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INTRODUCCION

Sow

L 1.- REPRODUCCION

Entre las actividades necesarias que realizan los organismos para ly vida
(mantenimiento y desarrollo como individuos), quizd fa mds relevante para su
sobrevivencia como especie sea la reproduccion; Ia cual, lejos de ser un proceso aislado,
es ¢l resultado de un conjunto de complejas funciones que interaccionan entre si con el
fin de generar nuevos individuos a partir de organismos preexistentes. Por consiguiente,
el lugar preponderante que ocupa la reproduccion en la naturaleza, se debe a que en esta
funcion convergen los mecanismos mediante los cuales los cambios genéticos tales como
las mutaciones, la recombinacion, la duplicacion y muchos atras, pasan de um
generacion a otra (expuestas a la Seleccion Natural y al éxito adaptativa) penmitiendo la
permanencia de las caracteristicas de individuos y de especies y, generando en conjunto

la diversificacion de los seres vivos y la evolucion de los organismos

Existe una polémica en cuanto a la clasificacion de los tipos de reproduceion
presentes en los diversos organismos. No obstante, ¢s posible marcar una primera
diferencia basada en la presencia o ausencia de meiosis. Mediante esta caracteristica, los
seres vivos se dividen en organismos con reproduccion sexual y organisinos con
reproduccion asexual. Para realizar una clasificacion mas precisa, es necesario emplear
una segunda caracterislica: la formacidn o no de gametos. Asi, considerando ambas,

existen basicamente 4 tipos de reproduccion (3):



1. Asexual, enla cual, no se forma ningln gameto v no hay meiosis
2 Amciotico partenogenético, s¢ forma | gameto y no hay meiosis.
3. Meiotico partenogenético, se forma [ gameto y se presenta meiosis

4. Sexual, se forman 2 ganetos y sc presenta mciosis.

Desde el punto de vista evolutivo, es posible observar que la repraduccion sexual
st origina muy tempranamente en a escala filogenética, a partir de formas complejas de
reproduccion asexual, y que ha sufiido una serie de cambias evolutivos para dar lugar
finalmente a las formas que se encuentran actualmente en los vertebrados La
especializacion de la fecundacion, los factores y condiciones que aumentaron la
supervivencia del embrion y el desarralle de fos mecanismos de cuidado y alimentacion
de las crias, han constituido las ejes principales de la evolucion reproductiva en este
grupo zoaolagico, en el cual, el desarrotlo de fos mamiferos ha sido muy diterente como
consecuencia de las adaptaciones que han presentado. De maners similar @ sus
antecesores (los repliles), los mamiteros ancestrales  debieron  poseer  huevos
principatmente telolécitos que en algin moimento de su evolucion fireron retenidos en la
cavidud corporal, iniciandose asi el establecimiento de una relacion embridn-madre mas
estrecha. En dicha relacion, el embrion empezo a recihir de la madre  sustancias
nutritivas necesarias para su desarroll, y ello hizo inatil ¢ vitelo del huevo, y dio lugar a
uni reduccion progresiva del mismo hasta provocar su desaparicion. Este proceso, ltevo

finalmente a la formacion de organismos viviparos.

Durante su desarrotlo, los mamiferos presentan una serie de cambivs fisiologicos,
marfologicos y conductuales que les permiten vivir en equilibrio con el medio ambiente,
Estos cambios se manifiestan durante los ciclos reproductores, que comprenden los
ciclos gonadales y el embarazo y In lactancia. Todos los animales de esta especie pueden
clasificarse como reproductores continos o estacionales segiin el ciclo sexual que

presenten, y en ambos casos, se presenta un periodo (pubeitad) a partir del cual, se



manifiestan nna serie de cambios morfoldgicos, fisiologicos y del desarrolio, asociados «
fa waduracion de los organas genitales y al desarrollo de las caracteristicas sexuales
secundarias, gue dun como resultado la capacidad de reproducirse sexualmente. Lin los
mamiferas, s distinguen dos patrones de wctividad sexual ciclica, ¢l ciclo menstmal y ol

ciclo estral que presentan caracteristicas morloluncionales diferentes.

LL1) La existencin de un ciclo menstrual caracledza el patron de actividad
reproductiva que se observa en los primates y los diferenca del resto de los mamiteros,
este ciclo, se denomina de esta forma debido a que las arterias que se encuentran
dispueslas en forma espiral en ¢l endometrio uterino de las hembras primates, quedan
expuestas hacia la cavidad utering, cuando se produce un adelgazamiento de fa mucosa y
el desprendimiento del endometrio (por falta de progesterona), provocando un sangrado
llamsdo menstruacidn. En estos organismos, los ciclos sexuales s repiten sin
interrupcion durante todo el aito y la receptividad sexual se presenti a lo largo de todo of
ciclo; la fertilidad de las hembras sin embargo, no es permanente, ya que ésta se pierde a
partir del dltinto c¢iclo menstrual; desde éste momento, 1a hembra permanece en un
perioda de infertilidad al que se le denomina menopausia. El ciclo menstrual, se divide en
3 fases: folicular, ovulatoria y lutea. Durante la fase folicular, se preseman algunos
eventos secuenciales et el hucva (divisian, crecimiento, etc.) que aseguraa el nimero
suficiente de células foliculares (formicion de la capa granulosa, cunlns oophorus y
células tecales) necesarias para la ovulacion, la estimulacion de la division de las foficulos
y la produccion de cstrogenos por las células de la capa granulosa del huevo, es
ocasionada por la accion de la Hnrmona Foliculo Estimulante (FSH); la 1lonmona
Luteinizante (LH) estimula en esta fase, la produccion de pequedas cantidades de
progesterna par esta misma capa celular. Ademas de estos cambios que ocurren en el
desarrollo folicular, se presentan cambios en ¢l epitelio glandular del tejido endometrial,
¢l cual se observa sencillo, con pocas ramificaciones y con poca actividad glandular. En

la fase ovulatoria, la L (que presenta el mayor pico de secrecion de todo ol ciclo),



estimula a comtinuacion de la meiosis del oocito, la lutcinizacion de fas células
granulosas (hipertrofia celular) y la sintesis de progesterona; esta Gltima, estimula Iy
actividad de las enzimas encargadas de Ia digestion y ruptura de la pared folicular y par
consiguiente 1a liberacian det ovulo Después de I suptura folicutar y ta liberacion del
ovulo, sc presenta ta dltima fase del ciclo (fase latea) que se catacteriza por un
incremento en el tamafto de las células de la capa granulosa y su posterior
vascularizacion, canbios que dan origen al cuerpo liteo.  Esta fase, esta dominada por fa
secrecion de progesterona (producida por ¢l ripido desarralio del cuerpo lateo) yue
actua sobre el ttero, aumentando visiblemente el grosor del endometrio en cf cual, las
celulas del epitelio glandular crecen ripidaniente tanto en longitud conto en didmetro, se
ramifican y alcanzan una gran complejidnd. Al llegar a esta [ase, las condiciones para la
fecundacion y la implantacién del oocito son idoneas, sin embargo, si la hembra no ha
sido fecundada, se produce la menstruacion o sangrado, con lo que se reinicia ¢l ciclo

menstrual (Fig. 1) (24 y 44)
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Fig. 1.+ Ciclo menstrual de primate La coordimacion de los ciclos ovirico (B) y mtenmo (1)), es
controliadit por Jus hormomas de la hipolisis (A) v los ovarios (). Durante b fase toliculas, o} huevo
madura con el foliculo ¥ el dtero esta preparado para recibir al embnon. El hoevo smaduro es
liberado cerea del dia 1. Si no existe Ja anplantacton ded embrion, 13 pared del Gteio se desprende
(lomada de Gilbert SF. (1991 Developmentsl Biology Simaner Associates, nc. Publishers. 891
)

1.1.2) El resto de los mamiferos pueden clasificarse como reproductores estacionales
Este gran grupo se divide en dos subgrupos, aquellos organismos en los que como ¢l
perro, ¢l gato y otros, la ovulacion sucede de una manera refleja (como resultado de la
estimulacion vaginal); y aquellos en los que como los roedores, fa ovulacion sucede de
una manera espontnea (asociados a las condiciones ambientales de luz). liste ultimo
subgrupo, presenta un ciclo estral, que se define como el tiempo transcurrido entre el
comienzo de un periodo de reproduccion y el siguiente (44). Ln estos individuos, la

receptividad sexual no se presenta a lo largo de todo el ciclo, sino yue existe un periodo



de baja receptividad o anestro dusante ¢} cual dicha actividad disminuye - Ademas, a
diferencia de los arganismios que presentan  menstnuacion. e Jos reproductores
estacipnales no ocurre ¢l desprendinvento del endametrio uterino o menstruacion. 1
ciclo estral esta dividido cn 4 fases: pracstro, estro, metaestro v diestro, las cuales. en
conjunta son el resultado de una serie de eventos nenroendncrinos que se manifiestin
tanta en las avarios, como en la vagina y ¢l Gtero; estos cambios permiten realizar ¢l
reconocimiento (por medio de un fiotis vaginal) de cada una de las etapas del ciclo

(Tabla 1) de una mancra sencilla

El diestro es 1a fase del ciclo durante la cual la progesterona gjerce una inflirencia
dominante cn los drganns accesorios y la scerecion de estrogenos, es el resultado de la
iteraccion entre Jas hormonas gonadutropicas y ¢ desarolo del foliculo. En el
proestro, la actividad secretora del cucipo luteo declina y los drganos reproductores se
encuentran bajo 1a influencia de los foliculos y de las hormonas gonadales; debido al
incremento de la secrecion de estrogenos {gue comienza en el diestra), se presenta uni
acurnulacion de fluidos en el Utero y un aumento en la LH, que ocasions la ovulacion y
¢l inicio de la formacidn del cuerpo luteo. El estro esta definido conductualmente como
la fase del ciclo durante la cual la hembra es receptiva al coito; en esla fase, se presenta
un crecimiento rapido y cornificacidn (queratinizacion célular) del epitelio vaginal
estimulado por estrogenos, El metaestro, es un estado de transicion corto posterior a la
ovafacion en ¢f cual, los niveles circuluntes de esirogenas son bajos, y por ende sus
efectos declinan, y la secrecion de pragesterana comienza a incrementarse. Finalmente,
se designa con el nombie de anestro a un periodo de tiempo variable en el cual los
organos reproductores se¢ encuentran inactivos o con un grade de actividad muy bajo. El
anestro puede persistir cuando la secrecian de estrigenos y progesteiona ovaricos san
muy bajos y la hembra permanece cn un periodo de infentilidad permanente; este estardo
es similar al de la menopausia presentada por los reproductores cuntinuos o primates

(Fig 2) (7, 24 y 44).
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Fase delciclo estral Cambios en los ovasios Lipos de células en los frotis
vaginales
Diestro Ripido crecimienta folicular leucocilos v células  egiteliales
nucleadas

Proestro Formacion de Cuerpos hieas Células cpiteliales nucleadas

T Istro Ovulacién v Copulacion " [Comificadss ]|
Metaestro Cuerpos lutcos formados Carmificadas y leucocitas )

Comicnzo de diestro | Caerpos liteos fancionales | Desaparecen tas cétutas
o anesho durante 12 primera parte cornificadas

Tabla 1 - Cambios en los ovarios ¢ hustotogin vaginal durante of ciclo estral en ralas.

