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engloba a la PRL y. se intemaliza (7).
Asi, por medio de tecnicas de inmuno-
histoquimica (29) y de autorradiograffa
(5, 23), se demuestra la existencia de re
ceptores de PRL en el interior de la c6-
lula tanto en estructuras vacuolates como
en el aparato de Golgi (4), pero aun no
esta claro si estos receptores internos son
producto de una formacion in situ (1)
o si proceden de los de la membrana ci-
toplasmatica. La PRL modula positiva-
mente sus propios receptores (11, 20), y
su afinidad por los mismos es de 10® M'1
(10, 24), produciendose una union en
parte irreversible (28), en la que la hor-
mona no se altera tras la formacion del
complejo PRL-receptor. Es de destacar
que una gran cantidad de PRL, tras ser
incubada con el preparado de receptores
(fraction microsomal) no se liga a los
mismos y, por tanto, se puede medir en
el sobrenadante despues de la centrifuga-
ci6n (16). Se ha descrito que tanto la
PRL hipofisaria como la plasm&tica cons-
tan de varias formas con diferentes pesos
moleculares que le prestan la. propiedad
de su lieterogeneidad y la diferente capa-
cidad de union a los receptores (18).

En este trabajo se expone el desarrollo
de una tecnica que permita el estudio de
la union PRL-receptor y los factores que
influyen en la misma, centrando la aten-
cion principalmente en la fraccidn de PRL
que no se une al receptor.

Material y Metodos

Sc utilizan ratas Wistar de 3 meses de
edad, prenadas, manteniendose en un pe
riodo de 14 h luz/10 h oscuridad. En el
dia 21,'° de gestation son decapitadas e
inmediatamente despues se extrae el hi-
gado, que sc introduce en suero fisio-
logico a 4 C.

Productos. La lactoperoxidasa fuc
obtenida de Calbiochem Laboratories;
la PRL humana y ovina proceden del
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National Institute of Health (N.I.H.)
(NIAMDD 4-PRL-1-6 humana y P-S-12
ovina; la hormona de crecimiento (GH)
humana del hormona luteinizante
(LH) y fohculo estimulante (FSH) del
N.I.H., lo mismo que la adrenocortico-
tropina (ACTH) humana; el glucag6n de
Laboratorio Novo y la insulina porcina
de Laboratorios Nordisk.

Marcaje de la hormona. Se realiza
mediante la tecnica de iodacion enzima-
tica con lactoperoxidasa (27) modifican-
do los tiempos de oxidation y la concen
tration de oxidante: se mezclan 25 jzl
de PRL (200 Mg/ml con CO3NH4 0,01 M)
con 25 pl de tampon fosfato 0,05 M,
pH 7, se aiiade 0,5 mCi de I125, 10 id de
lactoperoxidasa (1 mg/ml) y 10 /d de
H2O2 (5 pl de H2O2 al 30% en 75 ml
de H2O). Al cabo de 5 min se vuelve a
anadir 5 id de lactoperoxidasa y 5 id
de H2O2 y despues de otros 5 min, se
anade 1 ml de tampon Tris 0,025 M,
pH 7,6.

La purification se realiza mediante se
paration en gel de Sephadex G-100 (co-
lumna de 30 X 1 cm) eluyendo con el
mismo tampon y se recogen fracciones
de 1 ml en tubos conteniendo Tris al
que se le ha anadido BSA al 1 % (sero-
albumina bovina).

Extraction de receptores del tejido.
Se realiza una homogeneizacion del te
jido y dos posteriores purificaciones me
diante centrifugation segun tecnica de
Posner et al. (21). Para ello, primero se
limpia el hfgado de grasa perihepatica,
se pesa y, troceado, se introduce en una
solution de sucrosa 0,3 M (5 ml/g de
tejido).

Se homogeneiza con un Polytron PT-10
durante 1 min, y a continuation se pro
cede a una l.a centrifugaci6n que se rea
liza a 15.000 X g X 20 min (centrifuga
Sorvall RC-2, rotor SS-34); el precipita-
do se resuspende (2 g de tejido initial 
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por 1 ml de Tris 0,025 M pH 7,6) me-
diante un homogeneizador tipo Potter.

