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INTRODUCCIÓN 

I.- REPRODUCCIÓN 

Entre las actividades necesarias que realizan los organismos para la vida 

(mantenimiento y desarrollo como individuos), quizá la más relevante para su 

sobrevivencia como especie sea la reproducción; la cual, lejos de ser un proceso aislado, 

es el 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 reproducción en la naturaleza, se debe a que en esta 

función convergen los mecanismos mediante los cuales los cambios genéticos tales como 

las mutaciones, la recombinación, la duplicación y muchos otros, pasan de una 

generación a otra (expuestas a la Selección Natural y al éxito adaptativo) permitiendo la 

permanencia de las características de individuos y de especies y, generando en conjunto 

la diversificación de los seres vivos y la evolución de los organismos 

Existe una polémica en cuanto a la clasificación de los tipos de reproducción 

presentes en los diversos organismos. No obstante, es posible marcar una primera 

diferencia basada en la presencia o ausencia de meiosis. Mediante esta caracteristica, los 

seres vivos se dividen en organismos con reproducción sexual y organismos con 

reproducción asexual. Para realizar una clasificación más precisa, es necesario emplear 

una segunda característica: la formación o no de gametos. Asi, considerando ambas, 

existen básicamente 4 tipos de reproducción (3): 

1 



Asexual, en la cual, no se forma ningún gameto y no hay meiosis. 

2 Ameiótico partenogenético, se forma I gameto y no hay merosis. 

3. Meiénico partenogenético, se forma 1 gameto y se presenta meiosis 

4. Sexual, se forman 2 gametos y se presenta meiosis. 

Desde el punto de vista evolutivo, es posible observar que la reproducción sexual 

se origina muy tempranamente en la escala filogenética, a partir de formas complejas de 

reproducción asexual, y que ha sufrido una serie de cambios evolutivos para dar lugar 

finalmente a las fbmias que se encuentran actualmente en los vertebrados La 

especialización de la fecundación, los factores y condiciones que aumentaron la 

supervivencia del embrión y el desarrollo de los mecanismos de cuidado y alimentación 

de las erras, han constituido los ejes principales de la evolución reproductiva en este 

grupo zoológico, en el cual, el desarrollo de los mamíferos ha sido muy diferente como 

consecuencia de las adaptaciones que han presentado. De manera similar a sus 

antecesores (los reptiles), los mamíferos ancestrales debieron poseer huevos 

principalmente telolécitos que en algún momento de su evolución fueron retenidos en la 

cavidad corporal, iniciándose así el establecimiento de una relación embrión-madre más 

estrecha. En dicha relación, el embrión empezó a recibir de la madre sustancias 

nutritivas necesarias para su desarrollo, y ello hizo inútil el vitelo del huevo, y dio lugar a 

una reducción progresiva del mismo hasta provocar su desaparición. Este proceso, llevó 

finalmente a la formación de organismos vivíparos. 

Durante su desarrollo, los mamíferos presentan una serie de cambios fisiológicos, 

morfológicos 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 la lactancia. Todos los animales de esta especie pueden 

clasificarse como reproductores continuos o estacionales segun el ciclo sexual que 

presenten, y en ambos casos, se prescrita un período (pributad) a partir del cual, se 



manifiestan una serie de cambios morfológicos, fisiológicos y del desarrollo, aso( iados 

la maduración de los órganos genitales y al desarrollo de las características sexuales 

secundarias, que dan como resultado la capacidad de reproducirse sexualmente. En los 

mamíferos, se distinguen dos patrones de actividad sexual cíclica, el ciclo menstrual y el 

ciclo estral que presentan caracteristicas morfofuncionales diferentes. 

1.1.1) La existencia de un ciclo menstrual caracteriza el patrón de actividad 

reproductiva que se observa en los primates y los diferencia del resto de los mamíferos, 

este ciclo, se denomina de esta forma debido a que las arterias que se encuentran 

dispuestas en forma espiral en el endometrio uterino de las hembras primates, quedan 

expuestas hacia la cavidad uterina, cuando se produce un adelgazamiento de la mucosa y 

el desprendimiento del endometrio (por falta de progesterona), provocando un sangrado 

llamado menstruación. En estos organismos, los cielos sexuales se repiten sin 

interrupción durante todo el año y la receptividad sexual se presenta a lo largo de todo el 

ciclo; la fertilidad de las hembras sin embargo, no es permanente, ya que ésta se pierde a 

partir del último ciclo menstrual; desde éste momento, la hembra permanece en un 

periodo 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 presentan algunos 

eventos secuenciales en el huevo (división, crecimiento, etc.) que aseguran el numero 

suficiente de células foliculares (formación de la capa granulosa, cumulas oophorus y 

células tecales) necesarias para la ovulación, la estimulado!) de la división de los folículos 

y la producción de estrógenos por las células de la capa granulosa del huevo, es 

ocasionada por la acción de la Hormona Foliculo Estimulante (rsH), la I hormona 

Luteinizante (LH) estimula en esta fase, la producción de pequeñas cantidades de 

progesterona por esta misma capa celular. Además de estos cambios que ocurren en el 

desarrollo folicular, se presentan cambios en el epitelio glandular del tejido endometrial, 

el cual se observa sencillo, con pocas ramificaciones y con poca actividad glandular. En 

la fase ovulatoria, la 1.11 (que presenta el mayor pico de secreción de todo el ciclo), 



estimula la continuación de la meiosis del oocito, la luteinizacion de las células 

granulosas (hipertrofia celular) y la síntesis de progesterona; esta última, estimula la 

actividad de las enzimas encargadas de la digestión y ruptura de la pared tblicular y por 

consiguiente la liberación del óvulo. Después de la ruptura folicular y la liberación del 

óvulo, se presenta la última fase del ciclo (fase lútea) que se caracteriza por un 

incremento en el tamaño de las células de la capa granulosa y su posterior 

vascularización, cambios que dan origen al cuerpo lúteo. lista fase, está dominada por la 

secreción de progesterona (producida por el rápido desarrollo del cuerpo lúteo) que 

actúa sobre el útero, aumentando visiblemente el grosor del endometrio en el cual, las 

celular del epitelio glandular crecen rápidamente tanto en longitud como en diámetro, se 

ramifican y alcanzan una gran complejidad. Al llegar a esta tase, las condiciones para la 

fecundación y la implantación del oocito son idóneas, sin embargo, si la hembra no ha 

sido fecundada, se produce la menstruación o sangrado, con lo que se reinicia el ciclo 

menstrual (Fig. 1) (24 y 44) . 
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Fig. 1.- Ciclo menstrual de primate la' conidinación de los ciclos ovárico (13) y inclino (1)). es 

controlada por las hormonas de la hipófisis (A) y los ovarios (e) Din ante la fase folicular, el hueco 

madura con el folículo y el nieto esta preparado para recibir al embrión. FI lulcvu maduro es 

liberado cerca del din 14. Si no existe la implantscino del embrión, la pued del (neto sc desprende 

(Tomada de. (When S F. (1991) lkyclopmeolkil IiinIngy Sitiarla Associates, Inc. Publisher:t. )191 

1,1.2) El resto de los mamíferos pueden clasificarse como reproductores estacionales. 

Este gran grupo se divide en dos subgrupos, aquellos organismos en los que como el 

perro, el gato y otros, la ovulación sucede de una manera refleja (como resultado de la 

estimulación vaginal); y aquellos en los que como los roedores, la ovulación sucede de 

una manera espontánea (asociados a las condiciones ambientales de luz). Este último 

subgrupo, presenta un ciclo estral, que se define como el tiempo transcurrido entre el 

comienzo de un periodo de reproducción y el siguiente (44). En estos individuos, la 

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



de baja receptividad o anestro durante el cual dicha actividad disminuye Ademas, a 

diferencia de los organismos que presentan menstruación;  en los reproductores 

estacionales no ocurre el desprendimiento del endornetrio uterino o menstruación. El 

ciclo estral esta dividirlo en 4 fases: proestro, estro, metaestro y diestro, las cuales, en 

conjunto son el resultado de una serie de eventos neuroendocrinos que se manifiestan 

tanto en los ovarios, como en la vagina y el útero; estos cambios permiten realizar el 

reconocimiento (por medio de un frotis vaginal) de cada una de las etapas del ciclo 

(Tabla I) de una manera sencilla 

El diestro es la fase del ciclo durante la cual la progesterona ejerce una influencia 

dominante en los órganos accesorios y la secreción de estrógenos, es el resultado de la 

interacción entre las hormonas gonadotrópicas y el desarrollo del folículo. En el 

proestro, la actividad secretora del cuerpo loteo declina y los órganos reproductores se 

encuentran bajo la influencia de los folículos y de las hormonas gonadales; debido al 

incremento de la secreción de estrógenos (que comienza en el diestro), se presenta una 

acumulación de fluidos en el útero y un aumento en la LH, que ocasiona la ovulación y 

el inicio de la formación del cuerpo tuteo. El estro está definido conductualmente como 

la fase del ciclo durante la cual la hembra es receptiva al coito; en esta fase, se presenta 

un crecimiento rápido y cornificación (queratinización celular) del epitelio vaginal 

estimulado por estrogenos. El metaestro, es un estado de transición corto posterior a la 

ovulación en el cual, los niveles circulantes de estrógenos son bajos, y por ende sus 

efectos declinan, y la secreción de progesterona comienza a incrementarse. Finalmente, 

se designa con el nombre de anestro a un periodo de tiempo variable en el cual los 

órganos reproductores se encuentran inactivos o con un grado de actividad muy bajo. El 

anestro puede persistir cuando la secreción de estrógenos y progesterona ováricos son 

muy bajos y la hembra permanece en un período de infertilidad permanente; este estado 

es similar al de la menopausia presentada por los reproductores continuos o primates 

(Fig. 2) (7, 24 y 44). 
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Fase del ciclo entra' Cambios en los ovarios filma de células co los fnnis 

vaginales 
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'falda I • Cambios en los osarios e lustologin vaginal durante el ciclo esual w ralas. 

En ambos ciclos, el proceso de reproducción y el desarrollo en general, comienza 

con la formación de los gametos (gametogénesis). Estas células que se originan en el 

epitelio germinal y que se diferencian en 2 tipos haploides (espermatozoide y óvulo, 

dependiendo del sexo del organismo), tienen como destino final la fecundación y la 

formación de un nuevo organismo. La unión de los gametos (masculino y femenino) da 

inicio a la fecundación que termina, con la fusión de los pronúcleos de dichas células 

(anfimixis), dando cuino resultado la formación de un huevo o cigoto. El cigoto, sufre 

una serie de divisiones mitóticas (segmentación) que forman la blástula que 

posteriormente se implanta en el endometrio uterino. Una vez concluido este proceso, se 

establece una fase mediante la cual las principales áreas que darán origen a los diferentes 

órganos del individuo, sufren una reorganización caracterizada por su desplazamiento y 

la formación de tres hojas germinales: endodermo, mesodermo y ectodermo 

(gastrulación). Una vez terminada la gastrulación, el embrión posee los esbozos 

primarios de los órganos que posteriormente, a través de movimientos morfogenéticos 

quedarán separados y formarán los esbozos secundarios (organogénesis) de los órganos, 

representando ésta la última fase en la formación del nuevo individuo. 