En ambos ciclos, el proceso de reproduccion y el desarrollo en general, comienza
con la formacion de los gametos (gametogenesis). Estas células que se originan en ¢l
epitelio germinal y que se diferencian en 2 tipos haploides (espermatozoide y ovulo,
dependiendo del sexo del organismn), tienen camo destine final la fecundacion y la
formacion de un nuevo organismo. La union de los gametos (masculino y femenino) da
inicio a la fecundacion que termina, con la fusion de los proniicicos de dichas células
(anfimixis), dando como resultado la formacion de un huevo o cigolo. Bl cigoto, sulre
uns serie de divisiones mitoticas (segmentacion) que forman la blastula que
posteriormenic se implanta en ¢f endometrio uterino. Una vez concluido este proceso, se
establece una fase tediante la cual 1as principales ircas que dardn origen a los diferentes
organos del individuo, suffen una reorganizacion caracterizada por su desplazamiento y
lo formacion de tres hojas germinales: endodermo, mesnderma y ectodernto
(gastrulacion). Una vez terminada la gastrulacion, el cmbrion posce los esbozos
primarios de los drganos que posteriormente, a través de movimientos morfogenéticos
quedarén separados y fortwardn los csbozos secundarios (organogénesis) de los organas,

representando ésta la ltima fhse en la formacion del nuevo individuo.



L 2.- CONTROL NEUROENDOCRINO DE LA REPRODUCCION

En la naturaleza existe una estrecha relacion entre los factores ambientales (como
pueden ser: ta duracion del dia, fa disponibilidad de alimento, 1a temperatura y otros) y
los seres vivos. Esta relacion se observa claramente en el efecto determinante que as
variaciones estacionales ejercen sobre los procesus reproductivos como son los periodos
de apareamiento, celo, anestro, migracion, cte. y que se ven afectados de manera
diferente en cada especie. En los invertebrados segmentados y los vertebrados esta
relacion se encuentra regulada por ef sistema nervioso central, quien vincula ¢l medio
externo con ¢l ambiente interno (metabolisino, condiciones hormonales, ete.). Dentro del
organismo, esta comunicacion se realiza mediante la participacion de tres tipos celulares;
a) células nerviosas o neuronas, que se encuentran involucradas en la recepeion,
integracion, conduccion y transmision sindptica  de mensajes, y que, liberan
neurotransmisores que se difunden solo a corta distancia a través de la sinapsis (tniones
entre neuronas), b) células neuroenddcrinas, k]uc ademas de las caracterfsticas de las
células neuronales, tienen propiedades de células endocrinas y convierten el impulso
neural en una respuesta endocrina (sintesis y secrecién de hormonas), y c) células
enddcrinas, que sintetizan y secretan hormonas (mensajeros quinicos de naturaleza
peptidica), Jos cuales son trasportados por medio de la circulacion sanguinea a los
diferentes Grganos (§6). En general. los mecanismos neuroendocrinos desempefian un
papel fundamental cn la regulacion de las funciones corporales repradictoras,
metabolicas y conductuales, fas estructuras que Hevan a cabo estas funciones son entre

otras, ¢l hipotalamo, la hipofisis, fa glandula pincal y la médula suprarrenat (Fig. 3).
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Fig 3- Ubicacion de Ju hipdfists en ¢l cercbro de rato. (Tatnada de Veket R, ot al. (1990

Fisiologin miimal: mecanismos y adaptaciones. B4, Interamericana. Esp. 320 pp.)

La principal glandula enddcrina que repula las funciones reproductivas y que se
halla en intima relacion con e} hipotalamo es la glindula hipofisiaria o hipofisis. De
acuerdo con su origen embrionario la hipdfisis se divide en dos partes, fa adenohipofisis

o hipotisis antedor (Al) y la neurohipdfisis o hipofisis posterior (NH).

La porcion anterior de la hipofisis, se desarrolia a partir de la invaginacion de fas
células del ectodermo del techo de Ja cavidad oral del embrion (bolsa de Rathke). fista
bolsa posteriormente se cierra y se separa de la cavidad oral por el hveso esfenoideo def
craneo. El lumen de la bolsa se reduce entonces a una pequeia abertura. La porcién
ncural posterior o ncurohipofisis de la glindula, se desarsolfa a partir de una cvaginacion
de! cctodermo del piso de! tercer ventriculv en ef cerebro. EI lumen superior permanece
formando una depresion en ¢l tercer ventriculo del adulto. La porcion superior de esta
bolsa neural se expande para cubrir Ia poreion inlerior del hipotalamo, formando la
eminencia media (Fig. 4). La glandula hipofisis completa se encuentra alojada en una
cuency del weso esfenoidal denominada sifla turca. Un pliegue de la duramadre, amado

diafragma, se extiende a través de fa silla turca y separa a Ja hipofisis del cercbro. Sin
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embargo, ha bolsa neural penetra of diatragma, manteniendo su continvidad con el

cerebro a través del tallo hipofisiario o praceso infundibular (53).

Torase

vestiiculs
/ Rl _

’,rh( L 1t
Fort it me 0
Py ety

ta) U]

Fig. 4.- Diagrama que anesiga los estados (a-e) del d lo de la glinduka kipolisis o partic del
tejido nervioso (, dando hugnr s s newohipdfisis) y tejido epitelind (3 bolsa de Rathke Tonma In
udenohipdlisis, pars distalis , pars interedin |y pars wheralis ) (Tomuda de Wallis M.,
Howelt S.1. y Taylo K.W. 1985 The biochemesuy of the polypeplide honmones)

Debido a su funcion, el suministro de sangre a esta ghindula es particularmente
importante. E! tejido neural es irrigado por la arteria hipofisiaria que presenta dos
ramificaciones: la porcién correspondiente al proceso  infundibular se irriga
principalmente de la arteria hipofisiaria inferior, y ¢l tejido neural superior de la bolsa y
de la eminencia media estan irrigados ampliamente por la arterin hipofisiaria superior. L}
plexo capilar de esta arteria drena hacia el seno dural por la vena eferente. Los vasos

poniales de la arteria hipofisiaria forman un grupo de largas venas, que tlevan la sangre
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hacia la parte inferior de la adenchipofisis. Fste plexo capilar que suministra de sangre a

las células del sistema endocrino, drena de igual forma al seno dural (Fig. 5)
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Fig, 3.~ Diagraaa de os vasos sanguincos y las uniones nerviosas del lupotdlamo vl upotisis.
(Tomada Fckent R, et al. (1990) Fisiologia animal: mecanismos v adaptaciones 1

fiteramericana, Esp. 320 pp.)

En el hipotalamo existe un grupo de neuronas magnocelulares (denominadas asi
por su tamadia) de donde derivan los axones que companen ¢l 42% del volumen total de
la N1, dichas neuronas se encuentran agrupadas en dos nacleos, el paraventriculur y el
supraoptico del hipotdlamo. Estas células sintetizan, entre ofras, 2 hormanas peplidicas.,

la axitocina (OX) y la hormana antidiurética (ADH). Las cuales son transportadas en
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forma granular por los axones hasta ¢l lobulo posterior de fa hipofisis, donde se
abmitcenan en fas terminales axonicas. La estimulacion eléctrica o quimica de los cuerpos
celulares y ta depofarizacion de sus terminales nzrviosas, da higar a que el contenido de
los granulos se fibere por exocitosis y sea vertido a fa circulacion peritérica via el plexo
capilar de la arteria hipofisiaria infevior (4). Ademas de sintetizar éstas hormonas, en cf
hipotalamu existen neuronas que producen hormonas /o factores liberadores ¢
inhibidores de la secrecion hormonal hipofisiaria os cuales, viajan por los axones hasta
la cminencia media, en donde son almacenadns en granutos neuroscerctores. Estos
granulos son descargados posteriormente a una estimulacion de las eélulas hipotalimicas
y transportados por ¢l plexo capilar portal de la arteria hipofisiaria superior (sistema
portal hipatalamo-hipofisiario) hasta las células blanco ¢n fa adenohipofisis las cuales
reaccioman incrementando o disminuyendo la sintesis y/io fa seerecion  hormanal.
Finalmente, las hormanas fiberadas de ta adenohipofisis entran a la circulacion perifériea
via el plexo capilar de la arterin hipofisiaria inferior (53). Lsta relacion vascular
hipotalamo-hipofisis, permite la secrecinn hipofisiaria de las hormonas que, a su vez, irin
a regualar la sercercion de las hormonas que determinan fas funciones tiroideas, adrenales,

reproductoras, de crecimiento somitico, lactancia y del metabolismo hidrico (Fig. 6).
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En los mamiferos, la parte anterior de la hipofisis se encuentra dividida
uiorfolagicanente en (res regiones: pars distaliy . en donde se encuentra la mayor parte
del tejido secretor; pars tuberalis, que se desarrolla alrededor del pedineula hipofisiario
y. pars mtermedia, que en algunos casos se encuentra parcialmente fusionada a In
neurohipofisis (Fig. 7). Utilizando diferentes métados citoguimicos, se han distinguido en
Ia adenohipofisis cerca de 6 tipos celulares v, Ja presencia de por lo menos 10 péptidos y

proteinas con actividad hormonal

Por sus relaciones estructurales, las semejanzas en sus actividades biologicas y
por presentar un prabable origen evolutivo coniin, estas hormonas se agrupan de manera

natural en 4 familias que son:

a) Las hormonas neurohipofisiarias: oxitocing (OX) y vasopresing v hormona
amtidilurética (ADH o VP),

b) Las corticotropinas  polipeptidicas: Hormona  Adrenocorticotropica  (ACTH),
Melanotropina (Hormona Estimulante (.ic Melanocitos, MSH), Lipotropinas (LPH) y las
endorfinas; ‘

¢) Las proteinas hormomles somatotropicas: Hormoma del Crecimiento (GH) vy
Prolactina (PRL), y

d) Las glicoproteinas: Hormona Estimulante de Tiroides (VS11), Hovmona Lutemizante
(1.H) y Hormona Folicula-Estitulante (FSH)