El sobrenadante se somete a una se-
gunda centrifugation a 100.000 X g X
X1 h (Ultracentrffuga Damon IEC/LB 60
rotor SH-110) y el nuevo precipitado se
resuspende por medio de un homogenei
zador Potter (1 ml del mismo tampon
por gramo de tejido). Se distribuye en
alfcuotas y se determina el contenido de
protefnas por el metodo de Lowry et al.
(18), utilizando como estandar BSA, dado
que la cantidad de receptores es directa-
mente proportional a la de protefnas.
Todo el proceso se realiza a 4°C.

Para eliminar la PRL que estaba unida
al receptor en el momento del sacrificio
del animal, se incuba el preparado de re
ceptores con Cl2Mg 5 M a 4°C, durante
1-2 h, tras las cuales se elimina el Cl2Mg,
lavando con Tris-BSA 0,1 ■% y centrifu-
gando a 16.000 rpm X 20 min, descar-
tando el sobrenadante. El precipitado se
resuspende en Tris-BSA 0,1 %, conser-
vando la concentraci6n initial.

RRA (radiorreceptor ensayo). Por du-
plicado se incuban 200 pl de tamp6n
Tris, 100 pl de receptores (100-250 pg
por 0,1 ml de protema) 100 pl de PRL
ovina o humana (h-PRL y o-PRL tienen
el mismo % union) marcada con I125
(60.000-100.000 cpm) y 100 pl de PRL
humana en cantidades variables que van
desde 0 a 1.000 ng/ml, para configurer
una curva estdndar.

La preparation, se deja durante 18-20 h
a temperature ambiente, se clava* con
3 ml de tamp6n a 4°C y se centrifuga a
3.000 X g durante 45 min, tras lo cual
se aspira el sobrenadante y se determina
la radiactividad del precipitado en un
contador gamma.

RAA (ensayo de absorcion a recepto
res). El porcentaje de union de PRL es-
tdndar «fria» (sin marcar con I*25) al re
ceptor se determina incubando por du-
plicado durante 18-20 h 300 pl de pre

parado de receptores con 300 pl de PRL
estandar. Las concentraciones que se uti-
lizan tanto de PRL como de receptores
se especificaran en cada experiment©. Se
centrifuga a 3.000 X g X 30 min, y en
el sobrenadante se halla la concentraci6n
de PRL existente, por medio de radio-
inmunoensayo (RIA), midiendose ,asf la
cuantfa de PRL que no se unio al recep
tor, y que denominamos «fraccion fibre*
o «PRL no unida*.

Resultados

Porcentaje de union PRL-receptor. Se
estudia el porcentaje de union de recep
tores de las fracciones de centrifugation
con 15.000 y 100.000 X g, antes y des
pues de disociar la PRL propia del te
jido (con Cl2Mg 5 M) que continua uni
da al receptor despues del proceso de
extraction. Se utilizan 500 Mg/0,1 ml del
preparado de receptores que se incuban,
por un lado con PRL estandar «frfa*
(50 ng/ml), y por otro con 87.000 cpm
de PRL-I125 (equivalente a 45 ng de PRL

Fig. 1. Diferencias en los porcenta/es de union
entre la utilization de hormona fria (50 ng/ml)

□ o marcada (97.000 cpm)
En la parte izquierda estan representados los co-
rrespondientes a los receptores (500 pg/0,1 ml).
do la fraccidn do 100.000 X y cn la derecha
los de la do 15.000 X g, dentro de cada uno de
ellos sc distingue entre pre- y post-disociacion

con CliMg 5 M.
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Fig. 3. Efecto de la disociacion con CltMg
sobre los porcentajes de union, pre-disocia-

cion  y post-disociacion EB.
En la parte izquierda estdn representados los
correspondientes a la PRL marcada (87.000
cpm) y en la derecha los de la PRL fria
(50 ng/ml) y dentro de cada uno de ellos los
valores que se encuentran en la fraccidn de

100.000 y de 15.000 X g.