2.- CONTROL NEUROENDOCRINO DE LA REPRODUCCIÓN 

En la naturaleza existe una estrecha relación entre los factores ambientales (corno 

pueden ser: la duración del día, la disponibilidad de alimento, la temperatura y otros) y 

los seres vivos. Esta relación se observa claramente en el efecto determinante que las 

variaciones estacionales ejercen sobre los procesos reproductivos corno son los períodos 

de apareamiento, celo, anestro, migración, etc. y que se ven afectados de manera 

diferente en cada especie. En los invertebrados segmentados y los vertebrados esta 

relación se encuentra regulada por el sistema nervioso central, quien vincula el medio 

externo con el ambiente interno (metabolismo, condiciones hormonales, etc.). Dentro del 

organismo, esta comunicación se realiza mediante la participación de tres tipos celulares. 

a) células nerviosas o neuronas, que se encuentran involucradas en la recepción, 

integración, conducción y transmisión sinóptica de mensajes, y que, liberan 

neurotransmisores que se diffinden solo a corta distancia a través de la sinapsis (uniones 

entre neuronas); b) células neuroendócrinas, que además de las características de las 

células neuronales, tienen propiedades de células endocrinas y convierten el impulso 

neural en una respuesta endócrina (síntesis y secreción de hormonas); y c) células 

endócrinas, que sintetizan y secretan hormonas (mensajeros químicos de naturaleza 

peptidica), los cuales son trasportados por medio de la circulación sanguínea a los 

diferentes órganos (56). En general, los mecanismos neuroendócrinos desempeñan un 

papel fundamental en la regulación de las funciones corporales reproductoras, 

metabólicas y conductuales; las estructuras que llevan a cabo estas funciones son entre 

otras, el hipotálamo, la hipófisis, la glándula pineal y la médula suprarrenal (fig. 3). 
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Eig 3 - Ubicación de la iiiphtisis en el cerebro de rata. (Tontada de Eckert It , et al. (1990) 

Eisiologla animar mecanismos y adaptaciones EJ. Interamericana. Esp. 321) pp) 

La principal glándula endóerina que regula las funciones reproductivas y que se 

halla en íntima relación con el hipotálamo es la glándula hipófisiaria o hipófisis. De 

acuerdo con su origen embrionario la hipófisis se divide en dos partes, la adenohipófisis 

o hipófisis anterior (Ali) y la neurohipófisis o hipófisis posterior (NII). 

La porción anterior de la hipófisis, se desarrolla a partir de la invaginación.de las 

células del ectodermo del techo de la cavidad oral del embrión (bolsa de Rathke). Esta 

bolsa posteriormente se cierra y se separa de la cavidad oral por el hueso esfenoideo del 

cráneo. El lumen de la bolsa se reduce entonces a una pequeña abertura. La porción 

neural 'posterior o neurohipófisis de la glándula, se desarrolla a partir de una evaginación 

del ectodenno del piso del tercer ventriculo en el cerebro. El lumen superior permanece 

formando una depresión en el tercer ventrículo del adulto. La porción superior de esta 

bolsa mural se expande para cubrir la porción inferior del hipotálamo, formando la 

eminencia media (Fig. 4) La glándula hipófisis completa se encuentra alojada.  en una 

cuenca del hueso esfenoidal denominada silla turca. Un pliegue de la duramadre, llamado 

diafragma, se extiende a través de la silla turca y separa a la hipófisis del cerebro. Sin 
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embargo, la bolsa nemal penetra el diafragma, manteniendo su continuidad con el 

cerebro a través del tallo hipofisiario o proceso intiindibular (53). 

1)iagramit que muesita los estados (a•c) del desarrollo de la gliuidula hipófisis a partir del 

tejido nersiuso 	, dando lugiu a la newohipólisis) y (ejido epitelial (la bolsa de Raihke iiunw 141 

Ildenohipótisis. Pan 111311711S 	par: inierediu 	, y pan 'libarais ) (Tomada de Wallis M., 

limen 5.1, y Tayloi K.W. 1955 'Me hiochemestry oí the pollpeptide hormones) 

Debido a su función, el suministro de sangre a esta glándula es particularmente 

importante. El tejido neural es irrigado por la arteria hipolisiaria que presenta dos 

ramificaciones: la porción correspondiente al proceso infundibular se irriga 

principalmente de la arteria hipotisiaria inferior, y el tejido neural superior de la bolsa y 

de la eminencia inedia están irrigados ampliamente por la arteria hipofisiaria superior. El 

plexo capilar de esta arteria drena hacia el seno ducal por la vena eferente. Los vasos 

portales de la arteria hipofisiaria forman un grupo de largas venas, que llevan la sangre 
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hacia la parte inferiot de la adenolnpótisis. Este plexo capilar que suministra de sangre a 

las células del sistema endticrino, drena de igual forma al seno ducal (hl 5) 

Fig. 5.- D'apuna do los vasos sanguincus y las uniones 111:1110:1:1 del hipotálamo) 11 itipúlisis. 

(Tomada licketl R., in al. (1990) Fisiología animal: mecanismos y adaptaciones FA 

Inlentinclicana, lis!). 320 pp.) 

En el hipotálamo existe un grupo de neuronas magnoceltdares (denominadas asi 

por su tamaño) de donde derivan los axones que componen el 42% del volumen total de 

la NI I, dichas neuronas se encuentran agolpadas en dos núcleos, el paraventricular y el 

supraóptico del hipotálamo. Estas células sintetizan, entre otras, 2 hormonas peptidicas, 

la oxitocina (0X) y la hormona antidiurética (AMI). Las cuales son transportadas en 
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101111a granular por los axones hasta el lóbulo posterior de la hipófisis, donde se 

almacenan en las terminales axónicas. La estimulación eléctrica o química de los cuerpos 

celulares y la depolarización de sus terminales nerviosas, da lugar a que el contenido de 

los gránulos se libere por exocitosis y sea vertido a la circulación periférica vía el plexo 

capilar de la arteria hipofisiaria inferior (4). Además de sintetizar éstas hormonas, en el 

hipotálamo existen neuronas que producen hormonas y/o factores liberadores e 

inhibidores de la secreción hormonal hipofisiaria los cuales, viajan por los axones hasta 

la eminencia media, en donde son almacenados en gránulos neurosecretores. Estos 

gránulos son descargados posteriormente a una estimulación de las células hipotalámicas 

y transportados por el plexo capilar portal de la arteria hipofisiaria superior (sistema 

portal hipotálamo-hipolisiario) hasta las células blanco en la adenohipófisis las cuales 

reaccionan incrementando o disminuyendo la síntesis yío la secreción hormonal. 

Finalmente, las hormonas liberadas de la adenohipófisis entran a la circulación periférica 

vía el plexo capilar de la arteria hipotisiaria inferior (53). Esta relación vascular 

hipotálamo-hipófisis, permite la secreción hipotisiaria de las hormonas que, a su vez, irán 

a regular la sercerción de las hormonas que determinan las funciones tiroideas, adrenales, 

reproductoras, de crecimiento somático, lactancia y del metabolismo hídrico (Fig. 6). 
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Fig. 6.- La hipófisis, sus hormonas (se indica los cslimuladores de su liberación) y sus ótlanus 

blanco. 
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En los mamíferos, la parte anterior de la hipófisis se encuentra dividida 

morfológicamente en tres regiones: pars distalis . en donde se encuentra la mayor parte 

del tejido secretor, pass wheralis, que se desarrolla alrededor del pedúnculo hipotisiario 

y, pars intermedia, que en algunos casos se encuentra parcialmente tbsionada a la 

neurohipolisis (Fig. 7). Utilizando diterentes métodos eitoquímicos, se han distinguido en 

la adenohipúfisis cerca de 6 tipos celulares y, la presencia de por lo menos 10 péptidos y 

proteínas con actividad hormonal 

Por sus relaciones estructurales, las semejanzas en sus actividades biológicas y 

por presentar un probable origen evolutivo común, estas hormonas se agrupan de manera 

natural en 4 familias que son: 

a) Las hormonas neurohipofisiarias: oxitucina (OX) y vasopresina u hormona 

antidihurética (AD1-1 o VP); 

b) Las corticotropinas polipeptídicas: Hormona Adrenocorticotrópica (ACT1-1), 

Melanotropina (Hormona Estimulante de Mclanocitos, MSH), Lipotropinas (LPII) y las 

endortinasi 

c) I.as proteínas hormonales somatotrópicas: Hormona del Crecimiento (G1:1) y 

Prolactina (PItL); y 

d) Las glicoprolcinas: Hormona Estimulante de Tiroides (TS11), Hormona Luteinizante 

(1.H) y Hormona Folículo-Estimulante (FSH) 

(63) (Fig. 7 y Tabla 2) 
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Nombre de la! Abre- 
hormona 	i viatura 

i 

Naturale- 
za 

Química 

Pobla- 
ción 

celular 
. 

Estimulación 	1 Inhibición 1 	Acciones 	 Principales Acciones 
por 	

t 
t 	por 	Ii 	mediadas 
t 
! 	 por 

i 	
i 
i 

LÓBULO 
 

POSTERIOR  
Oxitoeina OX péptido 

residuos) 
I succión vía colinergica, 
!nasadrcrie•gica y-  parro 
I 

ocio:dm-salina 
supnirenal 

Estimula la evacuación láctea por medir de la contracción
(9 de las celabas rnioepiteliales del alsonio de la glandula 

mamaria s estimula la contracciór. merina 
Vasopresina u 

Hormona 
Anticliurética 

VP 
ADH 

pelando 
(9 residuos) 

1 cambio de osmolaridad, 
I cambio ea: el diámetro de 
',asas sanguineos, 
incremento de Na en ci 
liouido cerebro espinal 

eatecolarninas Atunera 	la 	presión 	sariguirea 	; 	cierce 	una 	rancio:, 
anuda:renca 

LOBULD 
ANTERIOR  

Melanotropina 1 	MS}( 
i (13-22 

residuos) 

peptido Ocvsiona 

1i  

oscurecimiento 	cn 	la 	piel 	especialmente 	en 
anfibios, incrementando la simas, de melanina en los 
roelanoforos y melanocitos 

Corticotropina I 	AC71-1 polipéptido 
(13 residuos) 

20% 

. 

AMI, agonistas a 	ACTII, opioides 
akentOgicos, antagonistas I 	y crIccf4Iinzs 
p adrenergioas, se-otoruna I 
y aOido y arninobutirico 
(GARA) 

ademlato ciciasa Sc libera eiri-acticarnente y regula el crecimiento s secreción 
de la corteza acitenal. 

Somatotropina I 	Gil 
STI I 

I 
i 

proteína 40-50% GHRH (factor liberdor de 	1 	IIGH (factor 
Gil). houlaiiia tiroidea, 	1 	ir-libido: de 
cortisol, dopanaina, 	! 

