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RESUMEN

Para prevenir el Sindrome de Distress Respiratorio (RDS), se ha usado el tratamiento conjunto de
betametasona y hormona liberadora de tirotrofina (TRH). La TRH actuaria indirectamente sobre la produc-
cién del surfactante pulmonar, estimulando la secrecién de hormonas tiroideas; otra via para incrementar
el surfactants pulmonar es induciendo la secrecion de PRL Prolactina (un potente estimulador de la
secrecién del surfactante pulmonar} desde la hipéfisis o de otros tejidos que secreten PRL (como se ha
descrito previamente para la decidua).

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de diferentes dosis de TRH en la secrecion de PRL por
el tejido corién-decidua y caracterizar las formas bioactivas de PRL secretada por dicho tejido.

Veinte placentas de embarazos nommales (38-41 semanas), obtenidas por parto normal o cesareas,
fueron recolectadas en el Departamento de Obstetricia y Ginecologia del Hospital Clinico de la Universidad
de Chile. Explantes de tejido corién-decidua secretaron PRL en condiciones basales, con una secrecién
méxima de la hormona a las 24 horas de incubacion. Se encontré un aumento significative (p < 0,05) en
la secracién de PRL con 1,5 x 1078 M do TRH, al cual fue debido principaimente a un aumento significativo
(p < 0,05) de la forma little del PRL bioactivo.

Estos resultados sugieren que una de las maneras en que TRH acelere la madurez pulmonar fetal
podria ser aumentando la secrecion de PRL por el tejido decidual; esta hormona podria pasar rapidamente
al liquido amnidtico para activar ia produccion del surtactante pulmonar del feto.

SUMMARY

Respiratory Distress Syndrome (RDS) is the main cause of early neonatal death and one of the most
important causes of mortality during the first year of life, Treatment with thyrotropin-releasing hormone (TRH)
which acts indirectly on lung surfactant production by stimulating thyroid hormone secretion, is one method
used to prevent this desorder (RDS). Another way to increase lung surfactant is to induce prolactin (PRL)
secrefion (a potent stimulator of lung surfactant secretion) from the pituitary gland or from other PRL
secreting tissue (as has been described for decidual tissue).

The objetive of this work was to study the effect of different doses of TRH on PRL secretion by human
choriodecidua tissue and to characterize the bioactive forms of PRL it secretes.

*Trabajo laido en la sesion del 16 de mayo de 2000 de la Sociedad Chilena de Obstetricia y Ginecologia.
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Twenty placentas from normal pregnancies (38-41 weeks), obtained through normal deliveries and cesarian
sections, were collected at the Department of Obstetrics and Ginecology Clinical Hospital, University of Chile.
Explants of choriodecidua tissue secreted PRL in basal conditions with a maximum secretion of the hormone
at 24 hours of incubation. A significant increase (p < 0,05) of PRL secretion with 1.5 x 108 M of TRH was
cbserved, which was mainly related to a significant increase (p < 0,05) of the little PBL bioactive form.

These results suggest that one of the ways TRH might accelerate fetal lung maturity could be by
increasing PRL sacretion by decidual tissue. This hormone might pass quickly to the amniotic fluid activate

production of fetal lung surfactant.
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INTRODUCCION

El sindrome de Distress respiratorio (RDS) es
principal causa de muerte neonatal prematura y
una de las causas mas importantes de mortalidad
durante el primer aig de vida. Cuando el embarazo
debe ser inlerrumpido antes de la fecha de termino,
debido a problemas de salud materna o bien por
ruptura prematura de membranas es muy importan-
te acelerar la madurez pulmonar para alcanzar ni-
veles optimos de surfactante pulmonar antes del
parto.

La administracidén de corticoides acelera la ma-
duracion pulmonar fetal en humanos y otras espe-
cies, este tratamiento ha sido usado clinicamente
para prevenir el BDS (1). Aunque el uso de corticoi-
des disminuye la incidencia y severidad del RDS,
esta terapia tiene algunas limitaciones (2), debido a
una respuesta tardia (después de las 48 horas) y a
los efectos laterales de los corticoides en algunos
embarazos patoldgicos, por tal motivo, este proce-
dimiento tiene una eficiencia limitada (1). En efecto,
se ha demostrado que la administracion de beta-
melasona a mujeres embarazadas entre las 24y 28
semanas de gestacion, no reduce la incidencia del
RDS (3). Para solucionar estos problemas, una
nueva terapia de combinacién hormonal se imple-
mento para lograr la madurez pulmonar fetal dentro
de las 48 horas (4, 5). Esta terapia esta basada en
la administracién de hormona liberadora de tiro-
trofina {TRH) junto con betametasona. Mientras
betametasona induce ia biosintesis de enzimas
involucradas en la produccién de surfactante pul-
monar, la TRH aumenta la secrecion de TSH desde
la hipdfisis fetal, sequido por un aumento de las
hormonas tiroideas (T; y T,), las que inducen la
sintesis del surfactante del pulmaon fetal (6, 7, 8, 9).