Fig. 2. Diferentia entre los porcentajes de
union de los receptores (500 pg 10,1 ml) de la
fraction de 100.000 Xg W y la de 15.000

XgD.
En. la mitad izquicrda esttin representados los
correspondientes a la PRL-P3 (87.000 cpm) y
en la derecha los de la PRL fria (50 ng/ml)
y en cada uno de ellos se distingue pre- y

post-disociaci6n con ClsMg 5 M.

scguu actividad especifica del marcado).
El porcentaje de union de la PRL es
tandar «fria» a los receptores es mayor
(A medio 21,63 %) que el de la PRL-I125,
tanto si las incubaciones se realizan con
la fraccion de 15.000 X g como con la
de 100.000 X g, no influyendo tampoco
la incubacion previa del prcparado de
receptores (pro o post-disociacion) con
Cl.Mg (fig. 1).

La fraccion de 100.000 X g liga mas
(A medio 25,07 v/d) que la de 15.000X#,
solo si estos receptores han sufrido el
proceso prcvio de disociacion con Cl2Mg.
En las incubaciones que no se han so-
metido al proceso de disociacion, se ob-
serva que tanto la PRL <fria> como mar
cada se une algo menos a la fraccion de
100.000 X g ( v medio 3,91 %) que a
la de 15.000 X g (fig. 2). '

El proceso de disociacion con CLMg
aumenta el porcentaje de union (A me
dio 17,27%) en la fraccion de 100.000
X g y lo disminuye (v medio 11,71 %)
en la de 15.000 X g, tanto si se utiliza
PRL <fria> como PRL marcada (fig. 3).

Especijicidad de los receptores de PRL
y competencia con otras hormonas. Con
el fin de valorar el desplazamiento de
una curva estandar de PRL con diferen-
tes hormonas, se hace un RRA (PRL hu-
mana) y a diferentes replicados de la
curva estandar se le anade 100 pl de
las distintas hormonas: GH humana
(20 ng/ml) LH y ESH (41,67 ng/0,1 ml),
ACTH humana (10 ng/ml), insulina por-
cina (50 p.U/ml) y glucagon (20 ng/ml),
los rcsultados muestran que la GH es la
(mica hormona que desplaza la PRL uni-
da al receptor (fig. 4), indicando que es
tos receptores son especificos para hor
monas lactogenicas.

Tiempo de incubacion. Se realiza un
RAA en el que, por sextuplicado, se in-
cuban 47 ng/ml de h-PRL estandar con
receptores de la fraccion de 100.000 X g
post-disociacion, cuyas concentraciones
van desde 54 a 3.500 ^g/0,1 ml. El pri
mer duplicado sc centrifuga a las 16 h,
cl segundo a las 24 h, y el tercero a las
36 h, y se mide por RIA, la PRL exis-
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PRL3 5 12 25 50 lOOng/ml

Fig. 4. Especificidad de los receptores de PRL.
A cada punto de la curva est&ndar se anaden
100 p.1 de diferentes hormonas •— PRL-f-LH
y FSH, 4- ACTH, + insulina, + glucagdn
• — • PRL + GH. En abscisas se represen-
ta la cantidad de PRL en escala logaritmica y
en ordenadas el porcentaje del desplazamiento

de la uni6n en escala decimal.

Fig. 6. Influencia de la PRL y de los recepto-
res sobre los porcentajes de union.

Incubaciones realizadas a distintas concentra-
ciones de PRL y concentraciones crecientes de

receptores expresadas en escala logaritmica.

tente en el sobrenadante. De los resulta-
dos destaca que el tiempo de incubation
debe ser mayor de 16 h, pero no necesa-
riamente mayor de 24 h, transcurridas las
cuales el porcentaje de uni6n de PRL al
receptor no aumenta significativamente.
Asimismo se observa que persist© como

Recpt 54 108 216 435 875 1750 3500
Jjg/0.1ml

Fig. 5. Influencia del tiempo de Incubation
sobre el porcentaje de PRL —no— ligada al

receptor.
Despues de 16 horas • — •, 24 horas  — 
o 36 horas V ---V • En abscisas se representa
la conccntraci6n de receptores on escala loga

ritmica.

un 25 % de PRL sin unirse a los recepto
res, en cualquiera de las condiciones de
incubation, aunque se aumente su con
centration hasta valores tan altos como
3.500 jag por 0,1 ml (fig. 5).

