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RESUMEN
Hernadndez, M. X. PERFIL ANUAL DE PROLACTINA FLASMATICA EN LA OVEJA
FELIBUEY. (Asesorado por: Porras, A. A. y Perera, M G.)

El presente estudio tuvo como objetivo caracterizar los niveles plasmédticos de
prolactina (PRL) a lo largo del afo, en ovejas Pelibuey. El trabajo se realizé en
Departamento de Produccidn Animal: Rumiantes de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la U. N. A. M., localizado en la delegacién Tlalpan. D. F., ubicado por
coordenadas geogriaficas de 19° 13° latitud norte y 99° 8’ de longitud oeste, a una altitud
de 2800 msnm. El clima de |la region es del tipo C(W) b(i)) es decir, semifrio - semihumedo
con lluvias en verano, con rangos de precipitacidn pluvial de 800 a 1200 mm y una
temperatura media anual de 10 °C. La cuantificacion de la hormona se realizd en el Centro
de Neurobiologia de la U.N.A.M. Se utilizaron sictes ovgjas adultas de la raza Pelibuey, con
un promedio de edad de tres afos y un peso promedio de 39.5 kd.. las cuales
permanecieron en confinamiento en corral durante el aflo de estudio. Previo al inicio del
estudic las ovejas fuecron ovariectomizadas y recibieron un Implante subcutdneo
conteniendo 17 B estradiol. Para caracterizar el perfil anual de PRL en cada oveja se
colectaron muestras de sangre dos veces por semana en dias preestablecidos. Para
cuantificar loe niveles plasmidticos de PRL ovina se desarrolld la técnica de
radioinmunoandlisis homdlogo (RIAh) en fase liquida. La sensibilidad del ensayo fue de
6.25% ng / ml por tubo y los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron de 5.0%

y de 11.0% respectivamente. Se utilizé un andiisis de varianza para comparar los nivelee

§
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plasmaticos entre 1as diferentes estaciones del afo. Las concentraciones plasmdticas de

PRL variaron de acuerdo al afio (P < O.001) siendo las més balas durante el otoiflo (32.6 &
3.7 ng / ml) seguido por un incremento en el Invierno (57.2 £ 2.2 ng / ml) alcanzando sus
maximas concentraciones de PRL en primavera (79.7 £ 4.0 ng / ml) para disminuir
nuevamente durante el verano (42.6 £ 2.8 ng /ml) . Se encontré una correlacién
significativa (r = 0.20, P = 0.001) entre las concentraciones plasmiticas de prolactina
y la cantidad de horas luz (fotoperiodo). En eate estudio se observd que la secrecidn de
'PRL aumenta al incrementarse la longitud del dia (desde el solsticio de verano hasta el
solsticio de invierno) y disminuye cuando la duracidn del dia decrece. Dicha observacidn
sugiere que el fotoperiodo es un factor ambiental que regule la secrecidn de prolactinaen la

oveja Pelibuey.



l.introduccidn.

VLa prolactina es una hormona producida por la adenchipéfisis cuya secrecidn
cambia en respuesta al fotoperiodo (cantidad de horas luz). siendo el mayor factor
ambiental que controla su cuadro estacional de secrecidn, con dias largos se¢ incrementa
8u concentracion y en dias cortos se tiene un efecto contrario (12,22).Los efectos del
fotoperiodo son mediados a través del cambio en la secrecion de melatonina por la gldndula
pincal. Existe evidencia experimental que indica que la melatonina afecta la actividad
secretora de diferentes tipos de células de la adenohipdfisis. Lincoin y Ebling (1985)
demostraron que la administracion de melatonina a carneros afectaba la secrecion de
prolactina. Sin embargo el sitio en el cual la melatonina actia para tener estos efectos, no
ha sido identificado. Existe considerable atencidn que ha sido enfocada sobre el nicleo
supragquiasmadtico y drea retroguiasmitica como drganc blanco de la melatonina (3).
Ademids estudios realizados por Jackson y Janeen (1991) sugieren que existe un ritme
circanual de secrecidn de prolactina, el cual esta determinado por el fotoperiodo.