Ademads de estos efectos, la conocida accién de
TRH sobre la secrecion de Prolactina PRL hipofi-
siaria y el conocido efecto de PRL sobre fa madu-
racién fetal, abre la interesante posibilidad de que
parte del efecte de TRH sobre la maduracién del
pulmadn fetal, podria ser mediada via secrecion de

PRL desde la hipéfisis fetal o desde la decidua en
la placenta. :

Esta Ultima posibilidad esta apoyada por el he-
cho de que la PRL presente en el liquido amnidtico
es sintetizada localmente por la placenta, especi-
ficamente fa decidua (10, 11, 12, 13), y por la accién
de PRL sobre el crecimiento fetai, osmorregulacion
y madurez pulmonar fetal (14, 15, 16, 17). Ademas,
estudios in vitre con tejidc de pulmon fetal han
confirmado un aumento en la secrecion de sur-
factante pulmonar inducida por Prolactina PRL (6,
18), y este efecto puede ser mediado por recepto-
res especificos a PRL presentes en membranas de
puimoén fetal (15).

Para documentar este potencial mecanismo de
accion de THH en el tratamiento del RDS, es nece-
sario demostrar que TRH puede inducir un aumento
en la secrecién de PRL por la decidua. El presente
estudio esta enfocado para estudiar dicho objetivo,
asi como también analizarda heterogeneidad mole-
cular de PRL secretada por la decidua ya que se ha
demastrado la importancia de las propiedades fisio-
logicas de las diferentes formas moleculares de
PRL (19, 20, 21). ~

MATERIAL Y METODOS
Obtencién. y preparacion del tejido

Dieciocho placentas de embarazos normales
(38-41 semanas) obtenidas por parto normal o
cesdrea fueron recolectadas en el departamento de
Obstetricia y Ginecologia de! Hospital Clinico de la
Universidad de Chile. En algunos casos se obtuvo
tejido decidual puro mediante raspado uterino al
final del parto. Las placentas fueron recolectadas
en suero fisiolégico frio y el tejido corion-decidua
fue separado manualmente de las membranas
placentarias. El tejido fue lavado tres veces con
solucién Hank's balanceada (HBSS) con la adicién
de antibidticos {100 mg de penicilina, 20 mg de
gentamicina y 100 mg de streptomicina por litro,
Gibco} v 0,35 ¢ de NaHCQ,/L a pH 7.4. Los tejidos
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corion-decidua, amnios y decidua fueron cortados
en trozos de 100 mg a 200 mg cada uno.

El presente trabajo fue aprobado por &l Comité
de Etica del Hospital Clinico de la Universidad de
Chile,

Incubaciones de explanies de placenta

Trozos de tejidos (100 mg a 200 mg) fueron
incubados en 5 ml de medio de cultivo M-138 libre
de suero (Sigma Chemical Co.) suplementado con
penicilina {100 mg), gentamicina (20 mg) y
estreptomicina {100 mg) {Gibce) por litro contenien-
do 2,2 g de NaHCO, y 1 g BSA por litro, con pH 7,4.
Para estudiar la secrecién de PRL basal, los
explantes fueron incubados en duplicado por 72
horas en un bano de agua a 37° C en una atmos-
fera de 85% O, y 5% CO,. Después de las dos
horas de preincubacion se cambié el medio de
cultivo y luego cada 24 horas. Para estudiar el
efecto de TRH en la scerecién de PRL det tojido
decidual, las incubaciones se realizaron en presen-
ciade 0,3x108M, 15x108My3x108M (1,5
¥ 10 ng/mi) de TRH (pGlu-His-Pro-Amide, Sigma
Chemical Co) a 37° C durante las primeras 24
horas. Al final del experimento, el medio de cultive
fue cenlrifugado y separado para remover cualquier
remanente de tejido y luego almacenado a - 20° C
hasta que la PRL fue medida por enzimoinmu-
noanalisis {EIA) con método y reactivos de la Orga-
nizacion Mundial de la Salud.