Efectos por la variation de las concen
traciones de receptores y PRL sobre el
porcentaje de union. Se realiza un RAA,
en el que varias concentraciones de PRL
estandar (3,12, 6,25, 12,5, 25 y 50 ng
hPRL/ml) se incuban con distintas can-
tidades de receptores (fracci6n de
100.000 X g post-disotiacion). El por
centaje de uni6n de la PRL a los recep
tores aumenta con la concentration de
los mismos llegando a un equilibrio en-
tre 150-200 jag/0,1 ml de receptores
(fig. 6).

Los valores initiates. menores de 6 ng
por ml de PRL incubada no se detectan
bien, debido a la dilution que sufren y
a que la sensibilidad del RIA es de al-
rededor de 2 ng/ml en las curvas estan
dar propias de estos ensayos.

Capacidad de union a receptores de la
fraction de PRL que no se liga a los
mismos en una incubation previa. Se

Rev. esp. FIsIol., 42 (2), 1986.



166 B. P&REZ-VILLAMIL Y J. G. L(5pEZ DEL CAMPO

Fig. 7. Comparacion de los porcentajes de
union a receptores entre t.° y 2° incubacion.
1.* incubaci6n: 50 6 25 ng/ml de PRL (iz-
quierda) o de suero de gestante diluido 1/5
6 1/10 (derecha) y receptores (300 /xg/0,1 ml)
de la fraction de 100.000 X g post-disociacion.
2.* incubacidn: PRL de cada uno de los sobre-
nadantes de la l.“ incubacidn y 300 pg por
0,1 ml de receptores frescos de la fraccidn de

100.000 Xg post-disociacion.

realiza un RAA en el quese incuban
300 pg/0,1 ml de receptores (fraccidn de
100.000 X g post-disociacion) con 50 y
25 ng/ml do hPRL estandar o con dilu-
ciones 1/5 y 1/10 de un suero de mujer
gestante (PRL = 396 ng/ml), lo que
constituye la primera incubacion. Una
allcuota del sobrenadante resultante (con-
teniendo la PRL no unida) se vuelve a
incubar con 300 jxg/0,1 ml de receptores
(segunda incubacion) y se determina por
RLA la cantidad de PRL de los sobre-
nadantes de ambas incubaciones.

Cuando se incuba PRL estandar (figu-
ra 7, izquierda) el 57,64 % se une al re
ceptor durante la primera incubacion y el
resto, 42,36 %, queda en el sobrenadan
te. Sin embargo, en una segunda incuba
cion, es capaz de unirse a los receptores
el 58,35 %. En el caso de incubar PRL
de mujer gestante (fig. 7, dcrecha) ocurre
un hecho similar, siendo los porcentajes
mas bajos que en el caso anterior (38,5 %
en la primera y 49,6 % en la segunda
incubacion).

Discusion

La union de la PRL a su anticuerpo
especffico es maxima cuando se utiliza
PRL «fria». El hecho de introducir pe-
quenas modificaciones en la molecula de
PRL, como ocurre con el proceso de la
iodacion, hace disminuir esta uni6n, con-
servdndose gran parte de la capacidad in-
munologica (3). Cuando la iodacion se
realiza con lactoperoxidasa (27) se dana
menos la capacidad inmunologica que
cuando se hace con cloramina-T. En
cuanto a la actividad biologica de la PRL
(en este caso la union a sus receptores
especificos), tambien se ha comprobado
que resulta afectada en igual manera
(datos no expresados en este trabajo). De
este modo, el que los porcentajes de
union sean menores al utilizar PRL-I125
en lugar de PRL «fria> sugiere que exis-
te una «inactivacion biologica* de parte
de la PRL durante el proceso de la ioda
cion, aunque se utilice la tecnica de io
dacion enzimdtica antes referida. Se ob-
serva que la PRL se une a los precipita-
dos obtenidos por centrifugation a 15.000
y a 100.000 Xg, siendo mayor el porcen-
taje de uni6n la fraction de lOO.OOOXg
(microsomal), en lo que coinciden otros
autores (9, 21). Esto podrfa ser debido a
que los receptores estan asociados a
fragmentos de membrana plasm atica que
migran en el fraccionamiento gravitato-
rio, principalmente con los microsomas
(100.000 X g). Otros autores han estu-
diado la union de PRL a receptores uti-
lizando homogenados completes de diver-
sos tejidos, como genitales (2) e hfgado
(19) de rata, sin realizar fraccionamiento
posterior por centrifugaci6n.