El cuadro estacional de la prolactina ha sido descrito en un amplic rango de
especies mantenidas bajo fotoperiodos de clima templado como: Oveja salvaje (Mufldn) y
doméstica (17): venado cola roja (20); mono Rhesus (1); Yisdn (8): oso negro (26); caballo
(28); tejon europeo (21): hamster dorado (11); Wallaby tammar (12) y Wallaby benette (9).

En mamiferos, la prolactina actua sobre muchos draanos blancoes, ademsas de \a

alandula mamaria (17). existiendo evidencia experimental que indica diferentes funciones de
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la prolactina, que esta acorde con los cambios estaclonales que presentan . Dichas

funciones son:
a. Funciones asociados a la reproduccidn.

Esta ha sido demostrada en mustélidos y macropidos marsupiales que muestran
un periodo estacional obligatorio de diapausa embrionaria. (8). En los mustdéiidos (visdn y
mofeta moteada del oeste) el incremento de la concentracidn de prolactina en primavera
es un factor luteotrdfico y tiene como consecuencia la finalizacion de la diapausa
embrionaria. En ambas especics el apareamiento ocurre en otofio y se continua con un largo
periodo de diapausa embrionaria hasta la sigulente primavera, en la cual el incremento
estacional de la prolactina estimula ef cuerpo Witeo para producir progesterona y continuar
con la gestacion (2). En estas especies la reactivacidn del cuerpo liteo ha sido llevado
acabo a travée del tratamiento con prolactina ovina, y el mantenimiento de la diapausa
embrionaria a través del tratamiento con bromocriptina que inhibe la secrecidn de
prolactina (2).

En los macropidos marsupiales, como el Wallaby tammar y Wallaby benette que
presentan una reproduccidn altamente estaclonal en su habitat, ya que la mayoria de los
nacimientos ocurren de 1 a 2 meses después del solsticio de verano (5). Se conoce que las
hembras durante su dpoca reproductiva, la gestacidn y nacimiento son seguidos por un
estro y una ovulacion post parto. Si el apareamiento ocurre el cigoto y cuerpo liteo entran
en una etapa de latencia . ¢l cual permanecer4d hasta la sigulente temporada reproductiva.

La latencia del cuerpo liteo se debe a la secrecidn de prolactina, debido a la presenciaen la
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bolsa materna de un Wallaby joven amamantdndose (latencia lactacional) y despuds del

destete ( finales de diciembre) el estimulo es dado por la duracidn del dia a través de la
secrecion de melatonina (4, 7, 9).

Otra funcidn reproductiva de la prolactina estd asoclada el crecimiento testicular,
observado en el hamster dorado (11), carnero (22)) oso negro (26), en donde la prolactina
incrementa el nimero de receptores testiculares para la hormona luteinizante y reduce la
eficacia de la retroalimentacidn negativa de la testosterona. Sin embargo la prolactina por

sl sola no puede inducir 0 mantener el tamafio testicular sin la adecuada secrecion de

gonadotropinas (&).

b. Funciones no reproductivas.

La prolactina participa en el crecimiento y muda de pelo y/o lana. El incremento en
las concentraciones de prolactina desde el Invierno hasta la primavera es un importante
signo endocrino que induce la muda pelo, esto ha sldo observado en el zorro azul (25) y el
venado colaroja (8).

En ovejas domédsticas productoras de lana y en el Mufidn se ha observacdo que la
prolactina juega un papel importante en los ciclos estacionales de crecimiento de velldn y
pelo, esto ha sido demostrado por Lincoln en 19290, que establecid una correlacidn entre
los ciclos del crecimiento del pelo y velldn y los cambios estacionales de secrecidn de la
prolactina. En el Mufldn ocurre un marcado cambio estacional en ¢f pelale. Durante el
-Inviemo el pelaje esta constituido por dos capas, una externa de pelo grueso y una interna

de pelo fino (pelaje de inviemo) los cuales no tienen crecimiento; en abril cuando las
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concentraciones de prolactlna comienzan a incrementarse, ¢ Iinicia la muda y

posteriormente el crecimiento de un pelo corto (pelaje de verano), el cual crece rdpldamente
en otofio para dar origen al pelaje de invierno. En oveja silvestres (Soay) y domésticas
(Herdwick y Blackfase) productoras de lana se han observado cambios visibles en el
crecimiento del pelaje similar al det Mufidn (17).