(63) (Fig. 7 y Tabla 2)
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Nombre de l1a | Abre- | Naturale- | Pobla- Estimulacidon Inhkibicidon * Acciones Principales Acciones
hormona |viatura za cién por por mediadas
Quimica |celular ! por
I . !
LOBULO
POSTERJOR
QOxitocina [9).4 pc'p_tido succidn via colinérgica, noradrenahn | Estimuia la cvaccacien lactea por med:o de Ja coniracsion
{9 residuos) noradrendrgica v parto suprarenal de las celulas mioepitchales del alveolo de ia glanduls
i mamana v estirula la contraccién utenna
Vasopresina u VP peptido bio de landad, 2 lamina Aumenta la presion sanguines  ¢jerce uma funcion
Hormona ADH (9 residuos) cambio en el didmeto de antidiuwrética
Antidiurética vasos sanguineos,
incremento de Na enci ‘
i tiquido cerebro espinal
LOBULO
ANTERIOR
Melarotropina | MSH peptido | Qcasiona  oscurecimiento en la prel especialmentc en
(13-22 anfibios, incrementando la sintesis de melaminz en los
sesiduosi lanoforos v melanocs?
Corticotropina | ACTH | polipéptido 2006 | ADH. agomistas a ACTH, opioides | adenlalo ciclasa | Se libera circadicamente v reguls ] crenimiento v secracion
{13 residues} adrenergicos, antagonisias y encefalinzs de la corteza adrenal.
i adrendrgicos, scrotonina
1 4cido v aminobutinco !
(GABA1
Somatolropina GH proteina 40-50% | GHRH (factor liberdor de HIGH {factor somatomedina | Estimula ¢} crecimiento v desarralle somatizo postnalal,
STI GH). hormona tiroidea, nhibider de prescria una accion sobre el mewbolismo de protsinas
cortisol, dopamina, GH} casbehidraios v grasas
sCTOlORINg, Bgonistas a
adrenérgicos, GAEBA v .
encefalinzs 1
Prolactina PRL proteina | 10-25% | estrogenos, TRH (factor ;  dopamina. Ca-, fosfata de | Presenta acciones relacienadas con la reproducston, onmo
i liberador de TSH, agonistas snositol 1a actividad lactogénica; efectos en &] metabelismo hiptdico,
i antagonistas de dopaminz, | dopaminergicas, acciones sobre las estructuras ectodermecas, efectos sobre
| opioides, serotonina, PRL, GABA el sisterna inmunolagico, efectos sobre ¢l crecimicnio ¥
' a metil dopa vy VIP norepinefrina desarrollo v acciones relacionadas con el control hidrico
Tirotropina TSH | glicopreteina | 3-5%  TRH Dopamina cANMP Regula ¢! crecimiente + metabolismo de 1z glanduls
i2 1 Somalosiaiina tircidea
subunidades) T3+ 74
Folitropina FSH glicopreicina | 10-15% |amagonistas  cpiaides 3 dopamina s ad ciclasa | Regulan el creaumiento v maduracién puberal, pro<esas
Lutropina | LH 2 LHRH {factor liberadar de endorfinas vSAMTP repraductives v la sccrecién de hormenss  sexualss
| subunidades) Li{ v FSH) esternideas.

* El porcentaje de las células se indica 2 partir del 1otal de 1a poblacién celular de la glandula hipofisiania de un humano adulto . (54 v 63)
Este porcentaje varia de acuerdo al estado fisiolégico (edad. sexo. eic).

Tabla 2.- Se mucstran las hormonas secretadas por la hipafisis, los factores gue regulan su scerecién v sus pnncipales efectos
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factores ¥ honmonus gue son fiberados cn cada ung de ellus . Clonuda de Eokent R et al. (1990)

Fisinlogly antnal: mecanismos y sdapitaciones, 1d. tterunericans. Bsp. 320 pp.)

Dentro de toda esta gran variedad hormonal, la prolactina es una de las hormoras
que han tenido un papel muy importante en la evolucion fisiologica de los vertebrados,
presentando en todos estos organismus una gran heterogeneidad funcional fisiologica,

(ue le confiere a su estudio un gran importancia.



L 3.- EVOLUCION DE LA PROLACTINA

Dentro de Ia familia de las hormonas somatotropicas, se encuentran como se
menciond anteriormente la GH y la PRI, cuyas moléeulas presentan aproximadamente
un 25% de homologia (63), y en la mayoria de los anunodcidos en yue difieren. se
reflejan remplazamientos conservativos. De acuerdo con esto, una de las teorias
evblutivas mas aceptada para explicar el surgimiento de la prolacting, plantea que en
algun antecesor de los vertebrados o muy tempranamente en ¢stos, probablemente en el
Paleozoico (4 x 10* ailos). se produjo la separacion entre estas dos hormonas a partir de
una duplicacion genética; tiempo mis tarde, una segunda duplicacion a partir de la GH
debid dar lugar a la Hormona Placentaria ife primate (P1) (Fig. 8). La tasa evolutiva que
presentan estas hormonas es muy baja, por fo que ticnen un importante grado de

conservacion (64).
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Iige, 8,- Atbol evolutiva de I famitin de Ja hormon de crecimicnta v profactiin Las cspecics eslin
udicadas por tas letras peducilas: I, hugano, o, ovino, b, bavinu: p. cerdon ¢, sl ¢, equinu, w,
ballena. GTE, hormonn de crecimicnto, PRI, prolacting, Pl, hurmonas lactogénica placenlaria.
indicn lu duplicacion gégica, indict una divergencin especitien sin duphicacion. (Tomuda de

Wallis M., Howeld S.1.. y Tuylor KW, 1985 The biochemestry of the polypeptide bormones)



La PRL presenta una gran diversidad de acciones fisiologicas, v esta
heterogenetdad funcional sugiere que la hormona ha jugado un papel importante en la
diversificacion fisiologica de los vertebrados durante su evolucion. En general, si nos
referimos a la historia evolutiva du as funciones gue presenta, podemos comenzar con la
accion temprana que tiene la PRI, sabre el control de la homeostasis electrolitica, la cual
es persistente en los vertebrados acudticos. Asi, en anfibios, se conocen sus aeciones
sobre el crecimiento y desarrollo, asi como sus efectos metabolicos y de las funciones
osniorreguladoras, mientras que, en los mamiferos, la PRL ejerce acciones sobre e
crecimiento de organos especilicns asociados o no a la funcion reproductora, ademas de
estar tirertemente ligada al proceso fisiologico de fa produccion lictea (23 y 47). Todas
estas acciones de la PRL en vertebrados sugicren que la onogenia de la hormona

recapitula {a filogenia de fas funciones de la PRI, en estos grupos (47)

- Finalmente a pesar de {a gran homologia existentc entre las PRLs de diferentes
especies, se ha demaostrado Ia presencia de procesamientos enzimaticos y modificaciones
postraduceionales que le conficren a la hormona la pusibilidad de generar variaciones
importantes en sus actividades biologicas, dependiendo del cambio ocurrido por dichios
pracesos. El o los significados fisiologicos que puedan tener estos cambios aln no estan
del tado claros, pero su existencia si presenta fuertes implicacianes sobre la evolucion
molecular y fisiologica de esta proteinay para explicar la multiplicidad de sus acciones en

las diversas especies.
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I 4- CARACTERISTICAS MOLECULARES DE LA PROLACTINA

El descubrimiento del efecto de ta PRL sobre la glindula mamaria se llevo a cabo
en 1928 por Stricker y Goueter, cuando se demostrd que la inyeccion intraductal de un
extracto acuoso de adenohipofisis era capaz de estimular Ta sintesis de la deche en la
glandula mamaria de conejas pseudoembarazadas (46). Posteriormente esta respuesta sc
observo en perros, cerdos y vacas. El compuesto responsable de dichos efectos fae
aislado en 1933 por Riddle, Bates v Dykshorn guienes le asignaron a la hormona el

nombre de prolacting,

Los genes de la familia hormonal a ta que pertenece esta hormona han sido bien
caracterizados y se ha descrito que todas ellos presentan 5 exones de una longitud
relativamente constante. La PRL de [a rata estd Tonmada por un solo polipeptido de 199
aminodcidos y su purificacion resulta dificil de realizar, dado que presenta una gran
simitited en peso molecular con la GH quien esta campuesta de 191 aminoacidus. La
caracteristica estructural que distingue a la PRL de la Gil es la presencia en la pritmera de
un puente disulfuro en el extremo amino terminal. Sin embargo esta caracteristica no es

esencialmente responsable de las acciones especificas de la hormona (48)

La PRL tiene 3 puentes internos de disulfuro que forman tres asas (a excepeion
de [a PRL de caballo y de los teledsteos que presentan 2). fa ruptura de los cuates
provoca la pérdida completa de su bivactividad. En [d rata, estos puentes o enlaces, se
encuentean entre los residuos 4 y 9 formando of asa amino tepminal, entre los
aminoacidos 56 y 172 formando el asa central y entre Jos aminodcidos 189 y 197 para
dar arigen al asa carboxilo terminal (Fig. 9) (53). Ll 50-60% del polipéplido se encuentra
organizado en alfa hélice (48) y, a pesar de 1a gran semejanza que existe entre las PRL's
de diforentes organismos, las secuencias de aminofcides se consideran especie-

especificas. Al realizarse la comparacion de secuencias entre diversos organismos, la
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PRL qgue presenta mayores diferencias (cerca del 40% de diferencia del total de

aminoicidos contensdos) es [a PRL de rata (63).

2

4

Fig 4.~ Esquema de 1a estructura de ta prolucting de ra. (Tomada de Varlow AY.y - Shone 13 Rt
Proluctin the Entire Linear Aminoacid Sequence. in. Fed Proc. (1976)35:219.)

I 5.- ACCIONES FISIOLOGICAS Y EFECTOS DESCRITOS DE LA
HORMONA

La Prolactina es una hormona fisiolagicamente muy versitil y los numerosos
efectos que se le han descrito se pueden tipificar en 7 grupos y presentarse de manera

diferente en los diversos grupos de vertebrados:
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ACCIONES ORGANISMOS
FISIOLOGICAS )
Y EFECTOS TELEOSTEOS ANFIBIOS REPTILES AVES MAMIFEROS i
DESCRITOS
Decremento ded flujo de Na* v de Ia| Avuda a las larvas a sjustarse a | Actua Pucde icner efecto sobre la glindula | frobablemente  comtnibuve a reguiar [9)
Acciones relscionadas |7 lidad branquial: d su medio iy . estimula la | sirerget nte con | nasal csmorragulacitn en gl embrén. Fresenta efectes en,
de la sbsorcion de agua v NaCl{ habilidad de algunas especies | corticortercides en la e iransporte de agua v ones er ¢! intestine. i
con ¢l control de agua y inal e inc: de su ab para s ab iomica en las § restauracion de la pasticipacn $a reguldcion del transporte ce Murdos v
el balance electrolitica. | en la veiiga vnmana decremento de fa | bring ’ imul 5] posicién  normal iones en la glindula mamaria incremernta la tasa do i
excrecicn renal de Na® | sncremento de | tramsporte de agua v N\a° a | del plasma. excrecion de Na® .k C v sgus. |
la taca de filtraién glomerular v | travez o :lavejmpa '
resistencia al estrés generado por altas
lemperaturas.
Dexarrolle palernal, P ¥ de la gelatina del | Accion Produccitm de la lechc 2e buche, | fstmuiacién v desarrollo de 2 glanduia mamara »
Accioues relacionadas melanogénesis, crecimiento v i T ygeni Vo dotrop formacion de a pisca de incubacisn, | estimulacion de la sintesis de leche, manteninnenia, |
de vesiculas seminales. antiespermatogénico . dal. ira 4 p D ia, | secrecidn def cuerpo Julee en Tatas, Taones ¥ buren. |
con Ia reproduccion. estimulacion de la conducta de supresiér: de la fase teproductiva de! | desarvolle parental y Tuncren expermatogenica. i
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1. 6. SiN'I'ES_lS. CONDENSAMIENTO Y
SECRECION DE LA PROLACTINA,