I, 	
OH). 

smotonma, agonistas a 	1  
ad:enérgicos, GAFA y 	; 
cricefalinas 	 1 

somatornediria Estimula el crecimiento y desarrollo sorr.abco postnatal, 
presenta una acción robra el mirto Mismo de rerszeinac 
carbohidratos y cr asas 

Prolactina 	I 	L 

1 
I 

proterva 10-25% estrógenos, TRN (factor 	i 	doparnina, 
liberador de TSH), 	1 	agonistas 
antagonistas de dor:a-Mina, I doparnincgicos, 
opioidcs, scrotonina, 	l 	PRL, GAGA: 

a metil donas VII' 	1 	norepmernna 

Ca—, fosfato de 
mositol 

Presenta acciones relacionadas con la reproduccion. corno 
la actividad lactogenica; efectos en el metabolis-rno lipidico. 
acciones sobre las estructuras ecrodcrrnicas, 	efectos sobre 
el sistema 	izzolusolázico, efectos sobre el crecimiento s 
desarrollo v acciones relacionadas con el control hídrico.  

Tirotrepina 	TS11 glicoprotaina 
(2 

subunidades) 

3-5% TEN 	 j 	Doparnina 
1 	Sornatostatina 
i 	T3 '. T4 

.P2,4' Regula el 	crecimiento y metabolismo 	de 	la 	glándula 
tiro-idea 

Folitropina 	ES11 
Lutropina 	1 	1.1! 

1 

glicoproteina 
(2 

subunidades) 

10-15% antagonistas 	crioides 	y 1 	drpamiria 
LI-112H (factor liberador de I 	4idortinas 
LII v FSH) 

aelciilato eielasa 
y cA.M.P 

Reculan el crecimiento y-  maduraeión puliera), procesos 
reproductivos 	y 	la 	sic:recién 	de 	hormonas 	sexuales 
eatcoideas. 

* El porcentaje de las celabas se indica a partir del total de la población celular de la glándula hiporisiaria de un humaro adulto (54 y 63) 

Este porcentaje Varia de acuerdo al estado fisiológico (edad. seso. etc.). 

Tabla 2.- Se muestran las hormonas secretadas por la hipófisis, los factores que regulan su secreción y sus principales efectos 
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Fig. 7.- Esquema de las legiones de la hipófisis (lóbulo afilcliol, intermedio y posterior) y los 

l'actores y hormonas que son liberadas en cada una de ellas . (''inmola de Eskeit R., el. al. (19111) 

Fisinloght animal: mecanismos y adaptaciones. lid. Inteuenelicana. Esp. 321) pp.) 

Dentro de toda esta gran variedad hormonal, la prolactina es una de las hormonas 

que han tenido un papel muy importante en la evolución fisiológica de los vertebrados, 

presentando en todos estos organismos una gran heterogeneidad funcional fisiológica, 

que le confiere a su estudio un gran importancia. 
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3.- EVOLUCIÓN DE LA PROLACTINA 

Dentro de la familia de las hormonas somatotrópicas, se encuentran como se 

PICIleinitá anteriormente la 	y la PRI.; cuyas moleculas presentan aproximadamente 

un 25% de homología (63), y en la mayoría de los aminoácidos en que digieren, se 

reflejan remplazamientos conservativos. De acuerdo con esto, una de las teorías 

evolutivas más aceptada para explicar el surgimiento de la prolactina, plantea que en 

algún antecesor de los vertebrados o muy tempranamente en éstos, probablemente en el 

Paleozoico (4 x Id años), se produjo la separación entre estas dos hormonas a partir de 

una duplicación genética; tiempo más tarde, una segunda duplicación a partir de la (i1-1 

debió dar lugar a la llormona Placentaria de primate (PI) (Fig. 8). La lasa evolutiva que 

presentan estas hormonas es muy baja, por lo que tienen un importante grado de 

conservación (64). 

S,- Ár bel evolutivo de lo !India de la lionntain de crecimiento y prolactina hui especies echa 

indicadas por las letras pequeñas: fi, humano, o, ovino, h, hocino: p, cerdo. r, rata. e, equino, w, 

hullera CiTI, hormona de crecimiento; PRI „ prolactina; PI, hormona litelogenica placentatio. 

indica la duplicación pellica, 	indica una divergencia específica sin duplicación. (Tomada de 

Wallis M., I linvell 5.1;. y l'olor K.W. 1585 llar hiocheinestly of the polipcpuile hormones) 
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La PRL presenta una gran diversidad de acciones fisiológicas, y esta 

heteiogeneidad limeional sugiere que la hormona ha jugado un papel importante en la 

diversificación fisiológica de los vertebrados durante su evolución. En general, si nos 

referimos a la historia evolutiva de las funciones que presenta, podemos comenzar con la 

acción temprana que tiene la PRI, sobre el control de la hoineostasis electrolitica, la cual 

es persistente en los vertebrados acuáticos. Así, en anfibios, se conocen sus acciones 

sobre el crecimiento y desarrollo, asi como sus efectos metabólicos y de las funciones 

osmorreguladoras, mientras que, en los mamíferos, la PRI. ejerce acciones sobre el 

crecimiento de órganos específicos asociados o no a la Ihnción reproductora, ademas de 

estar thertemente ligada al proceso fisiológico de la producción láctea (23 y 47). Todas 

estas acciones de la PRL en vertebrados sugieren que la ontogenia de la hormona 

recapitula la filogenia de las fimeiones de la PRI, en estos grupos (47) 

• Finalmente a pesar de la gran l'ontología existente entre las PRLs de diferentes 

especies, se ha demostrado la presencia de procesamientos mímanos y modificaciones 

postraduccionales que le confieren a la hormona la posibilidad de generar variaciones 

importantes en sus actividades biológicas, dependiendo del cambio ocurrido por dichos 

procesos. El o los significados fisiológicos que puedan tener estos cambios aún no están 

del todo claros, pero su existencia sí presenta fuertes implicaciones sobre la evolución 

molecular y fisiológica de esta proteína y para explicar la multiplicidad de sus acciones en 

las diversas especies. 
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1. 4.- CARACTERÍSTICAS 11101.E(.1.11.AltES DF LA PROLACT1NA 

El descubrimiento del efecto de la PRL sobre la glándula mamaria se llevó a cabo 

en 1928 por Stricker y Gmeter, cuando se demostró que la inyección intraductal de un 

extracto acuoso de adenohipófisis era capaz de estimular la sintesis de la leche en la 

glándula mamaria de conejas pseudoembarazadas (46). Posteriormente esta respuesta se 

observo en perros, cerdos y vacas. El compuesto responsable de dichos efectos fue 

aislado en 1933 por Riddle, Bates y Dykshorn quienes le asignaron a la hormona el 

nombre de prolactina. 

Los genes de la (india hormonal a la que pertenece esta hormona han sido bien 

caracterizados y se ha descrito que todos ellos presentan 5 exultes de una longitud 

relativamente constante. La PRI, de la rata está formada por un solo polipeptido de 199 

aminoácidos y su purificación resulta dificil de realizar, dado que presenta una gran 

similitud en peso molecular con la Gil quien está compuesta de 191 aminoácidos. La 

característica estructural que distingue a la PRI- de la GI I es la presencia en la primera de 

un puente disulfuro en el extremo amino terminal. Sin embargo esta característica no es 

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

La PRI. tiene 3 puentes internos de disulfuro que forman tres asas (a excepción 

de la PRL de caballo y de los teleósteos que presentan 2). la ruptura de los cuales 

provoca la pérdida completa de su bioactividad. En la rata, estos puentes o enlaces, se 

encuentran entre los residuos 4 y 9 anulando el asa amino terminal, entre los 

aminoácidos 56 y 172 formando el asa central y entre los aminoácidos 189 y 197 para 

dar origen al asa carboxilo terminal (Fig. 9) (53). El 50-60% del polipéptido se encuentra 

organizado en alfa hélice (48) y, a pesar de la gran semejanza que existe entre las PRI.'s 

de diferentes organismos, las secuencias de aminoácidos se consideran especie-

específicas. Al realizarse la comparación de secuencias entre diversos organismos, la 
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PRL que presenta mayores diferencias (cerca del 40% de diferencia del total de 

aminoácidos contenidos) es la PRI. de rata (63). 

Vig 9.• Esquema de la estructura de la prolactina de tala. (Turnada de Earlusk Al'. y Shutie 11. tal 

Prolactin the Emite linear Aminnacid Sequence. in. Fed Proc. (1976)35:219.) 

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

La Prolactina es una hormona fisiológicamente muy versátil 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 

Y EFECTOS 

DESCRITOS 

FISIOLÓGICAS  

ORGANISMOS 

..—..........—... 
TELEOSTEOS ANFIBIOS REPTILES AVES MAMIFEROS 

 

Acciones relacionadas 

con  el control de agua Y 

el balance electrolidco. 

Decremento del flujo de :va. y de la 

permeabilidad branquial: decremento 

de 	la 	absorción 	tic 	ama y 	NaCI 

intestinal e incremento de su absorción 

en la vejiga urinaria; decremento de la 

excreción renal de N.' , incremento de 

la 	tasa 	de 	filtración 	glorneruls 	y 

resistencia 4 estrés generado por altas 

temperaturas. 

¿sudo a las larvas a ajustarse a 

su medio hipotonico, estimula la 

habilidad de algunas 	especies 

para la absorción ionice en las 

Manqueas 	y 	estimula 	el 

transporte de agua y 	Sla-  a 

trae. c' t La vejiga 

Acta. 

sinergeticsmente can 

corticortercides en la 

restauración 	ole 	la 

Composición normal 

del plasma 

Puede tener efecto sobre la glandula 

nasal. 

I Probablemente 	ecortribuye 	a 	regular 	la 

esrnorregulación en ti embrión. Presenta cte.rs en 

el transporte de agua y unes er el 	intestino. 

participa en La regulación dei transporte ile fluido,  y 

penes en la glándula Mamaria.. incrernenu la tara 4-

exonecion de Sta- . hl.- y- agua . 

Acciones relacionadas 

con la reproducción 

Desarrollo paternal, goma:binen:neo y 

me:imagines., crecimiento y secrecion 

do calculas seminal.. 

Secreción 	de 	la 	gelatina 	del 

oviducto, espermakistnico yio 

antiespermalogenico 	 Y 

estimulación de la conducta de 

migración de las larva hacia el 

agua 

¿caos 

antigonadotropiu 

Producción de 	la 	leche 	de buche, 

posesión de la placa de incubación, 

aintigonadid. inquietud preanigratoria, 

mpresient de La fase reproductiva de! 

ciclo 	sexual. 	desarrollo 	del 	tracto 

reproductivo 	femenino 	Y 

comportamiento patental. 

Estima ación y desarrollo de La glándula mamaria 

eitimulacion de la unten, de leche. mantenimiento. 

secreción del cuerpo loteo en ratas, ratones y l'une, 

desarrollo pare:n.1 y tunceon errerniidiageniu. 

Efectos sobre el 

crecimiento y 

desarrollo. 

Están ulazión 	del 	crecimiento 

Sigilar-Sigilar- glándula 

ahmulación del desarrollo de la 

acoceó. del crecimiento 

larval . de bránqueas y cola y. de 

la regeneración. 

fatimulaieutri 	del 

crecimiento somatice 

y 	regeneramon 

caudal. 

Demrrollo prenatal y crecimiento de 

plumas. 

Lstimulacuin de la actividad y desarrollo de la 

glandula premicial y sebácea 

Efectos metabólicos. 

Ararnulazion de firnytos v estirmilación 

nroidea. 