Heterogeneidad molscular de PRL decidual

Para estudiar la heterogeneidad molecular de
PRL secretada por el tejido decidual, al final de las
24 horas de incubacidén, el medio de cultivo fue
cromatografiado en una columna de sephadex G-
100, como ha sido descrite previamente (19, 21),
usande buffer fosfato 0,1 M pH/4 como buffer de
elucion. Fracciones de 0,4 m! fueron recolectadas y
en cada fraccion se midio PRL usando un E|A para

PRL de la Organizacion Mundial de la Salud, El -

coeficiente de variacion interensayo para el EIA de
PRL fue de 12%.

Los resultados de la secrecion de PRL basal de
las incubaciones del amnios, decidua y corion-
decidua después de las 2, 24, 48 y 72 horas son
expresadas en ng de PRL secretadas por 100 mg
de tejido himedo {promedio y error estandar de
doce experimentos y cada experimanto se realizé
en duplicado). El amnios fue usado como control
negativo para la secrecion de PRL. Los resuliados
del efecto de TRH en la secrecidon de PRL son

expresados como ng de PRL secretados por 100
mg de tejido himedo {promedio y el error estandar
de seis experimentos y cada experimento fue rea-
lizado en duplicada).

El analisis estadistico fue realizado usando ana-
lisis de varianza (ANOVA) y Turkey's Multiple
Comparition Test. Un p < 0,05 fue considerado
como significativo.

RESULTADOS
Sacrecidén de PRL docidual

Se encontrd un aumento significativo en la se-
crecion de PRL basal a las 24 horas de incubacién
en el tejido corion-decidua y decidua pura (raspado
uterino) como se muestra en la Figura 1. La secre-
cién de PRL del corion-decidua aumento tres veces
y el aumento en la secrecién de PRL decidual au-
mento en 4,7 veces. La secrecidn de PRL basal a
las 48 horas rctorno a valores cbtenidos al comien-
zo del experimento para ambos tejidos.

Efecto de TRH en la secrecidn de PRL decidual

El efecto de TRH en ia secrecion de PRL del
tejido corion-decidua fue examinado a las 24 horas
(tiempe maximo de secrecion de PHL basal) de
tratamiento, usandoc 0,3 x 10°8M, 1,5x 108 My 3
x 108 M de TRH, obteniéndose un aumento signi-
ficativo desde los 0,3 x 1078 M de TRH. Se usé
tejido corion-decidua porque era el tejido de mas
facil manejo y debido a que también se encontré un
aumento en la secrecion de PRL similar al encon-
trado en tejido decidual puro. La cantittad de PRL
secretada por las diferentes dosis de TRH fue ex-
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Figura 1. Secrecion de PRL basal de tejidos corion-deci-
dua, amnios y raspado uterino (decidua pura). Los resul-
tados son expresados como ng de PRL secretada por 100
mg de tejido (Promedio + ESM) de 12 experimentos. El
amnios fue usado como control negativa (%) = p < 0,05}
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presada como ng de PRL/100 mg de tejido. La
secracién promedio de PRL por efecto de TRH fue
de 177,149 ng (p < 0,05) y 1863 £ 57 ng (p <
0,05)y 197,1 £ 47 ng (p < 0,01) con 0,3; 1,5y 3 x
10~® M respectivamente (Figura 2).

Heterogeneidad molecular de PRL decidual

La heterogeneidad molecular de PRL. secretada
por el tejido corion-decidua se muestra en la Figura
3. Se observan tres formas moleculares de PRL
secretada por el tejido corion-decidua, la forma big-
big, big y little. £l perfil de la heterogeneidad mo-
lecular de PRL decidual es similar a la heterogensi-
dad molecuiar de PBL encontrado en plasma des-
pués de ser cromatografiado en Sephadex G-100
(19, 20, 21). Las proporciones de las diferenies
formas moleculares de PRL decidual fueron: 8,7 £
2,2% de big-big, 5,9 + 1,1% de big y 84,1+£2,0% de
little. Aunque TRH no cambid la distribucién de las
diferentes formas moleculares de PRL decidual
encontrada en los controles {tejidos corion-decidua
incubados sin TRH) como se observa en la Figu-
ra 3, sin embargo, TRH produce un aumento evi-
dente en la cantidad total de PRL secretada por el
tejido corion-decidua, principalmente debido a un
incremento de la fraccion de PRL little.