La prolactina es praducida en células de la adenohipofisis Hamadas lactotropos o
mamotropos; en estas células Ja cisterna del reticulo endoplasmitico rugoso es
generalmente abundante. Al igual que la GH, la PRL ¢5 sintetizada como un precursor
{pre-prolacting) que presenta una secuencia péptido seial de 25 a 30 aminoacidos de
largo, agregados e¢n cl extremo amino terminal de fa proteina. La incorporacion de las
aminoicidos que forman la PRL ocurre en los ribosomas del reticulo endoplésmico
rugaso. La PRL recién sintetizada es transportada entonces al aparato de Golgi (12). En
Ias cisternas de diche aparato se flevis a cabo la concentracion de la hormona, en granulos
inmaduros, la fusion de los cuales da lugar a granulos de mayor didmetro, considerados
como granulos maduros o granulos sccundarios (12). La agregacion de fa PRL en
grinulos inmaduros y de éstos en gramilos maduros requicre de energia para mantener el
gradiente de pH a pesar de que el proceso sea pasivo. La cisterna trans del aparato de
Golgi es més acida que el reticulo endoplasmitico y esta acidificacion puede facilitar la
agregacion de las moléculas (55). L.a forma de los granulos inmaduros es mas variable
que fa de los maduros porque estin formados a partiv de la agregacion de granulos
pequefios derivados del interior de los siculos del aparato de Golgi. Los granidos
maduros son cilindricos u ovoides y tienen un didmetro que puede aleanzar de 600 a 900

nm (Fig. 10) (54).



Vg 40.- Digrasna que muestra do transicion de fos diftrentes tipas de pranulos de secreercn encontrados en los mamoliopas e

rata ¥ dipo | se scfioe o gaoulos pequedos o imaduses (100200 am) cucontrados en b citerna deb aparato de Gulyi

wsoctados a esta. B tipo ) ve eefivre 8 fonmas agregadas de granulds pedueiios que prosentan una alts bilidad de taniatio y
torma. siendo tipicamente polimificon. Lox granuloy de tipo 111 san Jormas intetimedias que no presentan gran varishifidad
como cb tipa N, pero son stuenos regulares que of tipo IV, Estos initimos, eepresentn I forma nadinra de bos prasiddos v su foiter
pucde ser ovvide o redanda, con un didmetro hasta de 600-200 o (Tomada de Farguhas M. ctal, Endocrinology. (1975)
02, W9.511)

En Ia hipofisis de fa rata, la membrana de los granulos estd usualmente separada
del contenido por un espacia y presema una alta resistencia a la variacion de plt y de
sustancias que generalinente ocasionan la solubilizacion de granufos. La gran variedad
morfolagica que tienen, sugiere que su contenido malecular estd fuertemente orgrnizado
en una estructura refativamente estable, es decir que fa hormona se encuentia en
agregados poliméricos o unida s otras moléculas (15). Esta estabilidad, que es producida
por la polimerizacion de la moléeuta, se deawsestra al observar que Ia conversion de fa
homona entpaquetada con alto peso molecular a una forma con menor peso molecular
incrementa la presion osmotica dentro del granufo y qoe resulta en la cuptura de éste

@y
Para la fiberacion de la PRI, contenida en los granulos, éstos migran a la

membrana plasmética cefular, a Ja cual se fusionan creando un espacio que permite ¢l

paso del contenido granular al espacio perivascular. Bste proceso se ha denominado
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exocitosis 0 emiocitosis. Después de 24 horas de que se presenta una inhibicion de
sectecton  hormonat os granulos se fusionan con lisosomis para que el exeeso de

gritnulos secretores sea digerido, proceso conocido como crinofagia (Fig. 11) (54 y 60)
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Fig i1 Disgrnna del proceso implicado en fn fonnacion de pranulos de prolactma (1-8), su
secrecion por exocitosis (0) y su degradacion por crinofugia (6). (Tomada de Varquhar M., etal
Endocrinology. (1978) Vol. 102, 269-311)

Shenai y sus colaboradores, han encontrado que la sintesis de la PRL esta
representada como un proceso no-lingal. Este fenomeno puede deberse a que la
degradacion y secrecion de PRL recién sintctizada no presenta una acumulacion lineal
dentro de la célula, ya que Ia PRL contenida cn los granulos no es procesada
camtinuamente y la que acaba de ser sin(e(izaiin no es degradada hasta que se encientra

incorporada a los granulos (Fig 12) (57).
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Fig. 12.- fucorporacion de L{3EE Fewcina e fa prolacting de rata por tejidos de hipatisis icubados
con medio 199. Se muestea Ia concentracion de PRE mwcada en ehmediv (), homogenadvs ¢ )y

untbos combinudos (). (Tomuda de Shenas R, Y Wallis M. Biochiem. ). (1979 182 738-140)

Sin embargo, por olra parte se ha demastrado que ¢l tiempo de empaquetantienta
y el prado de madurez intracelular de fa hormona determinan la viabilidad de esta para su
transformacion en una forma liherable. En este sentido se considera que la PRI, madura
¢s aquétla que es sintetizada de 4 a 8 horas previas a la fiberacian, La hormana joven es
sintetizada en | Hr o antes y, la PRL vicja ¢s aquélia que es sintetizada de 16 a 24 hry

antes de su fiberacion. En este mismo orden se preferencia su liberacion de la célula (38).

in una rata en etnpa lactante y como respuesta a la succion de las crias, se
presentan dos fases en la seerecion de Ia profacting. La primera de ellas es I canversion
de Ta PRL madura en una forma liberable, proceso que ocume rapidamente y se
caracleriza por uma pérdida en la detectabilidad de dicha PRL. La segunda fase

corresponde a la liberacion de esta forma de prolactina al flujo sanguineo (20).



La secrecion de PRI de fa bipdfisis esta bajo el control inhibitorio tonico de la
dopamina (DA) hipatalamica, la cual después de ser liberada de Ja eminencia wedia a la
vena hipofisiaria portel, se une al  receptor especifico en e lactotropo generando una
serie de eventos ntracelulares que concliyen en la inhibicion de I liberacion de la
hoymona (¢sta inhibicion sctia mayoritariamente en fa secrecion de las prolactinas recién
sintetizada y vieja) (27, 33 y 34). La estimulacion fasica de la liberacion de fa hormona,
una vez que ha sido transfarmada se encuentra regulada por atros factores hipotalimices
como ln hormana liberadara de tiratropina (TRH) y el péptido vasaactivo intestinal
(VIP) (27, 33 y 34). El primera de estos factores causa un rapido incremento cn {os
niveles de fosfato de inositol y diacilglicerel, ademas del aumento en la cancentyaciin
interna de Ca' , y ¢ segundo, actta en fa célula activando a 13 enzima adenilato ciclasa

(27,33 y 34).

1.6.1) SECRECION DIE LA PRL DURANTE EL CICLO REPRODUCTOR.

A) Prolactina durante ¢l ciclo estral.

Durante Ia mayor parte del ciclo estral en la rata, los niveles de seerecion de PRL
son bajos y se asemejan cast tados ol reportado durante el diestra, en el cual la
concentracion de PRL en el suero va de 10 a 20ng/ml (1 y 13). Sin embasgo, en ¢
periodo comprendido entre fa tarde y Ja noche def proestro, se advierte un sumento en la
secrecion de la hormona que se mantiene durante el estro y que equivale a 68.5 . 7.4
ng/ml (1}, presentandose el pico mas alto por la noche. Se ha observado que el aumento
en Ja secrecion de PRL en esta (ase del ciclo estral, se acompafia por picos similares en la
secrecion de LH, FSH y progesteroni. Todos estos estan precedidos y son estimulados
directa o indirectamente por una elevacion en la tasa de secrecion de estrogenos por los

foliculos (Figs. 2 y 13 ) (13).
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Fig. 13.- Catibio diarios de ks concentrician de PRI en el suero de rata 1)~ diestio, PE proestro,

1= estro y ME = metaestro (Tomada de Amenomori Y, et al. Endacrinology (1070) 86, 506-510)

13) Prolacting durante ¢l embarazo.

Cuando la copula se realiza durante ¢l estro o la noche anterior (proestro) y
acurre ln fecundacian, se han observado que aparecen dos picos diaros en la
concentracion sanguinea de fa hormona. Estos picos reflejan la secrecion de PR, (uno
registrado por la mafiana y el segundo por la noche) de aproximadamente 250 ng/ml cada
uno y permanecen durante los primeros 4 dias (5 y 13). Posteriormente, Ia secrecion de
la lormona decrece gradualmente manteniéndose hasta los dias 11-12 del embarazo y
dcspués decae durante el resto de la gestacion (1), Este decaimiento en la secrecion de
prolacting por fa hipofisis puede ser debido a una inhibicion de la secrecion ejercida por

¢l lactogeno placentario, el cual es secretado por la placenta (1).

Durante las ultimas fases del embarazo se presenta un aumento en la secrecion de

estrogenos ovaricos, y se ha sugerido que dicho aumento moditica la relacion de
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estrogenos/progesterona. lo cual detenming ka estimulactint de la secrecion de prolacting

por b hipofisis (Figs. 2y 14)

L
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Fig. 14.- Diagrama sobre ka concentracion de PRL en of suero dde rata durante el embatuza v despucs
det parte EJ niintero de ratas utibizadas eo cada grupn, se indican et cada barmn. (Fomada de Larson

BBy Smith V. 1974 Luctation a Compretensive Treatise Academic Press NY E 1)

Lixisten organismos en los que, sin haber ocurrido fentilizacion v por tanio
embarazo, aconiece una interrupcion temporat de la ovulacion (proceso conocido como
pseudnembarazo). Este puede ser inducido por el apareamiento de la rata con un macho
esténl o por estimulacion mecinica del cervix uterino. En estos casos, al igual que en ¢l
embarazo, se registra la presencia de 2 picos de seerecion (uno diurmno y otro nacturno)
de PRIL.. Eslos picos se mantienen elevados (80 ng/ml) por lo menos durante los
primeros G dias y se observan con menor magnitud (3 ng/ml) hasia los dias 9 y 10 (Figs.
2y 15) (14).
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Fig 15.- Concentracion de PRY. en ¢} suero de ratay psendocobwazadas. (Tomada de Fieeman, et
W Eudocrinology (1974Y Y4, 875-882)

D) PRI durante Ia lactancia.