Flitterglicem. o diabmogénems y 

surradreion lipidica 

Reducción 	del 

deposito 	lipidice 	e 

biperfagia 

Hiperglicemia 	o 	diabetogenen 	y 

acumulación lipidica 

Autimulacion bpidics mo.rnenta de colesterol en 

les 	testiculm, hiperglicemia c• 	laabetnencTis 	v i 

actividad renotrófica. 

Acción sobre las 

estructuras 

ectodérmicas. 
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I. b.- SiNTESIS, CONDENSAMIENTO 
SECRECIÓN DE LA PROLACTINA, 

La prolactina es producida en células de la adenoltipófisis llamadas lactotropos o 

inamoiropos; en estas células la cisterna del retículo endoplasmático rugoso es 

generalmente abundante. Al igual que la GIL la PRI. es sintetizada como un precursor 

(pre•prolactina) que presenta una secuencia peptido señal de 25 a 30 aminoácidos de 

largo, agregados en el extremo tanino terminal de la proteína. La incorporación de los 

aminoácidos que forman la PRI, ocurre en los ribosomas del retículo endoplásmico 

rugoso. La PRI, recién sintetizada es transportada entonces al aparato de Golgi (12). En 

las cisternas de dicho aparato se lleva a cabo la concentración de la hormona, en gránulos 

inmaduros, la fusión de los cuales da lugar a gránulos de mayor diámetro, considerados 

como gránulos maduros o granulos secundarios (12). La agregación de la PRI. en 

gránulos inmaduros y de éstos en gránulos maduros requiere de energia para mantener el 

gradiente de pl1 a pesar de que el proceso sea pasivo. La cisterna trans del aparato de 

Golgi es más ácida que el retículo endoplasmático y esta acidificación puede facilitar la 

agregación de las moléculas (55). La forma de los gránulos inmaduros es más variable 

que la de los maduros porque están formados a partir de la agregación de gránulos 

pequeños derivados del interior de los sáculos del aparato de Golgi. Los granillos 

maduros son cilíndricos u ovoides y tienen un diámetro que puede alcanzar de 600 a 900 

nm (Fig. 10) (54). 
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En la hipófisis de la rata, la membrana de los gránulos está usualmente separada 

del contenido por un espacio y presenta una alta resistencia a la variación de pul y de 

sustancias que generalmente ocasionan la solubilización de gránulos. La gran variedad 

morfológica que tienen, sugiere que su contenido molecular está fuertemente organizado 

en una estructura relativamente estable, es decir que la hormona se encuentra en 

agregados polirnéricos o unida a otras moléculas (15), Esta estabilidad, que es producida 

por la polimerización de la molécula, se demuestra al observar que la conversión de la 

hormona empaquetada con alto peso molecular a una forma con menor peso molecular 

incrementa la presión osmótica dentro del gránulo y que resulta en la ruptura de éste 

(31). 

Para la liberación de la PRI, contenida en los gránulos, éstos migran a la 

membrana plasmática celular, a la cual se fusionan creando un espacio que permite el 

paso del contenido granular al espacio perivascular, liste proceso se ha denominado 
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exocitosis O ennocitosis. Después de 21 horas de que se presenta una inhibición de la 

secreción hormonal los gránulos se fusionan con lisosomas para que el exceso de 

gránulos secretores sea digerido, proceso conocido como crinnfagia (Fig. 11) (54 y 60). 

Hl 11 • Diaginina del proceso implicado en la lórinación de glitauluN de prolaciina (1-5), su 

secreción por ext>cilosni (6) y su degradación por crinoragia (fl). (Turnada de 	M , ei al 

Endocritiology. (1978) Vol. 102, 269-311) 

Shenai y sus colaboradores, han encontrado que la síntesis de la PRL esta 

representada como un proceso no-lineal. Este fenómeno puede deberse a que la 

degradación y secreción de MIL recién sintetizada no presenta una acumulación lineal 

dentro de la célula, ya que la PRI.. contenida en los gránulos no es procesada 

eatinuamente y la que acaba de ser sintetizada no es degradada hasta que se encuentra 

incorporada a los gránulos (Fig 12) (57). 
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Fig. 12.- Incorporación de 1.1311 'emana en la prolactina de lata pa tejidos de hipófisis incubados 

con medio 199. Se muestra 18 concentración de P111, mareada en el medio ( ), huniukienados 1 ) 

ambos combinados ( ). (Tomada de Sirena' 11. Y Wallis M. Idiochern. J. (1979) 1112 735-743) 

Sin embargo, por otra parte se ha demostrado que el tiempo de empaquetamiento 

y el grado de madurez intracelular de la hormona determinan la viabilidad de esta para su 

transformación en una forma liberable. En este sentido se considera que la PRI. madura 

es aquélla que es sintetizada de 4 a 8 horas previas a la liberación. La hormona joven es 

sintetizada en I lir o antes y, la PRL vieja es aquélla que es sintetizada de 16 a 24 hrs 

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

En una rata en etapa lactante y como respuesta a la succión de las crías, se 

presentan dos fases en la secreción de la prolactina. La primera de ellas es la conversión 

de la PRL madura en una forma liberable, proceso que ocurre rápidamente y se 

caracteriza por una pérdida en la detectabilidad de dicha PRL. La segunda fase 

corresponde a la liberación de esta forma de prolactina al flujo sanguíneo (20). 
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La secreción de PRI_ de la hipófisis está bajo el control inhibitorio tónico de la 

&mantilla (DA) hipotalamica, la cual después de ser liberada de la eminencia inedia a la 

vena hipolisiaria portal, se une al receptor especifico en el lactotropo generando una 

serie de eventos Unicelulares que concluyen en la inhibición de la liberación de la 

hormona (ésta inhibición actúa mayoritariamente en la secreción de las prolactinas recién 

sintetizada y vieja) (27, 33 y 34). La estimulación física de la liberación de la hormona, 

una vez que ha sido transformada se encuentra regulada por otros factores hipotalarnicos 

como la hormona liberadora de tirotropina (TRIÓ) y el péptido vasoactivo intestinal 

(VIP) (27, 33 y 34). El primero de estos factores causa un rápido incremento en los 

niveles de fosfato de inositol y diacilglicerol, además del aumento en la concentración 

interna de Ca' ; y el segundo, actúa en la célula activando a la enzima adenilato ciclasa 

(27, 33 y 34). 

1.6.1) SECRECIÓN DE LA PRL DURANTE EL CICLO REPRODUCTOR. 

A) Prolactina durante el ciclo estral. 

Durante la mayor parte del ciclo estral en la rata, los niveles de secreción de PRL 

son bajos y se asemejan casi todos al reportado durante d diestro, en el cual la 

concentración de PRL en el suero va de 10 a 20ng/U (1 y 13). Sin embargo, en el 

periodo comprendido entre la tarde y la noche del proestro, se advierte un aumento en la 

secreción de la hormona que se mantiene durante el estro y que equivale a 68.5 *. 7.4 

ng/ml (1), presentándose el pico más alto por la noche. Se ha observado que el aumento 

en la secreción de PRL en esta fase del ciclo estral, se acompaña por picos similares en la 

secreción de LH, FSI-1 y progesterona. Todos estos están precedidos y son estimulados 

directa o indirectamente por una elevación en la tasa de secreción de estrógenos por los 

foliculos (Figs. 2 y 13) (13). 
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Fig. 13.- Cambio diarios de la concentración de PIII, e.n el suero de rata I) diestro, PE inoestro, 

estro y MF = mentestro (tomada de Atnerininorr Y, el al. Endocrinology (1'170)&., 506.510) 

13) Prolactina durante el embarazo. 

Cuando la cópula se realiza durante el estro o la noche anterior (proestro) y 

ocurre la fecundación, se han observado que aparecen dos picos diarios en la 

concentración sanguínea de la hormona. Estos picos reflejan la secreción de PRI., (uno 

registrado por la mañana y el segundo por la noche) de aproximadamente 250 ng/m1 cada 

uno y permanecen durante los primeros 4 dias (5 y 13). Posteriormente, la secreción de 

la hormona decrece gradualmente manteniéndose hasta los dias 11-12 del embarazo y 

después decae durante el resto de la gestación (1). Este decaimiento en la secreción de 

prolactina por la hipófisis puede ser debido a una inhibición de la secreción ejercida por 

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

Durante las últimas fases del embarazo se presenta un aumento en la secreción de 

estrógenos ováricOs, y se ha sugerido que dicho aumento modifica la relación de 
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estropenos/progesterona. lo cual determina la estimulación de la secrecion de prolactina 

poi la hipófisis (Figs. 2 y 14). 

Fig. 14.- Diagtania sobre la concentraciiin de Pltl, en el suero de rata durante el emita:tilo y después 

dei ixitto El Hillnerll de tatas utilizadas en cada grupo, se indican en cada barra. (Tomada de laison 

11 y.' Smith V. 1974 Lartatiun a Coininclictisire Treatise Academie Press NY E II ) 

Existen organismos en los que, sin haber ocurrido fertilización y por tanto 

embarazo, acontece una interrupción temporal de la ovulación (proceso conocido como 

pseudoembarazo). Este puede ser inducido por el apareamiento de la rata con un macho 

estéril o por estimulación mecánica del cervix uterino. En estos casos, al igual que en el 

embarazo, se registra la presencia de 2 picos de secreción (uno diurno y otro nocturno) 

de PRI.. Estos picos se mantienen elevados (RO ng/n11) por lo menos durante los 

primeros 6 días y se observan con menor magnitud (:1 lighnl) hasta los días 9 y 10 (Figs. 

2y 15)(14). 

2 7 



roble ~be. 

ii 
1. 

o 

w 0 el ■ 11 11 01 II 1 14 01 11 

ISA 1 	1 	11*1 	1141 	lli•I 	his 

Itip, 15.- Concentración de P141. en el tuero de ritos psenduendnuniadas. (Fumada de heenian. el. 

al Podocrinnlogy (1974) 94,111541112) 

I)) PRI. durante la lactancia. 

Uno de los efectos más conocidos y de mayor importancia de la PRL, es su 

acción sobre el desarrollo de la glándula mamaria y durante la lactancia. Esta glándula 

accesoria es una de las más importantes de la piel. Su forma, número y organización 

varia de una especie a otra. En la rata, se presentan 6 pares de glándulas mamarias: tres 

torácicas, una abdominal y dos inguinales. 

El parénquima de éstas glándulas está formado por alvéolos que drenan en 

conductos que convergen y dan lugar a doctos cada vez mayores que finalmente 

desembocan en el pezón. En la rata, los conductos mamarios convergen en un solo 

conducto principal o galactóforo. Cada alvéolo está constituido por células epiteliales 

secretoras de leche, y tanto éstos, como los conductos de calibre fino, están revestidos 

por células mioepiteliales contráctiles (6). Todo el parénquima está revestido a su vez 

por tejido conectivo que posee abundantes vasos sanguíneos y fibras del músculo liso 

(Fig. 16). 
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Fif 16.- 'diagrama de la red sanguínea y las células minepiteliales aliededo: de los alveolos 

mamarios (Tomada de Kon ti v Cuwie A (1961) 	the Al:ululan-y' (il nd and jis Secrelion. Vol 

I Academie Hes% NY. El 1 ) 

La inervación aferente de la glándula mamaria está constituida por fibras 

sensitivas provenientes fundamentalmente de receptores ubicados en el pezón, la piel 

cercana al mismo y en el parénquima mamario. Estos receptores son sensibles al tacto y 

a la presión. La inervación eferente es de naturaleza simpática y se localiza 

principalmente en los vasos sanguíneos, el tejido conectivo y el músculo liso (6) 

Durante la pubertad, el crecimiento y desarrollo de la glándula se encuentra bajo 

control estrogénico, aunque también participan la (iH y la NI.. Durante el embarazo, el 

desarrollo de esta glándula involucra la formación de algunas ramas (Metales adicionales 

y el desarrollo de alvéolos; lo cual es regulado por estrógenos, progesterona, 

glucocorticoides y PRL. La secreción de la leche es inhibida por progesterona y 

posiblemente por estrógenos 
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lin el desarrollo de la glándula intervienen de manera secuencia! y en paralelo. 

diferentes hormonas que poseen diferentes jerarquias de acuerdo a diferentes estados 

fisiológicos (Fig, 17): 

) Así, durante la pubertad, se presenta la proliferación y el crecimiento de la glándula. 