En caso de las ovejas productoras de lana se ha caracterizado los patroncs
anuales de la secrecldn de prolactina (Merino, Norifok, Herdwick), Sin embargo en el caso de
la oveja de pelo denominada en México oveja Pelibuey, se desconoce el patrdn anual de
secrecidn de prolactina, el cual podria ser diferente al descrito para las ovejas
productoras de lana, ya que dicha oveja ha sido descrita como carente de estacionalidad
reproductiva ademas de habitar en regiones tropicales, donde las fiuctuaciones anuales en

el fotoperiodo son limitadas.




. Objetive
Caracterizar los niveles plasmaéticos de prolactina a lo largo del afo en ovejas

Pelibucy.




lil. Material y métodos
* Localizacidn
El presente trabajo se realizd en el Departamento de Produccidn Animal: Rumiantes

. de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad Nacional Autdnoma

de Meéxico, localizado en l1a delegacidn Tlalpan, D.F. La localizacidn por coordenadas
geoagrificas es 19° 13’ de latitud norte y 29° &' de longitud oes te, a una altitud de 2800
msnm. El clima de ia regidn es del tipo C (W) b (i)) e decir, semifrio - semihumedo con lluvias
en verano, con una precipttacidn pluvial de 800 a 1200 mm y una temperatura media anual
de 10° C (10).

* Animales y alimentacion.

Se utilizaron siete ovejas adultas de ia raza Pelibuey, con una edad promedio de
tres afos y un peso vivo de 39.5 kg. El sistema de alimentacién estuvo compuesto por
heno de avena, ensilaje de maiz y concentrado comercial a razdn de 300 g. / animal / dia,
sales minerales y agua ad libitum.

* Diseflo experimental.

Previo al inicio del estudio, las ovejas fueron ovariectomizadas con el fin de evitar
las fluctuaciones de prolactina que ocurren durante el ciclo estral (5,18). Ademds todas
lae ovejas recibleron unimplante de 17 B estradiol, capaz de liberar cantidades bdsales (3 a
S pg/ ml) (14).

Se caracterizo el perfil anuat de prolactina para cada oveja. para tal efecto se

colectaron muestras de sangre dos veces a la semana (en dias preestablecidos, en un
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horario de 10: OO a 11:00 horas) en tubos con heparina. Posteriormente se centrifugaron

a 5500 r.p.m. durante 10 minutos. El plasma se separd y se mantuvo en congelacién para
su posterior andlisis.
* Andlisis de laboratorio.
La cuantificacion de la hormona se realizé en el Centro de Neurobiolgia de la Universidad
Nacional Autdnoma de México
La concentracion de prolactina en el plasma fue medida por radicinmunoandlisis homdiogo
(RIAh), usando el método descrito por el Instituto Nacional de Enfermedades Digestivas y
Hepaticas (NIDDK) y modificado por Pereract.al. (1996).

Para tal propdsito se procedio de 1a sigulente manera: -
a. Marcaje de |la protactina ovina (ofRL)

La oPRL del NIDDK correspondic a NIDDK - oPRL - | - 1, estd proteina se yodino a
temperatura ambiente con el método I0DO GEN en base a las especificaciones de NIDDK,
modificado en el tiempo de exposicion (10 minutos). cantidad de proteina (5 pg.) vy
cantidad de 1000 GEN (1.5 pg). (23)

La demostracidn de la hormona marcada en las fracclones obtenidas en la cromatografia
de gel filtracidn (Sephadez 850 - 150), se evalud mediante la precipitacidn de la proteina
con dcido tricloroacético (TCA) al B30%. En breve consistid en : Colocar 10 microlitros de
cada reaccién en tubos de 10 x 75 mm, con la adicién de SO0 microlitros de albtimina

bovina a 1.0 % (BSA 1.0%) y S00 microlitroe de TCA al 30%; se agitd vigorosamente en
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vortes y se centrifugaron a 1500 xg durante 20 minutos . Al termino se decanto el

sobrenadante y se contd el precipitado.

b. Validacidn de la hormona marcada.

