una célula a
otra. La Figura 4 ilustra la reaccion de in-
munofluorescencia positiva en el citoplas-
ma de células productoras de hormona
prolactina.

Se obtuvieron reacciones negativas
cuando se realiz6 la substitucion del primer
antisuero por suero preinmune, o al rea-
lizarse adsorcion del suero antiprolactina
con la hormona prolactina, tanto en la
prueba de PAP como en la prueba de in-
munofluorescencia indirecta.

En los humanos, los lactotrofos presen-
tan granulos secretorios citoplasmaticos
electrodensos, pleomorficos, con los
didmetros mas grandes de todas las células
adenohipofisiarias (600-900 nm aun cuando
algunos granulos pueden alcanzar dia-
metros mayores, hasta de 1.200 nm). En la
fase de reposo celular, el reticulo endoplas-
mico se encuentra moderadamente de-
sarrollado y organizado en cisternas pa-
ralelas con abundantes ribosomas. Las
mitocondrias son esféricas con criptas
laminares y matriz finamente granular.
Durante la lactacidén, las células lacto-
tropicas son mas prominentes y el aparato
de Golgi se encuentra bien desarrollado y
en posicion yuxtanuclear, consistiendo en
un complejo de cisternas dispuestas en
niveles concéntricos, siendo las mas exter-

fl ia positiva para la hormon:
k
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nas de forma vacuolar. El nucleo es ge-
neralmente esférico u oval con un contorno
ligeramente irregular. La cromatina es
finamente granular con agregados dehe-
terocromatina. El nucléolo es prominente
y electrodenso. La Figura 5, ilustra varios
de estos hallazgos ultraestructurales en una
célula de prolactina en la adenohipdfisis
humana.

DISCUSION

Las células productoras de prolactina
constituyen cerca del 15 al 25% de las
células de la adenohipd6fisis. Se encuentran
distribuidas al azar a lo largo de la par dis-
talis aunque son mas notorias y numerosas
en los puentes posterolaterales cerca al
lébulo posterior. Mediante el uso del
método inmunocitoquimico de peroxidasa
antiperoxidasa (PAP) ha sido posible en el
presente estudio identificar especificamente

Pgura 5, Hallazgos ultraestructurales en una célula productora de
hormona prolactina en la adenohipéfisis humana. Nétense: granulos
citoplasmaticos (GC) grandes, reticulo endoplasmico (Re), mitocon-
drias (m), niicleo (N), nucléolo (Nu), heterocromatina (HCr).
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las células productoras de hormona prolac-
tina, distinguiéndolas de las células aci-
dofilas productoras de la hormona del
crecimiento. Ademas y de acuerdo con lo
encontrado por otros autores (15-17), fue
posible la identificacion de dos tipos ce-
lulares relacionados con la produccion de
la hormona prolactina, los cuales parecen
tener asociacioén con los estados de sintesis
celular activa. La aplicacion del método de
inmuno fluorescencia en la deteccion de la
hormona prolactina en los casos estudiados
permitié la localizacion de la hormona a
nivel intracitoplasmatico; sin embargo, al
compararse estos hallazgos con los ob-
tenidos mediante el método PAP, se debe
anotar que este Ultimo permite una vi-
sualizacion mas nitida de todos los elemen-
tos celulares en el tejido siendo mas facil
establecer diferencias morfologicas de una
célula inmunorreactiva a otra.

Es importante reconocer que las células
productoras de prolactina presentan cam-
bios notorios bajo diferentes condiciones
fisioldégicas y patologicas. En la adeno-
hipofisis del feto y del recién nacido, las
células de prolactina son numerosas
presumiblemente debido al efecto esti-
mulante de los estrogenos maternos (18).
Con la cesacidon del efecto estrogénico, el
numero de células de prolactina decrece y
permanece bajo durante la infancia. En las
hembras un profundo incremento del
numero de lactotrofos es de nuevo aparente
durante el embarazo y la lactacion. Estos
cambios representan una verdadera hiper-
plasia.

Existe evidencia de que algunas drogas,
por ejemplo, los agonistas dopaminérgicos,
los antagonistas dopaminérgicos, la reser-
pina y la clorpromazina, causan cambios
en la secrecion de prolactina y en la mor-
fologia de las células secretorias. Se ha es-
tudiado también que el nimero de células
inmunorreactivas con el antisuero an-
tiprolactina no es significativamente di-
ferente entre el hombre y la mujer. Tam-
poco se ha podido evidenciar una dis-
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minuciéon de los lactotrofos en la senec-
tud (19).