Uno de los efectos mis conocidos y de mayor importancia de la PRL, ¢s su
accion sobre el desarrollo de la glandula mamaria y durante la lactancia. Esta glindula
accesoria es una de las mas importantes de la piel. Su forma, nimero y organizacion
varia de una especie a otra. En la rata, s presentan 6 pares de glandulas mamarias: tres

tordcicas, una sbdominal y dos inguinales,

El parénquima de éstas glindulas estd formado por alvéolos que drenan en
conductos que convergen y dan lugar a ductos cada vez mayores que finalmente
desembocan en ¢l pezdn. En la rata, los conductos mamarios convergen en un solo
conducto principal o galactoforo. Cada alvéalo estd constituido por células epiteliales
secretoras de leche, y tanto éstos, como os conductos de calibre fino, estin revestidus
par células mioepitetiales contrictiles (6). Todo el parénquitma estd revestido a su vez
por tejido conectivo que posee abundantes vasos sanguineos y fibras del musculo liso
(Fig. 16).
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Fig 16.- Diagrama de la red sanguinen v las células mivepiteliales aliededor de los alveolos
mamarios. (Tomada de Kon 8. v Cowic A (1961) Milk. the Manary Gland and iis Seeretion. Vol

1 Academic Press NY. 151

La inervacion aferente de la glindula mamaria estd constituida por fibras
sensitivas provenientes fundamentalmente de receptores ubicados en el pezon, la picl
cercana al ndismo y en el parénquima mamario. Estos receptores son sensibles al tacto'y
a la presion. La inervacion eferente es de naturaleza simpatica y se localiza

principalmente en los vasos sanguineos, el tejido coneetivo y o misculo liso (6)

Durante la pubertad, el crecimiento y desarrollo de la glandula se encuentra bajo
control estrogénico, aunque también participanla GH y la PRI.. Durante el embarazo, ¢l
desarrollo de esta glandula involucra fa formacion de algunas ramas ductales adicionales
y ¢ desarrollo de alvéolos; lo cual es regulado por estrogenos, progesterona,
glucocorticoides y PRL. La secrecion de la leche ¢s inhibida por progesterona y

posiblemente por estrogenos
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En el desarrollo de Ja glandufa intervienen de manera secaencial v en paralelo.
diferentes hormonas que paseen diferentes jerarquizs de acuerdo a diferentes estados

fisiologicos (Fig, 17):

[} Asi, durante la pubeitad, se presenta la proliferacion y el crecimiento de la glandula,
El proceso es inducido in vitro por insulina que estimula la sintesis de DNA, la forntacion
de RNA y la fosforifacion de nucleoproteinas; in vivo, esta estimulacion parece estar

dada por la accion de estrogenos de arigen ovarico y por tiroxing (63).

2) Durante ¢] embarazo se desarrolla la diferenciacion de la glandula Esta fase puede ser
inducida in viro por corticasteroides que estimulan la produccion de reticulo
enduplasmatico y aparata de Galgi en las células; in vivo, este proceso parece estar
inducido por estrogenos y progesterona placentarios, por prolactina y por

somatotropinas (63).
3) Durante la lactancia se produce una diferenciacion terminal, la cual es inducida in

vitro € in vivo por fa PRL, y como resultado de ella las células adquieren la capacidad de

praducir y sceretar lus proteinas lacteas (caseina, lactalbumina, cte.) (63).
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La hctancia es un proceso fisiologico que al igual que muchas otras fases del
ciclo reproductor, se encuentra regulado por mecanisinos neuroendocrinos bien
establecidos. La evacuacidn lactea sucede como respuesta a la estinmlacion, por la
succion de las crias, de los receptores situados en los pezones de la madre De csta
activacion se genera un impulso nervioso aferente que llega al sistema nervioso central y
provoea fa liberacion de oxitocina por la neurohipofisis, a su vez, Ia oxitosing en el
torrente sanguinco llega finalmente a la mama y mediante la activacion de receptores
especiticos di hagar a Ja contraccion de las células miocpiteliales de la glandula mamaria
Dada la ubicaeion anatomica de estas células (Fig. 16) su contraceion trae consigo uma
reduccion del volumen alveolar, y una dilatacion y acortamiento de los conductos, dando
lugar a la expulsion de leche (6). En la rata, la evacuacion lactea no ocurre
inmediatamente después de iniciada la succion, sino que sucede después de un periodo

de aproximadamente 10 minutos (6).



Por otra parte, con relacion al efecto de la succion sobre fa secrecion de PRL, se
ha sugerido que dicho estimuto madifica la seasibilidad de 1a AH para responder a fa
accion de los secretagogos hipotalamicos v que uno de los principales efectos de la
suceion parece ser el de inducir una sincronizacion de las lactotropos para I hbetacion
de PRI, siendo mas sensibles dichas céltlas a la estimulacion por TRH y la inhibicion por

DA (43).

Durante los 2} dias det periodo de bictancia en la rata, se observa una afta tasa de
secrecion de PRL. A diferencia de la regulacion interna de la secrecion de PRL por los
esteroides ovaricos que se presenta en el ciclo estral, durante fa lactancia la seerecion de
prolactina esta sujeta al control de los impulsos aferentes generados por la succion y

como consecuencia de esto, la PRL es liverada fisicamente durante dicho periodo.

En el proceso de lactancia, la PRL actda especificamente en la membrana
plasmitica de fas células del epitelio de la glindula mamaria en donde se engarza
covalentemente a su receptor, después de lo cual una considerable porcion de la
hrmuna o del complejo hormona-receptor es internalizado y situado dentro de la célala
blanco en vesiculas endociticas pegadas a la membrania. Estas vesiculas  pueden ser
depradadas por lisosomas o desplazarse al nicleo de la célula en donde realizan acciones
directas y/o indirectas a través de provocar la activacion de proteinas unidas a AMPcy
protefnas cinasas que participan como segundas mensajeros en el proceso de interaccion
entre a hormona y la respuesta a nivel genético. Ambas acciones resultan en la alteracion
de la sintesis de algunas de las enzimas implicadas en ka produccion de los componentes
lacteos, como son la lactosa sintetasa y enzimas del metabolismo de lipidos incluyendo
Acetil-CoA carboxiliasa. Ademas, el complejo hormona-receptor tiene Ia capacidad de
activar la ATPasa Na'/K' que ocasiona cambios idnicos dentro de la célula y afecta al

aparato de Golgi (Fig. 18) (10 y 63)
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Fig. 18- Esquema del mecamsmo por el cual la prolacting piede cstitnufar 12 fostonlacion de
proteinas e b glandula maniaria, por medio de 1o pnoteing anasa dependients de AMPe 1a x
tepresenta un segindo smensajero putativa que puede mediar ¢l efecto de fa honnona o nivel del
micieo o u otios niveles. (Tomada de Wallis M., Howell 8 1.y Toylor K.W. 1985 The bischemestry

ofthe polypeptide fiormones)

L. 7.- HETEROGENEIDAD MOLECULAR DE LA PROLACTINA

Se han documentado mas de (00 efectos biologicos distintos de la PRI,
extendiéndose éstos como ya se menciond, desde el desarrollo mamario v Ia lactancia en
mamifcros, {a osmorregulacion en peces, ¢l comportamiento de anidacion en aves, hasta
el crecimicnto y la metamorfosis en anfibios. La pregunta que muchos autares se han
hecho es: jcomo una hormona con tales caracteristicas genélicas y moleculares puede
provocar tan variadas respuestas lisiologicas?. La demostracion de la existencia de la

harmana en diferentes formas moleculares v {a helerogeneidad que ésta presenta como



consecuencia de cambios postraduccianales, permiten abrir una puerta para responder o

ésta pregunta (21, 30, 49, 50, 59, 60 y 61).

En 1971 Karen Swearingen observe a partir de experimentos in vitro, de
incubacion de adenohipofisis provenientes de vatas tratadas con estrogenos y mediante ¢l
marcaje ismopicn de PRL, y a través de establecer las diferencias entre la pérdida de la
hormona marcada en el tejido y su secrecion al medio de incubacion, ta presencia de poy
Jo menvs dos formas de PRL; una de clias no detectable en el tejido y detectable una vez
que es secretada en e} medio, y Ia segunda detectable continuamente (61). Este es uno de
las estudios que han sugeridn yque las diferentes formas de la hormona estin asociadas

con cambios intracelulares y la secrecion de PRL de los mantotropos

En la rata lactante, baja Ja influencia de un estimulo neuroldgico como la succion,
la profactina madura de fa AH presenta un ripidn procesn de deplecibn-transformacion,
transitando de una forma preliberable a una liberable. Este proceso es reversible y la PRL
que es transformada, es liberads constantemente en la circulacion con una tasa de 400-
600 ng/min. Esto ocurre simultanemnente a fa replecion de Ia hormona depletada que
queda empaquetada en s AlL Si Ja estinmlacion nearoligica se mantiene un periodo
suficiente de tiempo, el total de la prolactina liberada en el plasma eventualmente se
aproxima al total de la PRL depletada dentro de fa hipdfisis (18 y 19). Este proceso de
deplecion-transformacion parece estar relacionado con un incremento de estabilidad de
la PRL debido 4 un cambio en su solubilidad (de una forma mas soluble a una menns
soluble) (38 y 37). El proceso de transformacion de Ja hormona ocurre despuds de la
biosintesis y fos factores hipotalimicos pueden afectar diferencialmente la transformacion
y secrecion, dependiendo rie la edad de la hormona. La inhibicion dopaminérgica actia
sobre ambos procesos (transformacion y secrecion) y los secretagogos como TRH

estintuban solamente la secrecion de PRL (19 y 41).