1. Eficacla del marcaje: Se calculd en base al iodo total utilizado en relacidn al iodo
incorporado aiaproteinay los resultados se expresaron en porcentaje.
2. Actlvidad especifica: Se definid como la radiactividad por unidad de mds del ligando

(Hormona marcada) expresada en mCi / ug, y se calculd dividiendo ia cantidad de

radiactividad entre los microgramos de proteina utilizada.

c. Titulo del primer anticuerpo

Para determinar el titulo del primer anticuerpo (NIDDK - anti - oPRL -2AFP - C358106)
fue necesario determinar el porcentaje de unidn maxima (%Bo) de este antlcuerpo a la
trazada, en la fraccién maxima de marcaje y la proxima descendente.

d. Curva Estandar,

Una vez conocida ia concentracion adecuada de anticuerpo (dilucion de trabajo) se
procedicd al montaje de la curva esténdar, utilizando la hormona NIDDK- oPRL - | -1 ala
dosle de 0.1, 0.4, 0.8,1.6, 3.2. 3.4 y 12.8& ng / tubo enun volumen de 50 microlitros .

El sistema de separacidn de la fraccldn unida de 1a libres. consistid en colocar 1 ml de la
solucidn de pansorbina (Calbochem) y se centrifugaron a 150 xg durante 30 minutos. Al
termino de esto se decanto el sobrenandante (Fraccidn libre) y se contd ¢l precipitado

(Fraccidn unida) en un contador de radiaciones gamma Packar - il durante un minuto. El
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andlisis de resultados se realizo en un software precargacdo en el contador. La

cuantificacidn de cada muestra se realizd por duplicado.

La sensibilidad del ensayo fue de 0.25 % ng /mi por tubo y los coeficientes de
variacion intra e interensayo fueron de 5.0 % y de 1.0 % respectivamente a la dosis
esperada de SO % delarelacidn B / BO (EbS0)

* Ans#lisis estadistico.

Para determinar la diferencia de la concentracion de prolactina plasmédtica durante
¢l afio y la variacion entre ovelas , se realizo un andlisis de varianza por el modelo de bloques
yla comparacidn de promedios por medio de la prueba de Tukey (27).

Para determinar el grado de asoclacién entre ia duracidn del dia y la cantidad de

prolactina plasmética se hizo un andlisis de correlacion (27).




V. Resultados.

En la grédfica 1 se muestra el perfil promedio anual de prolactina plasmdtica en la
ovela Pelibuey, en general se encontrd que las concentraciones de prolactina plasmdtica
fueron mds bajas en otofio ( 32.8 £ 3.7 ng /ml ) seguido por un incremento en el invierno (
57.2 £ 2.9 ng /ml ) alcanzando sus mdximas concentraciones e prolactina en primavera
(79.7 £ 4.0 ng /ml) para disminuir nuevamente durante el veranc (42.6 % 2.8 ng /ml),
existiendo una variacion significativa por efecto de la estacidn del afo (F<0.001).
{Cuadro 1)

Se encontré una correlacion significativa entre la cantidad de horas luz y las
concentraciones de prolactina plasmdtica (r = 0.30, F = 0.0011). (Gréfica 2)

Los cambios estacionales de prolactina plasmstica en forma individual tamblén
variaron en forma significativa ( P < O.001 ) entre las diferentes dpocas del aflo sobre

todo entre otofo y primavera a excepcion de la oveja numero 13 donde no se observd que

dicha variacion (p= 0.13). (Grdfica3 ala7)




V. Discusidn.

Se conoce que existen ciclos bioldgicos anuales, los cuales proveen mecanismos de
adaptacion para la sobrevivencia animal en climas variablemente estacionales .Dichos
ritmos enddaenos anuales ha sido identificados para una amplia variedad de adaptaciones
fisioldgicas y de conducta, incluyendo migracion, muda de pelo, lana; ganancia diaria de
peso y reproduccion (18).