El proceso es inducido in viera por insulina que estimula la síntesis de DNA, la formación 

de RNA y la tbsforilación de nucleoproteínas; la vivo, esta estimulación parece estar 

dada por la acción de estrógenos de origen ovárico y por tiroxina (63). 

2) Durante el embarazo se desarrolla la diferenciación de la glándula Esta fase puede ser 

inducida in vitro por corticosteroides que estimulan la producción de retículo 

endoplasmático y aparato de Golgi en las células, in vi" este proceso parece estar 

inducido por estrógenos y progesterona placentarios, por prolactina y por 

somatotropinas (63). 

3) Durante la lactancia se produce una diferenciación terminal, la cual es inducida in 

vitro e in vivo por la l'U, y como resultado de ello las células adquieren la capacidad de 

producir y secretar las proteínas lácteas (caseína, lactalbumina, etc.) (63). 
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Fig. 17. Iliagranni que ilustra el desimullo (le la glándula mamaria y el papel que juegan las 

hormonas mi este proceso' ST11, liotinona de crecimiento, 1', prolactina lt, estrógenos 

eurticuestewides. (fumada de W anis M., lloac1l SI. TaYlor K.W. 1985 The FluclieinestrY' 

iudymilide licluoues) 

1.a lactancia es un proceso fisiológico que al igual que muchas otras fases del 

cielo reproductor, se encuentra regulado por mecanismos neuroendócrinos bien 

establecidos. La evacuación láctea sucede como respuesta a la estimulacion, por la 

succión de las crías, de los receptores situados en los pezones de la madre. De esta 

activación se genera un impulso nervioso aferente que llega al sistema nervioso central y 

provoca la liberación de oxitocina por la neurohipófisis, a su vez, la oxitosina en el 

(urente sanguíneo llega finalmente a la mama y mediante la activación de receptores 

específicos da lugar a la contracción de las células mioepiteliales de la glándula mamaria 

Dada la ubicación anatómica de estas células (Fig. 16) su contracción trae consigo una 

reducción del volumen alveolar, y una dilatación y acortamiento de los conductos, dando 

lugar a la expulsión de leche (6). En la rata, la evacuación láctea no ocurre 

inmediatamente después de iniciada la succión, sino que sucede después de mi período 

de aproximadamente 10 minutos (6). 
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Por otra parte, con relación al electo de la succión sobre la secreción de PRL, se 

ha sugerido que dicho estimulo modifica la sensibilidad de la AH para responder a la 

acción de los secretagogos hipotalámicos y que uno de los principales efectos de la 

succión parece ser el de inducir una sincronización de los lactorropos para la liheiación 

de PRI., siendo más sensibles dichas células a la estimulación por 'HM y la inhibición por 

DA (43). 

Durante los 21 días del periodo de lactancia en la rata, se observa una alta tasa de 

secreción de PRL. A diferencia de la regulación interna de la secreción de PRL por los 

esteroides ováricos que se presenta en el ciclo estral, durante la lactancia la secreción de 

prolactina está sujeta al control de los impulsos aferentes generados por la succión y 

como consecuencia de esto, la PRL es liberada fasicamente durante dicho período. 

En el proceso de lactancia, la PRL actúa específicamente en la membrana 

plasmática de las células del epitelio de la glándula mamaria en donde se engarza 

covalentemente a su receptor, después de lo cual una considerable porción de la 

hormona o del complejo hormona-receptor es internalizado y situado dentro de la célula 

blanco en vesículas endociticas pegadas a la membrana. Estas vesículas pueden ser 

degradadas por lisosomas o desplazarse al núcleo de la célula en donde realizan acciones 

directas y/o indirectas a través de provocar la activación de proteínas unidas a AMPc y 

proteínas cinasas que participan como segundos mensajeros en el proceso de interacción 

entre la hormona y la respuesta a nivel genético. Ambas acciones resultan en la alteración 

de la síntesis de algunas de las mimas implicadas en la producción de los componentes 

lácteos, corno son la lactosa sintetasa y enzimas del metabolismo de Jipidos incluyendo 

Acetil-CoA carboxilasa. Además, el complejo hormona-receptor tiene la capacidad de 

activar la ATPasa Na'/K' que ocasiona cambios jónicos dentro de la célula y afecta al 

aparato de (iolgi (Fig. 18) (10 y 63). 
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Fig. 18 - Esquema del mecanismo por el cual la proladina puede estimular la fostintlación de 

pinteinki en la glándula inamatia, por medio de la marina CI111153 depevidienla de AMPO La s 

representa un segundo mensajero putativa que puede mediar el efecto de la hormona a nivel del 

núcleo o a unos niveles. (Tomada de Wallis M.,Ilowell S I.. y 'Castor K.W. 19115 'Ilve Inooltemestly 

oída: polypeptide l'enviones) 

1.7.- HETEROGENEIDAD MOLECULAR DE LA PROLACTINA 

Se han documentado más de 100 efectos biológicos distintos de la PRI., 

extendiéndose éstos como ya se mencionó, desde el desarrollo mamario y la lactancia en 

mamíferos, la osmorregulación en peces, el comportamiento de anidación en aves, hasta 

el crecimiento y la metamorfosis en anfibios. La pregunta que muchos autores se han 

hecho es: ¿cómo una hormona con tales características genéticas y moleculares puede 

provocar tan variadas respuestas fisiológicas?. La demostración de la existencia de la 

hormona en diferentes formas moleculares y la heterogeneidad que esta presenta como 
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consecuencia de cambios postraducionales, permiten abrir una puerta para responder 

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

En 1971 Karen Swearingen observó a partir de experimentos in viere, de 

incubación de adenohipótisis provenientes de ratas tratadas con estrógenos y mediante el 

marcaje isotópico de PRL, y a través de establecer las diferencias entre la pérdida de la 

hormona marcada en el tejido y su secreción al medio de incubación, la presencia de poi 

lo menos dos formas de PRL; una de ellas no detectable en el tejido y detectable una vez 

que es secretada en el medio, y la segunda detectable continuamente (61). Este es uno de 

los estudios que han sugerido que las diferentes formas de la hormona están asociadas 

con cambios intracelulares y la secreción de PRI. de los tnamotropos. 

En la rata lactante, bajo la influencia de un estímulo neurológico como la succión, 

la prolactina madura de la AH presenta un rápido proceso de depleción-transformación, 

transitando de una forma preliberable a una liberable. Este proceso es reversible y la PRI, 

que es transformada, es liberada constantemente en la circulación con una tasa de 400-

600 ng/min. Esto ocurre simultáneamente a la repleción de la hormona depletada que 

queda empaquetada en la MI. Si la estimulación neurológica se mantiene un período 

suficiente de tiempo, el total de la prolactina liberada en el plasma eventualmente se 

aproxima al total de la PRL depletada dentro de la hipófisis (18 y 19). Este proceso de 

depleción•transformación parece estar relacionado con un incremento de estabilidad de 

la PRL debido a un cambio en su solubilidad (de una forma más soluble a una menos 

soluble) (35 y 37). El proceso de transformación de la hormona ocurre después de la 

biosíntesis y los factores hipotalánticos pueden afectar diferencialmente la transformación 

y secreción, dependiendo de la edad de la hormona. 1.a inhibición dopaminergica :tenia 

sobre ambos procesos (transformación y secreción) y los secretagogos como TRE1 

estimulan solamente la secreción de PRL (19 y 41). 
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Ahora se sabe que los cambios en la detectabilidad (depleción) de la PRI. en All 

de ratas lactantes se deben al incremento en las timas poliméricas, generadas a partir de 

la unión de formas monoméricas por medio de puentes disulfuro. liste intercambio tiol-

disulfuro depende del pH inlragranular (40). Se ha observado que una solución con pH 

alcalino incrementa la detectabilidad de la hormona y un p1-1 ácido la decrementa El 

incremento o decremento en la detectabilidad de la hormona, sugiere que el intercambio 

tiol-disulfuro es reversible y por tanto puede cambiar de una forma detectable a una no 

detectable y viceversa (Fig. 19) (37). 

Fig. 19.- Esquema de las micciones químicas de intercambio bobilistilllito que Minio el Mit:ámelo 

de PRI. remo se observa en este esquema, dicha reacción puede ser leve:tolde. (Empiema Medito 

proporcionado por el 1)r. F. Menu) 

I.cwis en 1984 propuso la hipótesis de que la PRL puede ser una prohormona, 

sintetizada como un precursor y convertida en diferentes formas bioactivas a medida que 

pasa por el camino de la secreción. Estas modificaciones generan formas que difieren 

unas de otras en cuanto a peso molecular o a carga y son resultado de cambios 

postraduccionales (30 y 49) lis claro que muchas de las modificaciones enzimáticas 
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importantes en el procesamiento de péptidos no son únicas para la producción de 

péplidos neuroendócrinos. Sin embargo, se ha observado que el precursor del peptido 

neuroendócrino tiene una señal hidrofóhica en su amino terminal (NI12) y sufre dos 

modificaciones iniciales en la cisterna del retículo endoplasmático rugoso: la formación 

de puentes y. In N/glicusilación. Las modificaciones postraduccionales más 

específicamente asociadas con la producción neuroendoerina de péptidos comienzan en 

la región trans-Gdgi e incluyen la endoproteólisis, exoproteólisis y la amidación, otras 

modificaciones tienen lugar en las demás cisternas de Golgi, como el caso de la 

fosforilación especifica de treonina y serbia que se realiza en la cisterna Cis y se muestran 

en la figura 20 (32). 

Fig. 20.- l2iantattia de los pi ineipales pasos [editados en la conversión de las prolto11110111i1 ell siis 

1111411,105 finales y los mitos en donde estos aclaren en la célula. (Tontada de Muins R., et. Al 

Ccllnlar and inoleetilat aspevls yr pe Wide hunnunc lausynibesis m From in Neinuendwiinol. 

(I 99(1)Vol. I I, No.I.) 
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Es cl cambio mediante el cual, la molécula es cortada por enzimas especificas, 

dando lugar a fragmentos con actividad biológica: este es uno de los procesos 

postraduccionales más observado. El corte más frecuente en la PRL ocurre en el asa 

mayor de la hormona y por medio de una reducción da lugar a un fragmento de 16K y 

uno pequeño de 8K (42, 58 y 59) 

2) Glicosilación 

En este proceso, la prolactina glicosilada (G-PRL) se forma a partir de la unión 

de una unidad carbohidratada en diferentes sitios de la secuencia ananoachlica de la 

molécula, y su cantidad en la glándula hipófisis varía considerablemente según la 

especie. 