Ahara se sabe que las cambios en la detectabilidad (deplecion) de fa PRL en All
de ratas lactantes se deben al increnientn en las formas poliméricas, generadas a partir de
Ia union de formas monoméricas por medin de puentes disulfuro. Este intercambio tinl-
disulfuro depende del pH intragranular (40). Se ha observado que una salucion con pH
alealino incrementa ly detectabilidad de fa hormona y un pH dcido la decrements El
incrementa o decrerento en la detectabilidad de la hormona, sugiere que el intercambio
tiol-disulfura es reversible y por tanto puede cambiar de una forma detectable a nna no

detectable y viceversa (Fig. 19) (37).
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Fig. 19.- Psquema de las reacciones quitnicas de intercibio tiol-disulfugo que forma ol oligomens
de PRL. Como se observa en este esquema, dicha reaccion puede set seversible. (Ksgema inddilo

proporcimiuto por el Dr. F. Menu)

Lewis en 1984 prapuso la hipotesis de que la PRL puede ser una prahorniona,
sintetizada como un precursor y convertida en diferentes formas bioactivas a medida que
pasa por el camino de la secrecion. Estas modificaciones generan formas que dilicren
unas de otras en cuanto a peso molecular o a carga y son resullado de cambios

postraducciontales (30 y 49) Es claro que muchas de las modificaciones enzimiticas
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importantes en el procesamiento de péptidos no son dnicas para la produccion de
péptidos neuraenddcrinas. Sin embargo, se ha observado que ¢l precursor del péptido
neuraendacrino tiene una seial hidrofobica en su amino terminal (NH2) v sufre dos
modificaciones iniciales en Ja cisterna del reticulo endoplasmatico rugoso: Ta formacion
de puentes y lo Nfglicosilicion. Las modificaciones  postraduccianates  mas
especificamente asociadas can I produccion neuraendocrina de péptidos comienzan en
la region trans-Galgi e incluyen la endoprotedlisis, exoprotedlisis y la amidacion, otras
modificacines tienen lugar en fas demis cisternas de Golgi, como ef caso de la
fostorilacion especifica de treonina y serina que se realiza en Ja cisterna Cis y se muestran

en la figura 20 (32).
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Fig. 20.- Diagrans de los principales pusos realizados en la conversion de las prohormionay ca sus
productos finales y los siios en donde estos oevrten en fa vélula. (Towads de Mains R, «t Al
Cellular and moleenlar aspects of peplide hormone biosynthesis w Front in Nesoendecrino).
(9umVol 11, No 1)
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1) Corte

s el cambio mediante ¢ cual, la molécula es cortada por enzimas especificas,
dando lugar a fragmentos con actividad biolagica; este cs uno de los procesos
pastraduccionales mas observado. El corte s frecuente en la PRI ocurre en el asa
mayor de la hormona y por medio de una reduccion da lugar a un fragmento de 16K y

uno pequeiio de 8K (42, 58 y 59)

23 Glicosilacion

En este proceso, Ja prolactina glicosilada (G-PRL) se forma a partir de la union
de una unidad carbohidratada en diferentes sitios de la secuencin wminoacidica de la
malécula, y su cantidad  en In glandula hipofisis varia considerablemente sepdn la

especie

Con la forma glicosilada de Iz PRL, 1a actividad de union al receptor se reduce
ampliamente y sus acciones fisiologicas disminayen, par lo que se i propuesto que la G-
PRL cs un regulador selectivo de las accipnes de la prolactina en los tejidos blanco (58 y

59).

3) Desaminacion
Este proceso involucra la pérdida de un amonio de aspargina y glutamato. La
desaminacion s¢ facilita por las condiciones alcalinas y confiere a la malécula una

caracteristica mas cida, veduciendo su actividad biologica ¢ inmunologica (58 y 59).

4) Dimeros y Polimeros

Tanto los dimeros como los polimeros, pueden generarse por fa formacion de
puentes covalentes y no covalentes (los puentes covalentes pueden incluir uniones
disulfuro). En todos los casos, las proteinas oligoméricas se forman en ¢l reticuln
endoplasmico. La molécula de alto peso molecular que se forma a partir de ka union de

vinos  mandnieros, generalmente presenta una  actividad  biolOgica reducida en



comparacion cou la molécuta de bajo peso molecular (monomero). Como se menciond
anteriormente la formacion de polimeros esta involucrada en ol empaquetamiento,

transformacion y liberacion de la hormona (Fig. 21) (8, 88 y 59)

COH‘

\/ ’\DA

TR, VP

\
PAL PRE-LIBERABLE
PRL. menemitien
*QIH-G330 @,, @-———4 sigemirics
(pH-dupondionte) N sedensmirics

/v PRL LIBERABLE

PAL Transteimnrds

D PRL enerérics
W AL paltradrics

Fig 20+ Esquena de fa formacion de los oligineros de PRI a parar de fa estanuliaidn a mtubicidn
e fuctores hipotalincos y el intescambio fiol=fisulturo (Isquetna inédito proporaonsdo por of I,

F. Met)

5) Fostorilacion

Paru la formacion de la PRL fosforilada, se presenta una union covalente de
fusfatos a Ja cadena aminoacidica de la molécula e los residuos de serina y treonina.
Este cambio postraduccional ocurre en los granulos secretores de los lactotropos, justo
antes de la exociiosis. La fosforilacion como la glicosifacion generan una disminucion en

1a actividad de Ia PRI en bioensayos clasicos como ¢f de Nb2 (65).




En la rata se han descrito 4 isoformas de PRI que presentan el misimo peso
moleculn v diferente carga, estas isoformas son atribuidas a la fosforilacion de la
hormona. De todas estas isoformas, se ha observado que s en la isoforma 2 de fa PRL
en que la hormona se encuentra mas condensada (21).  Por medio del andlisis
bidimensional se ha encontrado que la incorporacion de fosfatos se realiza en las
isoformas 2, 3 y 3' (51). En este proceso de fosforilacion de la PRL parecen estar
involucradas 4 o 5 proteinas cinasis, como Ja proteina cinasa dependiente de AMPc que
¢s activada por agentes B-adrenérgicos, via la enzima adenilato ciclasa y la cinasa C (51).
La actividad de muchas de estas enzimas, como la proteina cinasa A, parece ser

especifica (2).

La presencia de PRI, fosforilada en el tejido de fa hipofisis y en el medio obtenido
4 traves del cultivo de dicho tejidn, sugieren que esta lorma de PRL puede ser fiberada
de los lactotropos y tener un significado fisiologico especitico (2). Los vesultados
obtenidos a partir de! andlisis de hipofisis de ratas en diferentes estadios del ciclo estral,
muestran ung liberacion desproporcionada de las diferentes isoformas de carga, por
cjemplo, durante la tarde del proestro no se presenta una liberacion de las 3 isoformas
difosforiladas de PRL, durante ¢l estro Ja isoforma | de PRI es liberada mayormente y
durante el embarazo en éstos animales, la proporcion de prolactina no tosforilada a
fosforilada incrementa y sufre una notable fosforilacion durante la induecion producida

pae la succion en la transfarmneian y tiberacion de fa hormona (59).
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ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Actualmente se sabe que en los lactotropos de la adenohipofisis de fa rata
lactante, fa PRL se encuentra condensada cn granulos en formas pre-liberables Estay
[ormas se transforman a su vez en formas liberables a partir de las cuales sucede la
liberacion exacitotica; tanto la transformacidn como la liberacion son activadas por el
estimulo de la suecion de las crias a la madre (17, 25 y 29). Con base en este modelo, se
ha desanollado una hipdtesis para el mecanismo que involuera la regulacion de la
secrecion de PRL. Este modelo implica que tanto el procesamiento como la
transformacion y 1a liberacion de la hormona, ocurren secuencialmente despucs de su
biosintesis (36 y 39) y que diversos [actores hipotalamicos pueden afectar
diferencialmente su translormacion y liberacion, dependiendo de la madurez de la
hormona (38). La disponibilidad de PRL en la hipofisis para ser wansformada en formas
liberables y para Ia liberacion propiamente dicha, requiere de un proceso de maduracion
intracelular de la hormona que se inicia a partir de su biosintesis (36); en este sentido sc
ha demostrado que durante fa incubacion in vitro de AHs de ratas lactantes, ka hormona
madura (sintetizada y marcada isotopicamente 4-8 horas antes de su liberacion) se libera
can mayor prelerencia que la hormona joven (sintetizada una hora antes) o que la
hormona vieja (sintetizada de 16-24 horas antes de su liberacion), y que esta ltima, es
degradada por ¢! sistema lisosomal del lactotropo (60). Estos resultados, jimta con otros
estudios realizados previamente, sugieren que ¢l procesamiento, translormacion,
liberacion y degradacion de la PRL. ocurre secuenciabmente después de la biosintesis en

paralelo con la madusacion de la PRL en Ja forma granular (11).

Con respecto a la naturaleza de ta prolactina liberable y al mecanismo involucrado
en su transformacion, trabajos recientes han demostrado que €sta ocurre como resultado
de Ia activacion de mecanismos reversibles de intercambio tiel-disulfuro, pH
dependicntes, entre monomeros/polimeros de prolacting (40). Esta translormacion de la

molécula de protacting, producida por un cambio postraduccional en su conformacion,



wenera una disminucion en su detectabilidad v puede determinar ¢l aumento o
disminucion de su fiberacion (35). Esta disminucion en su detectabilidad es ocasionada,
en parte, por la polimerizacion de la horona (40), ya que, ademas de esta modificacion,
recientemente s¢ ha oliservado  que pueden ocwrir otros tipos  de  cambios
postraduccionales a la molécula que le confieren esta caracteristica. En este sentida,
algunos autores han demwstrado que la harmona puede presentar una fosforilacion
especifica en al menos una de las variantes de carga que se han reportado (2 y 51). Este
hecho i generado la hipotesis de que durante la transformacion de la lormona, pueden
ocurrir seacciones de fosforilacion que e confieran cambios en sus propiedades de

detectabilidad inmunologicas e incluso biologicas.

OBJETIVO

Este estudio tiene conta objetivos analizar la posibilidad de que ademads e los
cambios en las variacianes de masa de la prolactina, ocurran cambios que formen
variantes de carga de esta hormonn producto de una fosforilacion durante su
transformacion, y analizar si la fosforilacion de la PRL implica modificaciones en su
detectabilidad por métodos convencionales de tincion o cambios en su actividad

immunologica.

1



MATERIAL Y METODOS

En todos los experimentos se emplearon 20 ratas primiparas lactantes de la cepa
Wistar, mantenidas en jaulas individuales en un cuarto con temperatura de 23 a 25 °C
con un periodo de 14 hrs luz y 10 hrs. oscuridad; con alimento y agua ad fibitum. Las
ratas fueron sacrificadas por medio de decapitacion, previa anestesia ligera de éter,
despudés de haber sido separadas de sus crias (de 7 a 10 dias) durante un perodo de 8
hrs Las AHs de estos animales fueron ripidamente extraidas y divididas en 4 porciones

(cada porcion con un peso aproximado de 2 a 3 mg.).
Procedimicnto de incubacidn para la obtencién de medios.

Las porciones de adenohipofisis de cada rata, utilizadas para fa obtencion de
medios de incubacion, fueron incubadas en 0.3 mb. de medio Earle (pH 7.2-7.4). En una
atmosfera de 95% de O; - 5% CO,, en un agitador metabolico a 37 “C (125 rpm,
American Optical Corp. modelo 0256). durante 30 min.; los medios de incubacion fireron
colocados en tubos Eppendorf de 1ml que contenian 0.1 ml de residuo deshidratado de
0.75 M sacarosa en bufier Tris-glicina a pH 8.3. Al tetminar la incubacion los tejidos

fueron pesados y conservados en congelacion hasta su utilizacion.