Elincremento de PRL little por TRH fue estadis-
ticamente significativo, determinado por el area to-
tal bajo la curva de PRL obtenida de los eluldos de
fa columna, como se observa en la Figura 4, encon-
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Figura 2. Efecto de TRH en la secrecion de PRL del tejido
corlon-decidua. Los resultados son expresados como ng
de PRL secretada por 100 mg de tejido (Promadio £ ESM)
de 6 experimentos. El control representa las incubaciones
del tejido sin TRH (*) = {p < 0,05).
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Figura 3. Heterogeneldad molecular de PRL decidual. Los
explantes de corion-decidua fueron incubados por 24
horas sin TRH y con 1,5 x 108 M de TRH {dosis que
produce la maxima secrecidn de PRL). A los medios de
cultivos se les realizé una cromatografia en columna de
Sephadex G-100. Los resultados fueron expresados
como ng/ml de PRL (Promedio £ ESM de cuatro experi-
mentos) de cada una de las fracciones eluidas, donde se
observan las formas big-big, big y little de PRL decidual.

trandose un aumento significativo {p < 0,05) en la
concentracién de PRL little por efecto de TRH (238
+ 16 ng/mi) con respecto a fa concentracion de PRL
littte en los controlas {128 + 28,4 ng/ml).

DISCUSION

En este trabajo hemos encontrado que TRH en
las condiciones y concentracliones usadas es efec-
tivo en aumentar la secrecion de PRL en explantes
de tejido corion-decidua. Debido a que TRH en
concentraclones fisiolégicas aumente la secrecion
de PRL decidual, sugeriria que este efecto podria
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Figura 4. La concentracién de cada una de las formas
moleculares de PRL decidual secretada durante las 24
horas de incubacién sin TRH (control) y con 1,5 x 108 M
de TRH. Los resultados fueron expresados como ng/ml de
PRL (Promedio + ESM} de 4 exparimentos (") = (p < 0,05).
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fener una importancia fisiolégica relevante duranta
la maduracion pulmenar.

Se ha reportado que TRH no estimula la secre-
cién de PRL del tejido decidual {22, 28), pero estos
estudios fueron realizados con explantes de tejido
decidual incubados por solo cuatro horas. En nuestro
sstudio, el efecto de TRH en la secrecion de PRL del
tejido corion-decidua se encontrd en explantes incu-
bados por 24 horas, periodo de maxima secrecion
basal de PRL en tejido corion-decidua.

Una participacién fisiolégica de la PRL produci-
da por el tejido corion-decidua en la induccion de la
madurez pulmonar es apoyada por varias observa-
ciones que incluyen: a) los niveles de PAL en el
liguido amnidtico son maximos a las 24 semanas
de gestacion, previo al comienzo de la produecién
de surfactante pulmonar por ios neumocitos de tipo
It en el puimén fetal (13, 16, 17). b) La PRL produ-
cida por e tejido decidual alcanza faciimente el
fluido traqueobronquial (16}, ¢} los fetos tragan e
ingieren hasta 500 mi/dia de liquido amnidtico, y su
tracto gastrointestinal puede transportar proteinas
intactas (24, 25), presumiblemente, la PRL del liqui-
do amnidtico podria llegar a la circulacién fetal via
esta rula y asi regular funciones dei feto; d) bajos
niveles de PRL sérica fetal han sido asociadas con
un incremento del riesgo del RDS (13, 16, 18); e}
PRL aumenta la sintesis de componentes del surfac-
tante (6, 14, 18), y f) los receptores de PRL han sido
identificados en tejido de pulmén de mono (15).

Los resultados de este trabajo demuestran que
¢l tejido decidual responde a TRH secretande PRL
de manera similar a la hipdfisis, ademds se ha
demostrado que la secrecién de PRL decidual au-
menta en presencia de estradiol, progesterona y
andrégenos (26, 27).

Debido a que la secrecion de PRL decidual sea
potenciada en presencia de dosis submaximas de
TRH, sugiere un rol fisiolégico de TRH en la secre-
cion de PRL decidual. Ademas, el hecho de que
TRH estimule preferenciaimente la forma bioactiva
de PRL (fittle) surge una importante e interesante
relacion con la maduracion pulmonar fetal, ya que
podria ser posible que la PRL bioactiva (little} sea
uno de los factores responsables para la madura-
cién normal en el desarrollo pulmonar, situacién
que seria muy inleresante de estudiar a futuro,
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DISCUSION

Dra. C. Romero: Comenta que es imporiante
hacer estos trabajos de lipo bésicos en tejidos hu-
manos y es factible gue tengamos que dejar abierta
la oportunidad para buscar otra alternativa de poder
acelerar la maduracién pulmonar fetal, especffica-
mente en aquellos casos de contraindicaciones de
la terapia con betametazona. Ahora queda mucho
por responder, primero habrla que hacer estudios
basicos y ver prolactina bioactiva en pulmon de
animales de experimentacién y su capacidad de
aumentar surfactante y también TRH. Ver con los
avances tecnolégicos si Ia prolactina little sintética
se puede utilizar en aquellos embarazos que re-
quieren adelanter la madurez pulmonar fetal.
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