Con la fama glicosilada de la PRI., la actividad de unión al receptor se reduce 

ampliamente y sus acciones fisiológicas disminuyen, por lo que se ha propuesto que la G-

PRI, es un regulador selectivo de las acciones de la prolactina en los tejidos blanco (58 y 

59). 

3) Desaminación 

Este proceso involucra la pérdida de un amonio de aspargina y glutamato. La 

desaminación se facilita por las condiciones alcalinas y confiere a la molécula una 

característica más ácida, reduciendo su actividad biológica e inmunológica (58 y 59). 

4) Dimeros y Polímeros 

Tanto los dineros como los polímeros, pueden generarse por la formación de 

puentes covalentes y no covalentes (los puentes covalentes pueden incluir uniones 

disultbro). En todos los casos, las proteínas oligoméricas se forman en el retículo 

endoplasmico. La molécula de alto peso molecular que se forma a partir de la unión de 

varios monómeros, generalmente presenta una actividad biológica reducida en 
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comparación con la molécula de bajo peso molecular (nonomero) Como se mencionó 

anteriormente la formación de polímeros esta involucrada en el empaquetamiento, 

transIbrmación y liberación de la hormona (Fig. 21)(8, 58 y 59) 

Fig 2 	1.:srpteina de la filmación de los oligninems de 	a partir de la estimulaeitin o Inhibición 

de Inclines hipotalánsteos y el intercambio liol.lisulhiro (Vsqueina inédito proporcionado por el 131. 

1'. Mena) 

5) Fosforilación 

Para la formación de la PRL fosforilada, se presenta una unión covalente de 

fosfatos a la cadena aminoacídica de la molécula en los residuos de serbia y treonina. 

Este cambio postraduccional ocurre en los gránulos secretores de los lactotropos, justo 

antes de la exocitosis. La ihsforilación como la glicosilación generan una disminución en 

la actividad de la PRI, en bioensayos clásicos como el de Nb2 (65), 

3I? 



Lo la rata se han descrito 4 isofm mas de PRI, que presentan el inisin,) peso 

muleculai y diferente carga, estas isoformas son atribuidas a la fosforilacion de la 

hormona. De todas estas isoformas, se ha observado que es en la isoforma 2 de la PRI, 

en que la hormona se encuentra mas condensada (21). Por medio del análisis 

bidimensional se ha encontrado que la incorporación de lbsfiitos se realiza en las 

isoformas 2, 3 y 3' (51). lin este proceso de fosforilación de la PRL, parecen estar 

involucrados 4 o 5 proteínas cinasas, como la proteína cinasa dependiente de AMPc que 

es activada por agentes 0-adrenérgicos, vía la enzima adenilato ciclasa y la cinasa 	(51). 

La actividad de muchas de estas enzimas, como la proteína cinasa A, parece ser 

específica (2). 

La presencia de PRI, fosIbrilada en el tejido de la hipófisis y en el medio obtenido 

a través del cultivo de dicho tejido, sugieren que esta lbrma de PRL puede ser liberada 

de los lactotropos y tener un significado fisiológico específico (2). Los 'resultados 

obtenidos a partir del análisis de hipófisis de ratas en diferentes estadios del ciclo estral, 

muestran una liberación desproporcionada de las diferentes isoformas de carga; por 

ejemplo, durante la tarde del proestro no se presenta una liberación de las 3 isoffirmas 

difosforiladas de PRL, durante el estro la isoforma I de PRI, es liberada mayormente y 

durante el embarazo en éstos animales, la proporción de prolactina no fosforilada 

fosforilada incrementa y sufre una notable fosforilación durante la inducción producida 

por la succión en la transformación y liberación de la hormona (59). 

39 



ANTECEDENTES ESPECÍFICOS 

Actualmente se sabe que en los lactotropos de la adenohipolisis de la rara 

lactante, la PRI, se encuentra condensada en gránulos en formas pre-liberables Estas 

formas se transforman a su vez en formas liberables a partir de las cuales sucede la 

liberación exocitotica; tanto la transformación como la liberación son activadas por el 

estimulo de la succión de las crías a la madre (17, 25 y 29). Con base en este modelo, se 

ha desarrollado una hipótesis para el mecanismo que involucra la regulación de la 

secreción de PRI,. Este modelo implica que tanto el procesamiento como la 

transformación y la liberación de la hormona, ocurren secuencialmente después de su 

biosíntesis (36 y 39) y que diversos factores hipotalámieos pueden afectar 

diferencialmente su transformación y liberación, dependiendo de la madurez de la 

hormona (38). La disponibilidad de PRL en la hipófisis para ser transformada en formas 

liberables y para la liberación propiamente dicha, requiere de un proceso de maduración 

intracelular de la hormona que se inicia a partir de su biosintesis (36); en este sentido se 

ha demostrado que durante la incubación in vitro de AHs de ratas lactantes, la hormona 

madura (sintetizada y marcada isotopicamente 4-8 horas antes de su liberación) se libera 

con mayor preferencia que la hormona joven (sintetizada una hora antes) o que la 

hormona vieja (sintetizada de 16-24 horas antes de su liberación), y que esta última, es 

degradada por el sistema lisosomal del lactotropo (60). Estos resultados, junto con otros 

estudios realizados previamente, sugieren que el procesamiento, transformación, 

liberación y degradación de la PRI. ocurre secuencialmente después de la biosíntesis en 

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

Con respecto a la naturaleza de la prolactina liberable y al mecanismo involucrado 

en su transformación, trabajos recientes han demostrado que ésta ocurre como resultado 

de la activación de mecanismos reversibles de intercambio tiol•disulliro, p11 

dependientes, entre monómeros/polímeros de prolactina (40). Esta transformación de la 

molécula de prolactina, producida por un cambio postraduccional en su conformación, 
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genera una disminución en su detectabilidad y puede determinar el aumento o 

disminución de su liberación (35). Esta disminución en su detectabilidad es ocasionada, 

en parte, por la polimerización de la hormona (40), ya que, además de esta modificación, 

recientemente se ha observado que pueden ocurrir otros tipos de cambios 

postraduccionales a la molécula que le confieren esta característica. En este sentido, 

algunos autores han demostrado que la hormona puede presentar una fostbrilación 

especifica en al menos una de las variantes de carga que se han reportado (2 y 51). Este 

hecho ha generado la hipótesis de que durante la transformación de la hormona, pueden 

ocurrir reacciones de tbsforilación que le confieran cambios en sus propiedades de 

detectabilidad inmunológicas e incluso biológicas. 

OBJETIVO 

Este estudio tiene como objetivos analizar la posibilidad de que además de los 

cambios en las variaciones de masa de la prolactina, ocurran cambios que formen 

variantes de carga de esta hormona producto de una fosforilación durante su 

transformación, y analizar si la fosforilación de la PRI, implica modificaciones en su 

detectabilidad por métodos convencionales de Inició') o cambios en su actividad 

inmunologica. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

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 período de 14 hrs luz y 10 hrs. oscuridad; con alimento y agua ad libitum. Las 

ratas fueron sacrificadas por medio de decapitación, previa anestesia ligera de éter, 

después de haber sido separadas de sus crías (de 7 a 10 días) durante un periodo de 8 

hrs Las Mis de estos animales fueron rápidamente extraídas y divididas en 4 porciones 

(cada porción con un peso aproximado de 2 a :3 mg.). 

Procedimiento de incubación para la obtención de medios. 

Las porciones de adenohipólisis de cada rata, utilizadas para la obtención de 

medios de incubación, fheron incubadas en 0.3 ml. de medio Garle (1)11 7.2-7.4). En una 

atmósfera de 95% de 01- 5% CO2, en un agitador metabólico a 37 "C (125 rpm, 

American Optical Corp. modelo 0256), durante 30 min.; los medios de incubación llieron 

colocados en tubos Eppendorf de 1 ml que contenían 0.1 ml de residuo deshidratado de 

0.75 M sacarosa en buffer Tris-glicina a pli 8.3. Al terminar la incubación los tejidos 

fueron pesados y conservados en congelación hasta su utilización. 

Procesamiento de las muestras y determinación de la concentración de PM. 

en tejido y medio. 

Las concentraciones de prolactina fueron determinadas con el método de PAGE,-

densitometria (electroforesis en geles de poliacrilamida) en condiciones nativas (45). 

l'ara ese fin se emplearon tubos para geles de poliacrilamida al 7.5%, preparado a pfl 9 4 

el gel espaciador y C011 un grosor de 5 mm preparado a p1-1 7.2 el gel conceirador. Los 

tejidos de las AH de rata pre- y post- incubados fueron homogeneizados mediante un 

homogeneizador de vidrio (Micro Tissue Grinder Kontes) en buffer Tris-HCI 0.05 M a 
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p1-1 S 2, y se colocó en el gel un volúmen correspondiente a un miligramo de tejido 

200 pl de medio en cada columna. La electroforesis se llevó a cabo con buffer Tos-

Glicina, pli 8.3 y se aplicó una corriente de I mA por gel durante 2 min.; después de 

esto, la corriente se incrementó a 4 mA por gel, hasta que el frente ¡único se desplazó a 

aproximadamente 5 mm del extremo inferior del gel. Los geles frieron teñidos durante 3 

hrs. con Amoldo 13Iack en 7.5% de ácido acético y el exceso de tinte fue removido 

utilizando un baño de ácido acético al 7.5%, en un desteñidos por corriente (Canalco) 

La concentración de PRI, se obtuvo a partir de la lectura densitométrica de la banda de 

prolactina (previamente identificada su posición mediante su comparación con un 

estandar) utilizando un vídeo densitómetro, modelo 620 13io-Rad. 

Condiciones experimentales 

Para este estudio, se emplearon AlIs de ratas lactantes previamente separadas de 

sus crías durante 8 "frs. Las glándulas fueron incubadas o no durante 30 min. 

Posteriormente se determinó en ellas y en los medios de incubación la concentración de 

PRI. y se utilizó el estandar B6 de PRL (NIDDK, Ni!). 

Con el propósito de observar el cambio en la detectabiladad de la PRI, en cada 

una de las condiciones experimentales y una vez determinada la concentración de PU. 

para cada uno de estos grupos, se utilizó el material de cada uno de ellos que contuviese 

50 pg de PRI. para posteriormente ser incubados con o sin fosfatasa ácida, durante 2 

hrs, a 37°C en un agitador metabólico. Se empleó fosfatasa ácida de próstata humana 

(Sigma) de la cual se utilizaron 0.1 U (en buffer de acetatos de Sodio 0. IM a pll 5.0) 

por cada 20 ug de PRL. 

Antes de la incubación, a todas las muestras experimentales se les adicionó la 

fosfatasa ácida correspondiente. Las muestras control recibieron una cantidad de buffer 

de acetatos igual a la cantidad de tbsfatasa adicionada a las muestras experimentales. 
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ademas, a todas ellas se les agregó 1.5 rd de cada uno de los inbibidores de proteasa 

(Pcpstatina, Pcfabloe, Fosforamidún, P15,19 y BOTA; Sigma). 