El Cl2Mg produce una desaturaci6n de
los receptores ocupados por la hormona
(15). El porcentajc de uni6n de la PRL
a su receptor aumenta despu6s del pro
ceso de disociacidn con Cl2Mg cuando se
trata de la fraction de 100.000 X g, por
lo que se puede dedueir que parte de es-
tos receptores, extraidos en las condicio- 
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nes expuestas del hfgado de rata prenada,
teman cierta cuantia de PRL unida a ellos
antes de ser tratados con el Cl2Mg (fig. 1).
Paradojicamente no ocurre lo mismo en
la fraction de 15.000 X g, en la que el
proceso de disociacion disminuye el por-
centaje de union, lo cual demuestra que,
en esta fraction, no hay complejo PRL-
receptor especifico sobre el que poder ac-
tuar como en el caso anterior, debido
quizas a una mayor impureza o inespeci-
ficidad de la preparation. De ello se de
duce que para nuestro proposito, es me-
jor fraccionar el homogeneizado median-
te ultracentrifugacion para obtener unio
nes mas espetificas. Estas observations
complementan lo referido por Keenan
el al. (12) que relacionan la union de la
PRL a las distintas fractions de centri-
fugaci6n, con diferentes partes celulares,
y asocian la fraction de 15.000 X g con
la union a fracciones mitocondriales y
Golgi y la de 100.000 X g con union a
membranas plasmaticas y microsomas.

Los receptores de PRL han sido carac-
terizados en la membrana celular (26) e
intracelularmente en estructuras vacuola-
res (24). Tambien se ha puesto de mani-
fiesto, mediante tecnicas de autorradio-
grafia, y corroborado con tecnicas de in-
munohistoquimica (29) la existencia de
receptores de PRL en el aparato de Gol
gi (23), los cuales puede que esten pro-
ducidos dentro de la celula (1) o que de
riven en parte de la internalization de
receptores de membrana activados tras su
union a la PRL (7), que sufren una pos
terior degradaci6n en los lisosomas (4),
lo que implicaria el concepto de creci-
claje> de los receptores (6, 13).

Los resultados muestran que pese a uti-
lizarse la fraction microsomal disociada,
siempre queda una cuantia de PRL que
no se une al receptor, aunque se emplee
una concentracidn suficiente de los mis-
mos (300 jug/0,1 ml) e incluso se llegue
a los 3.500 ^g/0,1 ini de protefna de re
ceptor, alcanzdndose un equilibrio entre
PRL ligada/PRL sin ligar.

Rev. esp. FIsiol., 42 (2), 1986.