La ovegja doméstica ha sido un modelo animal util para probar la hipdtesis que la
duracién del dia sincroniza los ciclos reproductivos estacionales por la existencia de
ritmos circanuales (15). En este estudio se encontrd que la concentracion de prolactina en
la oveja Pelbuey varia conforme a las diferentes estaciones del afo. Este ritmo circanual
de secrecidn de la prolactina es similar a la reportada por Lincoin (1990) en Soay. Mufldn
europeo y diferentes especies de ovela de lana, donde alcanzan su nadir cerca del inicio de
invierno y gradualmente se incrementa hasta alcanzar su cenit cerca del solsticio de
verano (19).

Se conoce que bajo condiciones ambientales naturales existe un marcado ritmo
circanual en la secrecidn de prolactina en ovejas (19, 22). Jackson (1991) determind que et
ritmo arual de secrecidn de prolactina plasmatica en ovelas mantenidas bajo condiciones
naturales, estd controlado por miltiples factores ambientales. principalmente ef
fotoperiodo y en menor participacion la temperatura ambiental (&). En este trabalo se

observd que existo una correlacidn seignificativa (r = 0.30, p=0.00W) entre las

concentraciones plasmaticas de prolactina y la cantidad de horas luz propia para esta
9
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altitud, de manera que existic una disminucidn de la concentracidn de prolactina cuando

hubo disminucidn de horas y un aumento al incrementarse las horas luz.

Se conoce también que la secrecion de prolactina es influenciada por hormonas
esteroideas, en particular el estradiol puede causar la liberacidn de prolactina (6). Sin
embargo, la gonadectomia (11, 22) 6 la adrenolectomia (24) o ¢l uso de implantes de
estradiol (16) como en este trabajo no afecta en el cuadro global de prolactina, esto indica
que los cambios en los niveles de hormonas esteroldales no son mediadores en este ciclo
endocrino estacional.

Es interesante hacer notar que en este estudio la ovela nimero 13 no manifestd
variaciones significativas en sus concentraciones plasmaticas de prolactina entre las
diferentes dpocas del aflo, lo cual pueda deberse a laidiosincrasia.

Cabe destacar la importancla de !a téenica de radicinmunoandiisis homdlogo
empleada para determinar los niveles plasmiticos de prolactina ya que es lo
suficientemente sensible y especifico para detectar loe cambios estacionales, ya que el

uso de radioimnumoandlisie heterdlogo carece de estas caracteristicas.(S)




Yi.Conclusiones.

Los resultados del presente trabajo establecen que la oveja Pelibuey presenta un
ciclo circanual en la secrecidn de prolactina plasmaitica . el cual esta influenciado por el
fotoperiodo. Y su ritmo de secrecion es similar al presentado en ovinos salvajes (Mufidn)

ovinos silvestres (soay) y diferentes razas de ovinos de lana.

:
|
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MATICADE LA OVEJA 13,

GRAFICA 9, PERFIL ANUAL DE PROLACTINAPLAS
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CUADPRO 1.
FROMEDIO DE PROLACTINA PLASMATICA EN OVEJA PELIBUEY FOR.
ESTACION DEL ANO.

ESTACION DEL ANO PROLACTINA (ng/mi)
MEDIA + DESVIACION ESTANDAR.
Otofo 22.8°£3.7 ng/ml
Invierno 57.2°+2.9 ng/ml
Primavera 79.4 %+ 4.0 ng/mi
Yerano 42.6 ey 2.8 ng/mi

Promedios que comparten la misma literal (a, b. ¢ ) no son diferentes estadisticamente
(P <0.00).
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