Con el fin de observar las diferencias entre la PRI, desfosfordada y la PI«. 

relbsforilada, las mueatras de PRI. estándar fueron desalinizadas y posteriormente 

incubadas durante 90 min. a 37°C con o sin 30U de la subunidad catalítica de la proteína 

cinasa A (PKA, Sigma), 5 mM ATP (Calbuchem) en buffer Tris-MCI 50 mM, MgCI2 10 

mM a pll 1,4. A continuación, se muestra el esquema correspondiente a estas 

manipulaciones. 

std. Mediu de inc. 

 

Con Post*. 	Con PKA 	 Con Fost. 	Sítt Fosf. 

AH pre-inc. 

Con fosf. 	Sin fosf. 

AH post-inc, 
\ 

CO21 l'O$Í. 	Sin Fosf. 

Concluidas las incubaciones, para eliminar las sales las muestras fueron colocadas 

en tubos con un filtro de 10Kd y centrifugadas (centrífuga Sorváll R.MC 14 (I)uPont) a 

2700 rpm y 4°C, durante 3 períodos de 30 min. Al cabo de cada período de 

centriffigacion se adicionaron 100 pl de agua 'M'estilada, 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 las proteínas de acuerdo a su carga eléctrica, las 

muestras evaporadas se sometieron al procedimiento electroforético de primera 

dimensión. Con este propósito, la mitad de las muestras se disolvieron en 7p1 de solución 

SDS 10% reductora (Detergente de Dodecil Sulfato de Sodio con DT7' 2.32%, 

Dithiothreitol) y su contraparte en solución SDS 10% no reductora (sin DTT). Ambas 

muestras recibieron además, 25 pl de agua bidestilada y 70 1.11 de solución de SUS 1%. 

Una vez preparadas, las muestras se depositaron en los capilares que contenían los geles 

de acrilamida/bis-acrilamida (29.3:0.7) y se aplicó una corriente de 500 V durante 10 

min. y 750 V durante 3 brs con 30 min. Terminado este proceso, se empleó la segunda 

dimensión para obtener la distribución de las proteínas, por medio de su separación de 

acuerdo a su masa. Para este propósito, los geles fueron transferidos a geles de 

poliacrilamida en placa en condiciones desnaturalizantes. La concentración de 

poliacrilamida en el concentrador tire de 4% y de 12.5% en el resolvedor. Los geles que 

en la primera dimensión tireron corridos con solución reductora, en las placas de segunda 

dimensión fueron bañados con 100 01 de condiciones reductoras (solución con 5% de 13-

mercapto etanol) y, a los geles que en la primera dimensión fueron corridos con solución 

no reductora se les adicionó igual cantidad de condiciones no reductoras (sin (3inercapto 

etanol) y, estas condiciones contenian además azul de bromofenol. Durante la 

electroibresis se aplicaron 100 V en el gel concentrador y 200 V para el gel resolvedor. 

A continuación, se muestra el esquema empleado en esta fase de los experimentos. 

MI. std. 

Con l'osf. 	Con l'KA 

CNR CR CNR CR 

All pre-inc. 

Con rosf. 	Sin l'osf. 

Medio de bu:, 

	

Con Fosf. 	Sin l'osf. 

CNR 	CR 	CIitt 	CR 

All post-inc. 

	

Con fosf. 	Sin l'osf. 

CNR 	CR 	CNR 	CR 	CNR 	CR 	CNR 	CR 
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. 
Ail post-inc. 

Cuu Fobt. Post. 

CNR 	CR 	CNR 	CR 

ri 	irr 	irr 	 ri 

Con Fol. 	 Sin Fon.. 

CR 	CNR 	CR 

	

/\ 	/\ 	/ \ 

II:T 	PI 	11:1' 	11 	irr 	ri 

All pre-ine, I  

. ‘b. 

Terminada la electroforesis de 2' dimensión, la mitad de los geles fueron 

electrotransferidos a una placa de papel de inmobilón (13io-Rad Immun-lite 13Iotting 

Membrane 162-0170), durante 30 minutos a 250 mA, la cual posteriormente lile 

enjuagada con agua destilada e inmunoteñida. Para realii.ar la ininunotinción se 

emplearon dos anticuerpos disueltos en leche 1% (diluida con solución de '1"113S). Il 

primero de ellos, la Prolactina Ami-rata generado en suero de conejo (Sigma, AFP425-

1091) en dilución 1/10,000, y el segundo: igG (11-lt) Ami-conejo generado en suero de 

cabra con fosfatasa alcalina conjugada (Bici-Rad, 170.6518) en dilución 1/3,000. 

Posteriormente se incubaron las placas con el sustrato quimioluminiscente (Immun-lite 

Chcmiluminescent substrato kit. I3io-Rad 170.6473) por S min. y se expusieron por 10 

min. a una placa fotográfica Kodak X-OMAT: La otra mitad de los geles, fue teñida con 

lindón de plata ))am observar la cantidad total de proteína contenida en las muestras. 

PRI ski 
• 

• 
Con tosí. 	 Con 111A 

/ \ 	 / \ 	 / N'4 

CNK 	CR 	CNR 	Cl 	Con rosf. 	 Sin ron'. 

/ .I 	/\ 	/\ 	/\ / • \ 	 / 	\ 
irr ri irr rt irr ri Ir'.  vi CNR 	CR 	CNR 	CR 

fr/ 

It  . 	it:i' 	pi 	1171' 	PI 	irr 

Medio de Me. 
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RESULTADOS 

Los resultados obtenidos con el procedimiento antes descrito, son los siguientes 

Bajo condiciones no reductoras (CNR) sin fosfatasa ácida, en los tejidos de 

adenohipótisis pre-incubados y post-incubados fueron detectadas las variantes de tamaño 

de 24, 26, 45 y 66-100 KDa (Figs. 22A y 22B); mientras que en el medio de incubación, 

solamente se observó la variante de 24 KDa (Fig. 23A). Por otro lado, bajo condiciones 

reductoras (CR) sin fosfatasa ácida fié detectada en las Alis una variante adicional de 22 

Kl.)a (Figs 24A y 24B), mientras que en el medio de incubación sólo se encontró la 

misma variante de 24 KDa (Fig. 23B). En tos resultados obtenidos para estas muestras 

tratadas con fosfatasa ácida se observa que en la mayoría de ellas (no en tejido pre-

incubado CR) se presenta un aumento en la detcctabilidad de las variantes de masa, 

además de la aparición en todas las condiciones de una variante de carga con un punto 

isoeléctrico (p1) de 5 y en algunos casos menor a 5 (Figs. 22 C y D, 23 C yD y 24 I)) En 

el caso de la PRL-B6 de rata con fosfatasa (en IET y plata), solamente se observaron 

variantes de 24 y 45 KDa (Fig. 25). 

En las regiones de cada una de las variantes de tamaño que se observaron, se 

encontraron también diferentes variantes de carga con puntos isoeléctricos (p1) de 4.8, 

5.1, 5.2, 5.5, 5.7, 6.0 y, en algunos casos, 6.3, 6.7, 6.9 y 7.0. La deteclabilidad y 

presencia de estas variantes de carga, cambió de acuerdo con el tipo de muestra (tejido, 

medio o PRI., estándar), condición (CR o CNR) y tratamiento experimental (con o sin 

fosfatasa). 

El efecto de la desfosforilación (por incubación con fosfatasa) y refosfbrilación 

(por la incubación con PKA) de rPRI.-136 estándar se muestra en la figura 25, en la 

cuate, se observa que la refosforilación repercute sustancialmente en la 

inmunodetectabilidad de la hormona (Figs. 25 B vs. D). Por el contrario, si se compara el 

estándar defosforilado con el estándar refosforilado teñidos ambos con plata (Figs. 25A 
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vs 25C), se observa que como resultado de estas manipulaciones no ocurre Misil]) 

cambio mayor en la detectabilidad de la proteína bajo este método. Por otro lacio, si se 

compara la PRI, desfosforilada teñida con plata con el mismo estándar inmunoteñido 

(Figs 25A vs. 25B), se revela en esta última una detectabilidad de la hormona 

considerablemente mayor y la presencia de al menos 3 variantes adicionales de carga (pi 

5.0. 5.2 y 6.0). 

Ahora bien, con relación a los tejidos se hicieron las siguientes observaciones. Si 

se comparan los resultados obtenidos de las Mis pre-incubadas con los resultados de las 

Mis post -incubadas bajo condiciones no reductoras sin lbsfalasa (Figs. 22A vs, 2211), se 

advierte en ésta última una disminución en la inmunodetectahilidad de la variante de 24 

KDa asociada a un incremento en las variantes de alto peso molecular (mayores de 100 

KDa). Estos cambios que se observan en condiciones NR, se acentuaron con realación a 

la variante monomérica (24KDa) y dimérica (-45KDa) y desaparecieron en las variantes 

menores a 100 KDa, bajo condiciones reductoras. Por otra parte, bajo condiciones CR y 

CNR, con fosfatasa ácida, se observó un incremento en la detectabilidad de la hormona 

(PRL de 24 y 45 KDa) de Mis post-incubadas (con respecto a Mis pre-incubadas y a 

AHs post-incubadas sin fosfatasa) y medio de incubación (Fig 22D vs. 22C y 2213, 24D 

vs. 24C y 2413 y 231)). Asimismo, en condiciones reductoras la detectabilidad de PRI. 

fue menor en Al ls pre-incubadas (Figs. 24C vs. 24A). Este efecto que se observa, ocurre 

en las regiones 24 y 45 KDa y afecta sobre Iodo a las variantes de carga de 5.1-5.7 y 

menores a 5. 
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estancia: BO de PRI. (dug) fue inicialmente desíostinilado poi el tratamiento con 

fi)sfaiasa acida 10 I II, 2 I 	A 1T 	en (1 I butl'er de acetato de sodio. 1)11 so) 

I)espucs de desahnizadas. las muestras fuel un incubadas con la proteina c'ntsa A 

IPKA. 3O1J y 5mM ATP en buffer 511mM 1 is.11(1, Mit,1, pll 7 .1, por 

minutos a 'n'U Despues, las inuestras theron sometidas a tina electiol)ne›is 

Indmiensional seguida por una Sud 1)44 de plata o pul una inuminaincion Iii 

placas A y B. se inuestia el electo de la ciestilstinilacaon I rPR1 -B( tratada con 

fosüttasa ácida) y. en las placas (. y 1) se muestra el efecto de la iefostinilacion 

tr111(1.-1111 desinstbrilada y tratada con l'KA) Las placas A y C. con tincion de 

plata e1) Inn11111011.411daS 11 1111111N,  111 estas iiita.tcss. Inc 111:4111 bale, 

condiciones ieductoias 



Tabla que sintetiza los resultados obtenidos en el presente trabajo. 

elltlt CR —..---.- 
Sin Fosfatasa Con Fosfatasa Sin Fosfatasa 

MZ1001...1011, 
Con Fosfatasa 

_ 

'I'ejido 
pre- 

incubado 

Variantes de 
masa: 	24, 	26, 
45, 66-100 KDa 
Variantes de 
carga: pl de 5.1 
a 5.7. 

Aumenta la 
detectabilidad de 
las variantes de peso de 
24, 66-100 y mayores a 
100 KDa; 	desaparece 
la variante de 26 KDa. 
Se observa una variante 
de 	carga 	adicional 
menor a un pl de 5 

Variantes de 
masa: 22, 	24, 	26, 
45 y 66-100 KDa. 
Variantes de 
carga: pl de 5 a 7. 