Esto no esta provocado por una degra
dation enzimdtica de la PRL o de los
receptores en la incubaci6n, ya que en
nuestros experimentos con inhibidores en-
zimaticos (benzamidina, cloroquina, fluo
ruro de fenilmetilsufonilo) se comprob6
que los porcentajes de union no variaban
y se seguia encontrando igual porcentaje
de PRL sin ligar (datos no publicados).
Tampoco se debe a una falta de especi-
ficidad de los receptores pues, del estudio
realizado con diferentes hormonas para
observar su influencia en el porcentaje de
union PRL-receptor, se deduce que esta
es nula o minima, y que la unica hormo-
na capaz de competir con la PRL por su
receptor es la GH, coincidiendo con
otros autores (21) y demostrando la es-
pecificidad de este preparado de recepto
res para las hormonas lactogenicas (22).
Esto explicaria que el porcentaje de
union de la PRL de suero de gestante sea
mas bajo, ya que este suero contiene lac-
togeno placentario, ademas de PRL, que
competiria por los mismos receptores dis-
minuyendo el numero de sitios habiles
para ligar PRL. Esta ampliamente des-
crita la heterogeneidad de la molecula
de PRL (8, 17) y se podria pensar, que
la existencia de una fraction de PRL
constantemente no ligada al receptor, fue-
se debida a la propia estructura de esta
portion de PRL, que presentara una for
ma molecular no reconocible por el
mismo. Por ello se reincuba esta fraction
de PRL con receptores y se observa que
se une a estos en proportion semejaute
a la de la PRL «totals, por lo que hay
que pensar que el equilibrio entre PRL
ligada/PRL sin ligar, no es debido a las
caracteristicas moleculares de la PRL, y
que existe algo en la preparation de mem
branas o en el proceso de union PRL-
receptor, que es el responsable de este
equilibrio.

Vander-Gugten (28) estudiando in
vitro la union de PRL a receptores ya
prcincubados con la misma hormona,
llega a la conclusion de que el proceso 
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de union PRL-receptor, en un porcentaje
bastante elevado (65 %), es irreversible.
Por todo lo anteriormente expuesto, se
puede pensar que existen dos tipos de re-
ceptores: unos con union irreversible que
tomarian la PRL y no la devolverfan al
medio una vez ligada, y otros con union
reversible que liberan la PRL con facili-
dad, y que serfan los responsables de las
proporciones que encontramos entre PRL
ligada/PRL sin ligar. Asimismo se po-
drfa formular la hipdtesis de que estos
dos tipos de receptores tambien pudieran
corresponderse con los receptores plas-
maticos y con los intemalizados, pudien-
do todo ello ser compatible con to dos los
hallazgos antes mencionados, y explicdn-
dose asf el fenomeno de la fraction
«PRL-no-unida al receptor*.
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Resumen

Se estudia la union de PRL, fria y marcada
con I13, a receptores especlficos obtenidos por
homogeneizacion y centrifugation diferencial a
15,000 y 100.000 Xg de higado de rata pre-
nada pre- y post-disociacion con CLMg 5 M.
Los porcentajes de union son mayores
(A 21,63%) cuando se utiliza hormona fria
que cuando se hace con PRL-I"; liga mas la
fraction de 100.000 Xg que la de 15,000 X g-
Post-disociacion, aumentan en la fraction de
100.000 X g (A 17,27%) y disminuyen en la
de 15.000 Xg ( 11,71 %), Las incubaciones
con rLH, rFSH, hACTH, insulina, glucagon
y hGH demuestran la especificidad de los re
ceptores para hormonas lactogenicas. El por
centaje de union aumenta con la concentra
tion de receptores y de PRL alcanzandose un
equilibrio entre PRL ligada/PRL sin ligar.
Siempre queda una cuantia de PRL que no se 

une al receptor, aunque exista una concentra-
ci6n suficiente de los mismos, e incluso se
llegue a concentraciones tan elevadas como de
3.500 /xg/0,1 ml. Preincubando esta PRL con
preparado fresco de receptores se observa que
es reconocida por los mismos en proporcidn
semejante a la de la primera vez, de lo que
podria deducirse la existencia de una hetero-
geneidad de los receptores del preparado.

Bibliografia

1. Amit, T., Barkey, R. J., Gavish, M. y
, Youdin, M. B. H.: Endocrinology, 114,

545-552, 1984.
2. Barkey, R. J., Shani, J., Amit, T. y Bar-

zilai, D.: J. Endocr., 74, 163-173, 1977.
3. Barkey, R. J., Shani, J., Goldhaber, G. y

Barzilai, D.: Mol. Cell Endocr., 23, 105-
113, 1981.

4. Conconi, M. V. y Walker, A. M.: Endo
crinology, 114, 725-734, 1984.

5. • Costlow, M. E. y McGuire, W. L.: Endo
crinology, 75, 221-226, 1977.