Los tumores que secretan prolactina
son los méas comunes entre los tumores de
la pituitaria; esta afirmacidon parece ser
valida para ambos sexos. Los prolacti-
nomas en la mujer usualmente se presentan
con amenorreas o galactorrea o ambas y se
encuentran asociados con una elevacion
moderada de los niveles de prolactina (50-
200 ng/ml) en la sangre (20). Las cra-
neografias usualmente se interpretan como
normales y anormalidades tales como
erosiéon o ensanchamiento de la silla turca
solo son demostrables mediante tomo-
grafia computadorizada. En contraste con
la mujer, los prolactinomas del hombre son
considerablemente de gran tamafno al tiem-
po de su presentacion y son detectables por
diagnéstico radiolégico (21).

En tumores de la pituitaria conside-
rados como adenomas cromofobos, se ha
podido demostrar inmunocitoquimicamen-
te que son secretores de hormona prolac-
tina. La dificultad en clasificar estas células
como productoras de prolactina mediante
el empleo de métodos histoquimicos
tradicionales y de microscopia electrdnica
es explicable por la presencia de granulos
secretorios citoplasmaticos que no corres-
ponden con los criterios usuales de la
produccion hormonal normal, como en
casos de prolactinomas puros en los cuales
se han observado la presencia de granulos
secretorios muy pequefios (22).

La comparacion de los hallazgos mor-
fologicos de las hormonas secretadas por
adenomas, ha demostrado que el didmetro
de los granulos depende de la rapidez de
formacidén y secrecion de los mismos, mas
que de la naturaleza de la hormona pro-
ducida. El diametro de los granulos au-
menta durante el almacenamiento intra-
celular. Los adenomas con una rapida for-
macion y secrecion de granulos presentan,
por lo general, células poco granuladas y
con granulos pequefios; mientras que
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aquellos adenomas con periodos prolon-
gados de almacenamiento celular, con-
tienen granulos secretorios citoplasmaticos
grandes y numerosos (23).

So6lo la aplicacion de la inmunoelec-
tromicroscopia (17) en el estudio ultraes-
tructural de las células adenohipofisiarias
permite una clasificacion especifica, ba-
sada en la deteccion del contenido hor-
monal de los citados granulos.

Mecanismo de accion de la hormona
prolactina. Es importante recordar que
cuando se discute el mecanismo de accion
de las hormonas, se debe tener en cuenta
que ellas pueden interactuar con diferentes
organos blanco y que sus respuestas pueden
ser distintas. La prolactina resulta un ejem-
plo interesante de este tipo de accion. La
prolactina y otras hormonas similares han
sido altamente conservadas durante la
evolucion. Esta hormona que ha recibido
su nombre por la habilidad de estimular la
lactacion en la hembra de los mamiferos,
tiene hormonas relacionadas que existen en
muchos tipos de vertebrados, donde tiene
una gran variedad de funciones, como la
regulacién osmotica y el balance de sales en
ciertos peces, la estimulacion de formacién
de pigmentos en otros, el control de la
metamorfosis en los anfibios y la pro-
mocién del sentido de anidacidn en las aves
(24).

Aun en los mamiferos, la prolactina
tiene otros efectos incluyendo un papel
esencial en el desarrollo normal y funcién
de los testiculos de los roedores, efecto
similar al efecto que ejerce la hormona
luteinizante sobre el ovario de los roedores
hembra. Es importante mencionar que
existe una considerable reaccién cruzada
entre las hormonas tipo prolactina en las
diferentes especies, por ejemplo, la prolac-
tina de los anfibios puede estimular la
produccién de leche en los mamiferos lo
cual sugiere que el control de la lactacion
evoluciond a partir de un sistema hormonal
controlado preexistente (25).
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Mecanismos moleculares. Los mecanis-
mos moleculares por los cuales las pro-
teinas u hormonas esteroides influyen
sobre sus organos blanco han comenzado a
entenderse en forma razonable. Por estos
recientes avances, las acciones subcelulares
de la prolactina también empiezan a cla-
rificarse. Existe un acuerdo general para
pensar que el primer evento en la accion de
la prolactina es su enlace a un receptor es-
pecifico en la parte mas externa de la mem-
brana celular de la célula blanco. Sin em-
bargo, los cambios subsecuentes inducidos
como consecuencia de la formacion de es-
te complejo hormona-receptor, no estan
completamente establecidos.