Procesamicnto de Ins muesiras y determinacion de ln concentracién de PRL

et tejido y medio,

1.as concentraciones de prolactioa fiseron determinadas con ¢l método de PAGE-
densitometria (electroforesis en geles de poliacrilamida) en condiciones nativas (45).
Para ese fin s¢ emplearon tubos para geles de poliacrilantida al 7.5%, preparado 2 pH Y 4
el gel espaciador y con un grosor de 5 mm preparado a pH 7.2 el gel concetrador. Los
tejidos de las AH de rata pre- y post- incubados fueron homogencizados mediante un

homogeneizador de vidrio (Micro Tissue Grinder Kontes) en buffer Tris-HC! 0.05 M a
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pH 82, v se coloeo en e gel un vohimen correspondiente a un miligramo  de tejido o
200 u! de medio en cnda columna, La electroforesis se lleva a cabo con bufler Tris-
Glicing, pii 8.3 y se aplico unn corricnte de {mA por gel  durante 2 min; después de
csto, ls corriente se incrementd a 4 mA por gel, hasta que ] frente ionico se desplazd a
aproximadamente 5 mim del extremo inferior def gel. Los peles fueron teiidos durante 3
hrs. con Amido Black en 7.5% de acido acétice y ¢f exceso de tinte fue removido
utilizando un bafio de dcido acético al 7.5%, cn un destedidor por corriente (Canaleo)
La concentracion de PRL se obtuvo a partir de la lectura densitométrica de la banda de
prolactina (previamente identificada su posicion mediante su comparacion con un

estandar) utilizando un video densitometro, modelo 620 Bio-Rad.

Condiciones experimentales

Para este estudio, se emplearon AHs de ratas lactantes previamente separadas de
sus crias durante 8 Hrs. Las glandulas fueron incubadas o no durante 30 miin
Posteriormente se determin en ellas y en fos medios de incubacion la concentracion de

PRL. y s utilizo el estandar B6 de PRL (NIDDK, Nil).

Con el propdsito de observar el cambio en [a detectabiladad de la PRL en cada
una de las condiciones experimentales y una vez deterinada fa concentracion de PRI
para cada uno de estos grupos, se utilizo el material de cada uno de ellos que contuviese
50 pg de PRI para posteriarmente ser incubados con o sin fosfalasa dcida, durante 2
hrs, 2 37°C en un agitador metabolico. Se emplcé fosfatasa gcida de prostata humana
(Sigma) de 1a cual se utilizaron 0.1 U (en buffer de acetatos de Sodio 0.1M a pH 5.0)
por cada 20 pg de PRL.

Antes de la incubacion, a todas las muestras experimentales se les adiciono Ja

fosfatasa acida correspondiente. Las muestras control recibieron una cantidad de bufter

de acetatos igual a la cantidnd de fosfatasa adicionada a fas muestras experimentales,
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ademas; a todas etfas se les aprepo 1.5 Wl de cada uno de os inhibidores de proteasa

{Pepstating, Pefabloc, Fosforamidon, PMSFy EDTA,; Sigma).

Con el fin de observar las diferencias entre la PRL destostorilnda v la PRL
refosforifada, las muestras de PRE estandar fueron desalinizadas y posteniormente
incubadas durante 90 min. a 37°C con o sin 30U de la subunidad catalitica de la proteina
cinasa A (PKA, Sigma), 5 mM AT (Calbochem) en bufter Tris-HCI 50 mM, MgCl; 10

mM a pil B4 A continacion, se muestra ¢l esquema correspondiente a estas

manipulaciones.
PRLstd, | | Medio de inc. i
Con Fost, Con 'RA Con tosf, Sin Fosf.
l AH pxe ing. ! AH post-inc,
Con Yosf. Sin Yosf. Con Fosf. Sin tosf,

Concluidas las incubaciones, para climinar las sales las muestras fueron colocadas
en tubos con un filtro de 10Kd y centrifugadas (centrifuga Sorvall RMC 14 (DuPont) a
2700 tpm y 4°C, durante 3 periodos de 30 min. Al cabn de cada periodo de
centrifugacion se adicionaron 100 ! de agua bidesiilada, Una vez lavadas, las muestras
fueron divididas en dos para ser evaporadas (en un evaporador Savant Speed Vac SC
110).
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Con el objetivo de separar lag proteinas de acuerdo a su carga eldctrica, las
muestras cevaporadas se  someticron al procedimiento electroforético de primera
dimension. Con este proposito, Ta mitnd de las muestras se disolvieron en 7pl de solucion
SHS 10% reductora (Detergente de Dodecit Sulfato de Sodio con DTT 2.32%,
Dithiothreitol) y su contrapaite en solucion SDS [0% no reductora (sin DTT). Ambas
muestras recibicron ademas, 25 pl de agua bidestilada y 70 ul de solucion de SDS 1%.
Una vez, preparadas, las muestras se depasitaron en los capilares que contenfan los geles
de acrilamida/bis-acrilamida (29.3:0.7) y se aplicd una corriente de 500 V durante 10
min. y 750 V durante 3 hrs con 30 min. Terminado este proceso, se empled la segunda
dimension para obtener la distribucion de las proteinas, por medio de su separacion de
acuerdo a su masa. Para este proposito, los geles fucron transferidos a geles de
poliacrilamida en placa en condiciones desnaturalizantes. La  concentracion de
poliaciilamida en ¢l concentrador fue de 4% y de 12.5% en el resolvedor. Los geles que
en la primera dimension fueron corridos con solucion reductors, en las placas de segunda
dimension fueron badados con 100 pl de condiciones reductoras (solucion con 5% de J3-
mercapto etanol) y, a los geles que en la primera dimension fireron corridos con solucion
no reductora se les adiciono igual cantidad de condiciones no reductoras (sin B-mercapto
etanol) y, estas condiciones contenian ademids azul de bromofenal. Durante la
clectroforesis se aplicaron 100 V en ¢l gel concentrador y 200 V para el gel resolvedor

A contimtacion, se muestra el esquema empleado en esta fase de fos experimentos.
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Tenminada la electrotoresis de 2° dimension, la mitad de los geles fueron
electrotransferidos a una placa de papel de inmobilon (Bio-Rad Immmun-lite Blotting
Membrane 162-0170), durante 30 minutos a 250 mA, la cual posteriormente fue
cnjuagada con agua destilada ¢ inmunotefiida. Para realizar la mmunatincion se
emplearon dos anticuerpos disueltos en leche 1% (diluida con solucion de ‘TTBS). Kl
primero de ellos, la Prolactina Anti-rata generado ¢n sucro de conejo (Sigma, AFP425-
10-91) en dilucion 1/10,000, y ¢! segundo: igG (HtL) Anti-conejo generado en suero de
cabrt con fosfatasa alcalina conjugada (Bio-Rad, 170-6518) en dilucion 1/3,000
Posteriormente se incubaron las placas con ¢l sustrato quimioluminiscente (Immun-lite
Chemiluminescent substrate kit. Bio-Rad 170-6473) por S min. y se expusieron por 10
min. a una placa fotografica Kodak X-OMAT. La otra mitad de los geles, fue tedida con

tincion de plata para observar la cantidad total de proteina contenida en fas muestras.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos con ¢l procedimiento antes descrito, son los siguientes’
Bajo condiciones no reductoras (CNR) sin fosfatasa acida, en los tejidos de
adenohipofisis pre-incubados y post-incubados fiteron detectadas las variantes de tamaio
de 24, 26, 45 y 66-100 KDa (Figs. 22A y 22B); mientras que en el medio de incubacion,
salamente se observé la variante de 24 KDa (Fig. 23A). Por otro lado, bajo condiciones
reductoras (CR) sin fosfatusa acida fué detectada en las AHs una variante adicional de 22
KDa (Figs 24A y 24B), mientras que en el medio de incubacion solo se enconteé la
misma variante de 24 KDa (Fig. 23B). En los resultados obtenidos para estas mucstras
tratadas con fosfatasy acidn sc observa que en la mayoria de cllas (no en tejido pre-
incubado CR) se presenta un aumento en la detectabilidad de las variantes de musa,
ademas de la aparicion en todas las condiciones de una variante de carga con un punto
isoeléctrico (pI) de 5 y en algunos casos menora 5 (Figs. 22Cy D, 23 CyDy 24 D) En
¢l caso de In PRL-B6 de rata con fosfatasa (en 11T y plata), solamente se observaron
variantes de 24 y 45 KDa (Fig. 25).

En las regiones de cada una de las variantes de tamaiio que se observaron, se
encontraron también diferentes variantes de carga con puntos isocléctricos (pl) de 4.8,
5.1, 52, 55, 5.7, 6.0y, cn algunos casos, 6.3, 6.7, 6.9 y 7.0. La detectabilidad y
presencia de estas variantes de carga, cambié de acuerdo con ¢l tipo de muestra (tejido,
medio o PRL estandar), condicion (CR o CNR) y tratamicnto experimental (con o sin

fosfatasa).

El cfecto de la desfosfarilacian (por incubacion con fosfatasa) y refosforilacion
(por la incubacign con PKA) de tPRL-BB6 estandar se muestra en la figura 25, en la
cugle, se¢ observa que la refosforilacion repercute sustancialmente en fa
inmunodelectabilidad de la hormona (Figs. 25 B vs. D). Por ¢l contrario, si se compar el

estandar defosforilado con el estindar refosforilado tefiidos ambos con plata (Figs. 25A
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vs 25C), se observa que como resultado de estas manipulaciones no ocurre ningin
cambio mayor en la detectabilidad de 1a proteina bajo este método. Por otro fado, st se
compara la PRL desfosforilada tefida con plata con el misma estandar inmunotedido
(Figs 25A vs. 25B), se revela en esta altima una detectabilided de la honmona
considerablemente mayor y la presencia de al menos 3 variantes adicionales de carga (pi

5.0.5.2y6.0)

Ahora bien, con refacion a 1o tejidos se hicieron fas siguientes observaciones. St
se comparan fos resuitados obtenidos de las AHs pre-incubadas con los resultados de ks
Alls post-incubadas bajo condiciones no reductoras sin fosfatasa ([igs. 22A vs. 22B), se
advierte en ésta ultime unn disminucion en la inmunadetectabilided de la variante de 24
KDa asociada a un incremento en las variantes de alto peso molecular (imayores de 100
KDa). Estos cambios que se observan en condiciones NR, se acentuaron con realacion a
la variante monomérica (24KDa) y dimérica (~45KDa) y desaparccicron en las variantes
menores a 100 KDa, bajo condiciones reductoras. Por otra parte, bajo condiciones CR y
CNR, con fosfatasa acida, s¢ observa un incremento en la detectabilidad de {a hormona
(PRL de 24 y 45 KDa) de Als post-incubadas (con respecto u AHs pre-incubadas y a
AHs post-incubadas sin fosfatasa) y inedio de incubacion (Fig 22D vs, 22C y 228, 24D
vs. 24C y 24B y 231)). Asimismo, en condiciones reductoras la detectabilidad de PRI
fue menor en Alls pre-incubadas (Figs. 24C vs. 24A). Este efecto que se observa, ocurre
en las regiones 24 y 45 KDa y afecta sobre todo a las vasiantes de carga de 5.1-57 y

menoresa .
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Tabla que sintetiza los resullados obtenidos en el presente trabajo.