6. Djiane, J., Houdebine, L. M. y Kelly,
P. A.: Endocrinology, 110, 791-795, 1982.

7. Dusanter-Fourt, L, Djiane, J., Kelly, P. A.,
Houdebine, L. M. y Teyssot, B.: Endo
crinology, 114, 1021-1027, 1984.

8. Gamier, P. E., Aubert, M. L., Kaplan,
S. L. y Grumbach, M. M.: J. Clin. Endo
crinol. Metab., 47, 1273-1281, 1978.

9. Herington, A. C., Veith, N. y Burger,
H. G.: Biochem. J., 158, 61-69, 1976.

10. Herington, A. C. y Veith, N. M.: J. En
docr., 74, 323-334, 1977.

11. Hughes, J. P., Elsholtz, H. P. y Friesen,
H. G.: Endocrinology, 111, 702-704, 1982.

12. Keenan, E. J., Kemp, E. D., Ramsey,
E. E., Garrison, L. B., Pearse, H. D. y
Hodges, C. V.: J. Urol., 122, 43-46, 1979.

13. Keenan, E. J., Kase, P. A. y Thomas,
J. A.: Endocrinology, 109, 170-175, 1981.

14. Kelly, P. A., Posner, B. L, Tsushima, T.
Friesen, H. G.: Endocrinology, 95, 532-
539, 1974.

15. Kelly, P. A,, Leblanc, G. y Djiane, J.:
Endocrinology, 104, 1631-1638, 1979.

16. Lopez del Campo, J. G. y Friesen, H. G.:
Endocrinologia, 29, 48-49, 1982.

17. Lopez del Campo, J. G. y Robyn, C.:
«Tntcrnational Congress of Endocrinol-

Rev esp Fisiol , 42 (2), 1986



valoraci6n de la uni6n PRL-receptor 169

ogy», Hamburgo, 1976, Abstract Book.
Abs. 327, p&g. 134.

18. Lowry, O. H., Rosebrough, N. J., Farr,
I. L. y Randall, R. J.: J. Biol. Chem., 193,
265-275, 1951.

19. Maes, M., De Hertogh, R., Watrin-Gran-
ger, P., y Ketelslegers, J. M.: Endocrinol
ogy, 113, 1325-1332, 1983.

20. Manni, A., Chambers, M. J. y Pearson,
O. H.: Endocrinology, 103, 2168-2171,
1978.

21. Posner, B. I., Kelly, P. A., Shiu, P. C. y
Friesen, H. G.: Endocrinology, 95, 521-
531, 1974.

22. Posner, B. I.: Can. J. Physiol. Pharma
col., 53, 689-703, 1975.

23. Posner, B. I., Bergeron, J. J. M., Josefs-
berg, Z., Khan, M. N., Khan, R. J., Patel,
B. A., Sikstrom, R. A. y Verman, A. K.:

Recent Prog. Harm. Res.. 37, 539-582,
1981.

24. Posner, B. I. y Khan, M. N.: En «Pro-
lactin and Prolactinomas® (Tolis, G., Ste-
fanis, C., Mountokalakis, T. y Labrie, F.,
eds.), Raven Press, Nueva York, 1983,
pp. 9-18.

25. Ranke, M. B., Stanley, Ch. A., Tenore, A.,
Rodbard, D., Bongiovanni, A. M. y Parks,
J. S.: Endocrinology, 99, 1033-1045, 1976.

26. Silverstein, A. M. y Richards, J. F.: Bio-
chem. J., 178, 743-751, 1979.

27. Thorell, J. I. y Johansson, D. G.: Bio
chim. Biophys. Acta, 251, 363-369, 1971.

28. Vander-Gugten, A. A., Waters, M. J.,
Murthy, G. S. y Friesen, H. G.: Endo
crinology, 106, 402-411, 1980.

29. Witorsch, R. J.: J. Histochem. cytochem.,
26, 565-580, 1978.

Rev. esp. Fisiol., 42 (2), 1986.