En términos generales, la mayoria de
las hormonas polipeptidicas actian a través
del tan mencionado segundo mensajero o
AMP ciclico (AMPc), el cual a su vez ac-
tivaria una proteina-quinasa especifica para
iniciar la medicion de la respuesta final por
parte de la célula estimulada (Figura 6). Se
ha demostrado que la prolactina estimula
los niveles de AMP a nivel prostatico (26).

Hormona
prolactina
P\
Adenilciclasa Fosfodiesterasa

ATP—>AMP ciclico —> 5'AMP
+
PPi

v

Activacién
enzimética, etc.
Vv
Respuesta
fisiolbgica

Célula efectora

Figura 6. Mediacion del AMP ciclico en la estimulacion hormonal.
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El "segundo mensajero" media la ac-
cion de la prolactina en la glandula ma-
maria. En 1973, Turkington (27) demostrd
que los nucleotidos ciclicos estan com-
prometidos en la activaciéon de enzimas
proteino-quinasas especificas, pero que no
actian como lo hace el "segundo men-
sajero", entre el complejo prolactina-
receptor y el nucleo celular. Los nucleo-
tidos ciclicos AMP y GMP estan involu-
crados en la iniciacion de la lactacidon y en
la produccion de las proteinas de la leche.
También se ha hecho evidente que el GMP
ciclico simula la acciéon de la prolactina es-
timulando la sintesis de acido ribonucleico
(ARN) en la glandula mamaria. Lo an-
terior sugiere que en periodos muy tem-
pranos la accion de la prolactina en la
célula epitelial de la glandula mamaria
puede ser mediada por un incremento en
los niveles de GMP ciclico (GMPc) y un
decrecimiento en los niveles de AMP ciclico
(AMPc).

Mantenimiento de la lactacion. El
proceso del mantenimiento de la lactacion
es un interesante ejemplo de la interaccion
entre el sistema nervioso y el sistema en-
docrino. La lactacién es mantenida so-
lamente si se liberan cantidades adecuadas
de prolactina de la pituitaria anterior. La
liberacion estd controlada por la hormona
inhibitoria de la prolactina (PIH) originada
en el hipotalamo, la cual a su vez esta con-
trolada por la estimulacion tactil de los
nervios sensoriales a nivel de los pezones.
Por lo tanto, en el momento de cada
amamantamiento se establece un mecanis-
mo neurosecretor de retroalimentacion
temporal que inhibe la accion de PIH en el
hipotalamo y ocasiona la liberacion de
prolactina, resultando en un estimulo de la
sintesis de las proteinas y lipidos de la
leche. Una representaciéon esquematizada
de los mayores controles de la lactaciony la
participacion de la prolactina en este
proceso se representa en la Figura 7 (28).

SUMMARY
The unlabeled peroxidase antiperoxi-
dase method (PAP) was used to localize
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Figura 7. Participacion de la hormona prolactina en los controles de
la lactacion.

En el centro del esquema aparece la prolactina que estimula la
produccion de la leche y en combinacion con la hormona luteinizante
(LH) estimula la formacién de progesterona, la cual a su vez dis-
minuye la hormona inhibitoria de la prolactina (PIH).

La succion inhibe la liberacion de PIH; por lo tanto, entre mds lar-
gos sean los intervalos entre succion y succion, mds alto seran los
niveles de PIH. La prolactina también actia directamente sobre el
hipotdlamo para incrementar el PIH. Los estrégenos actian direc-
tamente sobre las células productoras de prolactina de la adenohi-
pofisis para aumentar la produccion de prolactina.

La hormona adrenocorticotropica (ACTH), la hormona del creci-
miento (GH), la tiroxina, la insulinay la hormona paratiroidea tam-
bién tienen efectos directos en la lactacion a nivel de glandula ma-
maria.

prolactin hormone within the paraffin em-
bedded sections of human adenohypophy-
sis tissue obtained from autopsy and biopsy
material.

The immunocytochemical and ultra-
structural characteristics of prolactin cells
are analyzed as well as the application of
this method to diagnose and evaluate
pituitary tumors, and the subcellular
mechanisms of action of prolactin and its
major controls over lactation.
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