Disminuye 	la 
detectabilidad 	de 	las 
variantes de diferente 
peso 	molecular, 
desaparece la 
variante de 26 KDa y 
se 	observa 	una 
variante 	de 	carga 
adicional 	con 	un 	pl 
menor a 5. 

Tejido 
post- 

incubado 

Variantes de 
masa: 24, 26, 45 
y 66-100 KDa. 
Variantes de 
carga: pl de 5.1 
a 5.7 

Aumenta la 
detectabilidad 	de 	las 
variantes de peso de 24 
y 45 KDa, desaparece la 
variante 	de 	26. 	Se 
observa una variante de 
carga adicional, 	menor 
a un pl de 5. 

Variaciones 	de 
masa: 22, 24, 26, 
45 y66-100 KDa. 
Variantes de 
carga: pl de 5.4 a 
7. 

Aumenta la 
detectabilidad 	de 
todas la variantes de 
peso molecular y se 
observa una variante 
de carga con un pl 
5.1 y menor a 5. 

Medio de 
incubación 

Variante de 
masa: 24 KDa. 
Con un pl de 
5 5 

Aumenta 	considerable- 
mente la detectabilidad 
de la variante de peso 
de 24 KDa y esta se 
presenta con pl de 5 a 6 
y menor que 5. 

Variante de 
masa: 	24 	KDa 
Con un pl de 5.5 

Aumenta la 
detectabilidad de esta 
variante 	de 	peso 
molecular 	y 	se 
presenta 	con 	pl 	de 
5.5 a 6. 

PLATA 
Con PKA—

, 

 
In' 

Con Fosfatasa Con Fosfatasa Con PKA 

PRII.-B6 
Variantes de 
masa: 	24 	y 	45 
KDa. 

Variantes de masa: 
24, 26, 45 y 66 KDa 
Disminuye la detección 
de 	la 	variante 	de 	24 
KDa. 

Variantes de 
masa: 	24 	y 	45 
KDa. 

Baja considerable-
mente la 
detectabilidad de 	las 
variantes de masa. 



DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

Los resultados de este trabajo indican, en primer lugar, que la fostorilacion de la 

PM. está asociada al decremento en su inmunodeteciabilidad. De este :nodo, a diferencia 

de la comparación del resultado de la acción de la fosfatasa ácida y la refosforilación, en 

las placas teñidas con plata (Fig. 25 A vs. C) en las cuales no se observó ningún cambio 

en la detectabilidad del estándar rP13.1.-B6, en las placas inmunoteiiidas se pudieron 

observar diferencias marcadas entre la rPRL-136 estándar tratada con fosfatasa y la 

prolactina estándar tratada con PKA (Fig. 25 13 vs D); en la cual se observa una 

disminución clara en la detectabiladad de la hormona al ser relbsforilada por el 

tratamiento con PKA. Estos resultados son consistentes con los reportados por Krown y 

colaboradores (1992) y Wang y Walker (1992), sobre el incremento en la bioactividad 

del estándar de PRI, de rata (a través de su efecto en cultivo de células) producido por la 

desfosforilación. En el caso de nuestros resultados, el aumento en la detectabilidad 

inmunológica de la hormona por su desfosforilación, supone un aumento en su actividad 

inmune. El efecto que se genera a partir de la fost'orilación de la prolactina, puede 

suponerse que es debido•a un cambio postraduccional de la hormona, que puede dar 

lugar a una modificación de la conformación molecular de la proteína, afectando la unión 

de los anticuerpos a la molécula y por tanto su reconocimiento innumológico. 

La unión de fosfatos en la superficie de la molécula, no solo modifica su 

comportamiento inmunológico, sino que además, le confiere a la molécula de prolactina 

diferentes cargas según el lugar y la cantidad de fosfatos que se le unan. Este efecto se 

hace notable por la diversidad de puntos isoeléctricos que se encontraron y que varían 

entre 4.8 y 7.0 según la muestra, la condición y el tratamiento de las muestras con 

factores que modifican de una u otra forma la unión y el tipo de unión de los fosfatos a la 

prolactina. En adición, en el presente estudio, la inmunotinción reveló la presencia de al 

menos 3 variantes adicionales de carga de rPRI. (Fig. 2513) no reportadas previamente. 
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Al hacer la comparación de los resultados de. las Al Is pre-incubadas con los de 

las Alls post-incubadas, se muestran cambios en las variantes de masa y de punto 

isoelectrico, asociadas a un decremento en las formas monomericas y un incremento en 

las formas poliméricas de 1'1W, que confirman los resultados presentados previamente 

por Mena y colaboradores en 1992 

La transformación de la hormona durante la fosforilación de la misma, tiene como 

algunos autores han reportado, al menos 3 repercusiones fundamentalev 

I) El análisis de la secuencia aminoaddica de la prolactina de rata ha revelado que 

existen 24 residuos que pueden ser potencialmente fosforilados (lb serina y 8 treonina) y 

que estos residuos son, a su vez, parte de la secuencia de reconocimiento de muchas 

proteinas climas, estos hechos, hacen suponer que la lbsforilación de dichos residuos, 

resulta en una protección de la hormona para no ser degradada (5(t). 

2) Los experimentos realizados en células Oil  (células secretoras de Gil y PRL) 

muestran que algunas isoforrnas fosforiladas de l'RL, inhiben la proliferación de estas 

células en la hipófisis y regulan de una manera autócrina su propia secreción (26 y 59) 

:3) El efecto inhibitorio dela PRL fosfbrilada sobre la tasa de división de las células Nb2  

que antagoniza el efecto estimulad« sobre las mismas células por la PRL desfosfurilada. 

presumiblemente asociada a una afinidad diferencial al receptor y/o poi generar 

diferentes señales intracelulares; y las diferencias encontradas en la secreción de las 

isoformas de PRL durante el ciclo ostral, sugieren que las fluctuaciones en la actividad 

biológica e inmunológica de la PRI. durante este ciclo y las diferentes finiciones 

fisiológicas que esta hormona presenta en los organismos, pueden estar dadas al menos 

en parte por las fluctuaciones en las isoformas de prolactina liberadas al plasma (21 y 

60), 
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En conjunto, los resultados enfatizan la importancia de la tbstbrilacion de la PRI. 

tanto como que representa un mecanismo de protección de la hormona en el medio, 

como también una 'Unción fisiológica de la misma. 

Por otro lado, en los experimentos presentes, en paralelo al cambio de las formas 

monoméricas a poliméricas y viceversa, se observó un decremento en la detectabilidad de 

la hormona en el tejido post-incubado (Figs. 22 y 24 II) y de la PRI, liberada (Fig. 23 A y 

13) en condiciones sin fosfatasa Para el primero de estos casos, se puede concluir que 

uno de los efectos más importantes de la incubación del tejido de AH es la activación de 

los mecanismos de transformación de la hormona, merced de la suspensión del tono 

dopaminérgico, de manera similar al efecto de la succión, que la convierten de una 

forma preliberable a una liberable como efecto de una estimulación y que se observa en la 

presencia de una mayor cantidad de prolactina fosforilada. Esto sugiere que la acción de 

un efecto fisiológico que representaría una función particular de la hormona estimula la 

fosforilación de la PRL y que ésta se presenta efectivamente durante la transfOrmación, 

siendo la forma resultante subsecuentemente liberada de la glándula. En el segundo caso, 

los datos sugieren que tanto la fosforilación como la polimerización constituyen 

mecanismos de protección para que la hormona pueda ser conservada en la célula sin ser 

degradada y pueda ser liberada posteriormente 

La caracterización de las isoformas que se obtuvieron en este trabajo a partir de 

el estudio de la prolactina de rata lactante, no se realizó debido a las diferencias 

cualitativas que presentaron estos resultados con respecto a las caracterizaciones 

realizadas de la hormona por diferentes autores, en otras etapas del ciclo sexual o en 

otras condiciones experimentales (21, 50 y 5l). Sin embargo, podemos suponer que 

estas diferencias no son producto de artefactos generados por el método, y si más bien, 

resultado de las diferencias moleculares generadas en las diferentes etapas del ciclo 

sexual de la rata, dependientes de acciones fisiológicas especificas en cada una de ellas. 

Esta suposición se ve reforzada por los resultados obtenidos para la MI. estándar (que 
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en este caso firme cuino un posible control para su comparación con resultados 

presentados por otros autores) en donde, sí se observaron las 4 isoformas de PRI.. (I. 2. 

3, 3'), reportadas principalmente por ()ening en 1986. 

Otro punto importante es que para el análisis inmunoquimicu de este trabajo se 

utilizaron anticuerpos policlonales, que usualmente permiten hacer estudios en los que 

los resultados deben tomarse de una forma cualitativa y observar si ocurren o no cambios 

inmunoquimicos en la proteína. Esto se debe a que los anticuerpos no pueden generar 

pruebas confonnacionales de la proteína y, su heterogeneidad, en términos de los sitios 

antigénicos que reconocen en sus proteínas blanco, es muy alta y poco específica Por 

estas razones, la presente investigación proporciona en su mayoría pruebas preliminares 

de la existencia de cambios inmunoquímicos en la molécula de PRI, durante la lactancia. 

En relación con el análisis cuantitativo y específico de los cambios que se reportan, aún 

deben realizarse más experimentos, empleando anticuerpos monoclonales, obtenidos 

quita para ambas lomas de prolactina (fostbrilada y no fiudbrilada) que permitan una 

identificación más puntual y especifica del cambio postraduccional. 

Las diferencias encontradas en la detección de la hormona en distintas 

condiciones (fostbrilada o desfosforilada) nos inducen a sugerir que la determinación de 

PRI, por métodos estándar (como el Radioinmunoanálisis, RIA y otros) puede estar 

subestimada y que seria entonces necesario realizar modificaciones a estos métodos que 

tomaran en cuenta estas diferencias. 

En conclusión, se puede decir que los resultados del presente estudio, apoyan la 

hipótesis de que los cambios en la detectabilidad de la PRI, hipofisiaria están 

relacionados con mecanismos postraduccionales que involucran la polimerización de la 

hormona mediante la reducción reversible de los puentes disulfuro entre variantes 

monoméricas (24 KDa) de la PRI, y, la fosforilación de esta. Arribos cambios serian 



realizados previamente a la liberación de la hormona, durante su transformación y como 

respuesta a la estimulación específica 

Por último, 	también puede concluirse, que el estudio de los cambios 

posiraduccionales abre una puerta para entender y encontrar las fluentes bioquímicas que 

dan origen a la gran variedad de acciones fisiológicas que presentan las hormonas y en 

este caso, la prolactina. 

fin resumen, podemos concluir los siguientes puntos 

1.- La fosforilación es un cambio postraduccional que se lleva a cabo durante la 

transformación de la prólactina antes de que ésta sea liberada y como producto de uno 

estimulación específica. 

2.- La lbsforilación de la PRL ocurre además de los cambios en las variantes de masa de 

la hormona. 

3.- La fosforilación de la prolactina genera diferentes variantes de carga de la misma. 

4.- La fosforilación disminuye la actividad inmunológica de la PU y por tanto, su 

inmunodetectabilidad. 
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