'NR

CR

Sin Fosfatasa

Con Yosfatasa

Sin Fosfatasa

Con Tosfatasa

Tejido | Variantes de Aumenta la Variantes de Disminuye ln
pre- masa; 24, 26,|detectabilidad de inasa: 22, 24, 26, ]detectabifidad de las
incubado {45, 66-100 KDa Jlas variantes de peso de 45 y 66-100 KDas. | varianies de difereme
Variantes de 24, 66-100 y mayores a. Variantes de peso molecular,
carga: pl de 511100 KDa; desaparece carga: pl de 5 a 7. |desaparece la
as7 {a variante de 26 KDa. variante de 20 KDa y
Se observa una variante s¢  observa  una
de carga adicional variante  de  carga
menor a uni plde § adicional con un pl
i menor a 3.
Tejido | Vaniantes de Aumentala Variaciones  de] Aumenta la
post- masa; 24, 26, 45 | detectabilidad  de  1as masa: 22, 24, 26, ]detectabilidad de
incubado |y 66-100 KDa.|variantes de peso de 24 45y 66-100 KDa. Jtodas Ia variantes de
Variantes de y 45 KDa, desaparece la. Variantes de peso molecular y se
carga: pl de 5.1|vanante de 26, Se carga: pl de 5.4 ajobserva una variante
as? observa una variante de 7. de carga con un pl
carga adicional, menor S.1 ymenoras.
aunpldes,
Medio de | Varianic de Aumenta considerable- Variante de Aumenta la
incubacion [masa: 24 KDa.|mente la detectabilidad masa: 24 KDa|detectabilided de esta
Con un pl de[de la variante de peso ConunpldeS.5 [variante de  peso
5% de 24 KDa y esta se molecular  y  se
presenta con pl de 5 a 6 presenta con pl de
Y Inenor que 5. 5.5a6.
PLATA kY
Con Fosfatasa Con PKA Con Fosfatasa |  Con PKA
Variantes de Variantes de nasa: Varianes de Baja cansiderable-
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo indican, en primer lugay, que la fostorilacion de fa
PRL esta asociada al decremento en su inmunodetectabilidad. De este modo, a diferencia
de la comparacion del resultado de la accion de la fosfatasa dcida y la refosforilacion, en
las placas tefidas con plata (Fig. 25 A vs. C) en las coales no se aliservo ningin cambio
en le detectabilidad del estindar rPRL-BOo, en fas placas inmunoteiiidas s¢ pudieron
abservar diferencias marcadas entre la rPRL-B6 estindar tratada con fostatasa y fa
prolactina estandar tratada con PKA (Fig. 25 B vs D); en la cual se abserva una
disminucion clara en la detectabiladad de la hormona al ser vefosforilada por el
tratamicnto con PKA. Estos resultados son consistentes con los reportados por Krown y
colaboradores (1992) y Wang y Walker (1992), sobre el incremento en fa bioactividad
del estandar de PRI de rata (a teavés de su efecto en cultivo de cétutas) producida por la
desfosforidacion. Iin el caso de nuestros resultados, el aumenta en la detectabilidad
inmunologica de Ja hormona por su desfosfordacidn, supone un aumento en su actividad
iamune. El cfecto que se genera a partir de la fosforilacion de la prolactina, puede
suponerse que es dehido-a un cambio postraduccional de la formona, que puede dar
lugar a una modificacion de la conformacion malecular de la proteina, afectando la union

de los anticuerpos & la molécula y por tanto su reconocimiento innumologico.

La union de fosfatos en la superficie de la mojéeula, no solo modifica su
comportamiento inmunotogico, sino que ademas, le confiere a ta molécuta de pralaetina
diferentes cargas segn el Jugar y la cantidad de fosfutos que se fe vnan. Este cfecto se
hace notable par la diversidad de puntos isoeléctricos que se encontraron y que varian
entre 4.8 y 7.0 segin la mnuestra, fa condicion y el tratamiento de las muestras con
factores que modifican de una u otra forma la union y ¢l tipo de union de los fosfatos ala
prolactina. En adicion, en el presente estudio, 1a inmunotineion revelo la presencia de al

menos 3 variantes adicionales de carga de PR (Fig, 25B) no reportadas previamente,



Al hacer la comparacion de los resuliados de las Alls pre-incubadas con los de
las AHs post-incubadas, se muestran cambios en las varantes de masa y de punto
isocléctrico, asociadas a un decremento en fas formas onoméricas y un incremento en
lus formas poliméricas de PRL, que confirnian fos resultados presentados previamente

por Mena y colaboradores en 1992

1.8 transformacion de la honmona durante la fostorilacion de la misma, tiene como

algunos autores han reportado, al menos 3 repercusiones tundamentales:

f) El andlisis de la secuencia aminoactdica de la prolacting de vata ha revelado que
existen 24 residuos que pueden ser potencialmente fosforifados (16 serina y 8 treonina) y
que estos residuos son, 3 su vez, parte de la secuencia de reconocimiento de muchas
proteinas cinasas, estos hechos, hacen suponer que la fosforilacion de dichos residuos,
resulta en una proteccion de fa hormonu para no ser degradada (50).

2) Los experimentos realizados en células GH, (célulus secretoras de GH y PRL)
mueslran que algunas isoformas fosforiladus de PRL, inhiben la proliferacion de estas
células en fa hipofisis y regulan de una manera autocring su propia secrecian (26 y 59)

3) El efecto inhibitorio de'la PRL fosforilada sobre I tasa de division de las células Nb,
que antagoniza el efecto estimulador sobre las mismas células por la PRL desfosforilada.
presumiblemente asociada & una afinidad diferencial al receptor y/o por gencrar
diferentes scilales intracelulares; y las diferencias encontradas en fa secrecian de fas
isoformas de PRL durante el ciclo estral, sugieren que las fluctuaciones en la actividad
biologica ¢ inmunoldgica de la PRI durante este ciclo y lus diferentes funciones
fisiologicas que esta hormona presenta en los organismos, pueden estar dadas al menos
¢ parte por las fluctuaciones en las isoformas de prolactina liberadas al plasma (21 y

o).



En conjunta, las resultados enfatizan la impartancia de la fastorilacian de fa PRL
tanto coma que representa un mecanismo de proteccion de Lt harmona en ¢l medio,

cono también una tuncion fisiologica de la misma.

Por otro lado, en los experimentos presentes, en paralelo al cambio de las farmas
monoméricas a poliméricas y viceversa, se observo un decremento en la detectabilidad de
la hormana en el tejido post-incubado (Figs. 22 y 24 B) y de la PRL fibevada (Fig. 23 Ay
B) cn condiciones sin fostatasa Para el primero de estos casos, se pnede concluir que
uno de los efectos mas importantes de la incubacion del tejido de AH es In activacion de
los mecanismos de transformacion de la hormona, merced de ta suspension del tano
dopaminérgico, de manera similar al cfecto de Ja succion, que la convierten de una
forma preliberable a una liberable como efecto de una estimulacion y que se observa en fa
presencia de una mayor cantidad de prolactina fosforilada. isto sugiere que la accion de
un efecto fisiologico que representaria una funcion particular de fa hormona estimula la
fosforilacion de la PRL y que ¢sta se presenta efectivamente durante la transformacion,
siendo la forma resultante subsecuentemente liberada de la glandula. En el segundo caso,
los datos sugicren que tanto la tfoslorilacion como la polimerizacion constituyen
mccanismos de proteccion para que la hormona pueda ser conservada en la céluli sin ser

degradada y pueda ser liberada posteriormente

La caracterizacion de las isoforiuas que se abtuvieron en este trabajo a partiv de
¢l estudio de la prolactina de rata lactante, no se realizo debido a las diferencias
cualitativas que presentaron estos resultados con respecto a las caracterizaciones
rcalizadas de la hormona por diferentes autores, en otras etapas del ciclo sexual o en
otras condiciones cxperiimentales (21, 50 y 51). Sin emburgo, podemos suponer que
estas diferencias no son producto de atefactos generados por el método, y si mas bien,
resullado de las diferencias moleculares generadas en has diferentes etapas del ciclo
sexual de 1a rata, dependientes de acciones fisiologicas especificas en cada una de ellas.

Esta supasicion se ve reforzada por los resultados obtenidus para ls PRI, estandar (que

51



en este caso fimge camo un posible control para su comparacion con sesultados
presentados por otros autores) en donde, si se observaron las 4 isoformas de PRL (1. 2,

3, 3), reportadas principalmente por Octting en 1980,

Otro punto importante ¢s que pars ef analisis munoguimico de este trabajo se
utiizaron anticuerpos policlonales, que usualmente permiten hacer estudios en fos que
los resultados deben tamarse de una forma cualitativiy y observar si acurren o no cambios
inmunoquimicos en a proteing. Esto se debe a que los anticuerpos no pueden generar
pruebas conformacionales de la proteina y, su heterogeneidad, en términos de los sitios
antigénicos que reconocen en sus profeinas blanco, ¢s muy alta y poco especifica Por
estits razones, la presente investigacion proporciona en st mayoria prucbas preliminares
de fa existenciu de cambios inmunoquimicos en ls molécula de PRL durante ls factancia.
En relacion con el andlisis cuantitativo y especifico de los cambios que se reportan, ain
deben realizarse mas experimentos, empleando anticuerpos monoclonales, obtenidos
quiza para ambas formas de prolacting (fosforilada y no fosforilada) que permitan ung

identificacion mas puntual y especifica del cambio postraduccional.

Las difercncias cncontradas en la deteccion de la hormona en distintas
condiciones (fosforilada o desfosforilada) nos inducen a sugerir que la determinacion de
PRI por métodas estandar (como el Radioinmunoanalisis, RIA y otros) puede estar
subestimady y que seria entances necesario realizar modificaciones a estos métodos que

tomaran en cuenta estas diferencias.

En conclusion, se puede decir que los resultados del presente estudio, apoyan la
hipbtesis de que los cambios en la detectabilidad de ta PRL hipofisiaria estan
relacianados con meeanismos postraduccionales que involucran la polimerizacion de ls
hormona mediante la reduccidn reversible de los puentes disulfuro entre variantes

munoméricas (24 KDa) de la PRI vy, la fostorilacion de esta. Ammbos cambios serian



reatizados previamente a la liberacion de b hormona, duranie su transformacion y como

respuesta a la esrimulacion especifica

Por ultimo, también puede conclirse. que o eswdio de los cambios
postraduccionales abre una puerta para entender y eacontrar las fuentes bioguimicas que
dan orfgen a la gran variedad de acciones fisiolagicas que presentan las hormonas y en

este caso, la prolactina.

En resumen, podemas concluir fos siguientes puntos:
{- La fosforilacion es un cambio postraduccional que se lleva a cabo durante fa
transformacion de la prolactina antes de que dsta sea liberada y coma producto de ung

estimulacion especifica,

2 . La fosforilacion de la PRL ocurre ademds de los cambios en las variantes de masa de

la hormona,
3.- La fosforilacion de la prolactina genera diferentes variantes de carga de la misma.

4 - Lu fostorilacion disminuye Iy actividad inmunoldgica de la PRL y por tanto, su

inmunodetectabilidad.

ta
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