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INTRODUCCIO

Les célules productores de prolactina ocupen la major part de la Pars
Distalis Rostral (P.D.R.) de la glandula hipodfisi dels teleostis. Es tenyei-
xen de vermell amb l'eritrosina de tetracrom de Herlant i del Cleveland-
Wolf, i executen una important funcié en l'osmoregulacié dels peixos .
Aix0d no obstant, I'hormona de prolactina és una de les més versatils pel
fet que sén molts els seus efectes sobre els vertebrats (vegeu NICOLL,
1974). Fa deu anys?® es descrigueren al voltant de cent tipus d’activitats
distintes d’aquesta hormona, i des de llavors se n'han afegit moltes més.
Algunes d’aquestes activitats sén, per exemple, la pérdua o el guany de
greixos, l'activitat locomotora, l'efecte antigonadotrop, la inhibicié de
la metafase, la migracié de la sargantana cap a l'aigua, la secrecié del
pap dels coloms, etc. Totes aquestes accions presenten distints compo-
nents temporals % 2.

Una de les evidéncies més fefaents de 'existéncia de ritmes endocrins
circadiants en els teleostis ha estat I'observacié de variacions circadianes
de la resposta de greixatge pel tractament exogen amb prolactina en di-
verses espécies !l 15,2426, 27,28, 8,30 M¢s especificament, injeccions admi-
nistrades en les primeres hores del fotoperiode induiren catabolisme li-
pidic. En canvi injeccions administrades unes quantes hores després, es-
timularen l'acumulacié de greixos.

* Treball realitzat en el Oceanic Institute (Hawaii, USA), amb l'ajuda d’una beca
de la Comision de Intercambio Cultural entre Espaiia y los Estados Unidos de Amé-
rica i una «grant» de la Noyes Foundation.

**  Adreca actual: Institut d’Aqiiicultura de Torre de la Sal, Ribera de Caba-
nes, Plana Alta (Pais Valencia).
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Actualment, existeixen algunes evidéncies que indiquen que tant en el
plasma com en la glandula hipofisaria, les hormones adenohipofisaries
varien amb periodicitat circadiana. S’han descrit ritmes diaris de la se-
crecié de prolactina en I’hamster ¢, rates* 7. 12.17.31 j en 'home (SASSIN
et al., 1973). De manera general, en les espécies esmentades, les concen-
tracions hipofisaries de I'hormona foren més altes de nit que de dia.

En els teleostis s’han descrit ritmes diaris de la concentracié plasma-
tica de prolactina: en el peix daurat Carassius auratus?, en el salmé
Oncorhinchus nerka® i en la llisa Mugil cephalus *. Mitjancant bioassaig
fou descoberta I'existéncia d’un cicle circadia del contingut de prolactina
hipofisaria en Fundulus similis " #. No fa encara gaire, BATTEN & BaLL!
han observat canvis circadians en l'activitat de les ceHules de prolacti-
na de la hipofisi de Poecilia latipinna mantinguda en aigua dolga.

El treball present analitza les variacions circadianes de les céllules de
prolactina en peixos que foren sotmesos a diferents régims de fotope-
riode. També es descriuen les variacions diaries dels lipids totals hepatics.

METODES
a) Peixos

Els exemplars de Tilapia mossambica foren capturats en els estanys
d’'Haleiva i en els canals de Hawaii-Kai, a l'illa de Oahu (Hawaii, USA)
a principis del mes de maig de 1976. Durant dues setmanes, els peixos
foren mantinguts en grans diposits de PVC (1,5 m?) dotats d'aigua dolga
en circuit obert, amb abundant airejament i sotmesos a un fotoperiode
de 12 HL/12 HF. Després foren dividits en dos grans grups: l'un ex-
posat a fotoperiodes llargs (15 HL/9 HF) i l'altre a fotoperiodes curts
(9 HL/15 HF), durant un mes. La temperatura al llarg de tot l'ex-
periment fou de 22-23°C. Els peixos foren alimentats ad libitum amb
pinso compost fabricat a 1'0.I. Cada tres hores, i durant un periode
de 24, se sacrificaren sis peixos per seccionament de I'espina dorsal.
Se n’enregistra el pes total (P) i la longitud total (L), per calcular
I'index de condicié (IC). S'utilitza la férmula IC=P/L*x 100, aixi com
el pes de la gonada.

b) Analisi

El fetge, extret immediatament, fou congelat amb nitrogen liquid; es
pesa tot seguit i es coloca en la solucio cloroform-eter-metanol (1:1:1)
a fi d’efectuar I'extracci6 dels lipids totals d’acord amb el métode propo-
sat per DE VLAMING ef al.l!
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c) Histologia

Les glandules hipofisaries foren fixades en el liquid de Halmi, inclo-
ses en parafina i seccionades a 4 y. S'utilitzaren els métodes habituals
de tincié del TCH, CW, PAS, associat a I'Orange-G o a 'hematoxilina de
plom & 5, Es mesuraren els diametres més gran i més petit de 40 nuclis
elegits a l'atzar en cinc dels sis animals de cada grup i es calcula la su-
perficie nuclear (SN). Es considera que la seccié nuclear s’aproxima a
una ellipse (SN=a/2xb/2x). El nombre de nuclis per unitat de superfi-
cie o index nuclear (IN), es calcula comptant el nombre de nuclis en
60 arees (un camp=666 u?) seleccionades a l'atzar, de les quals es troba
el valor mitja. Es tingueren molt en compte algunes caracteristiques ci-
tologiques com granulacié, nuclis picnotics, etc.

d) Estadistica

Els valors obtinguts es compararen entre si mitjancant les analisis de
la variacié i regressié linear i les mitjanes individuals mitjangant la t
de STUDENT.

RESULTATS

La Pars Distalis de la glandula hipofisaria de T. mossambica, es divi-
deix en dues zones: la Rostral (PDR) i la Proximal (PDP). En aquesta
darrera trobem tres tipus cellulars: les céllules secretores d’ACTH, les
de prolactina i unes cellules de forma estrellada que no tenen funcio
secretora 2. Les cellules de prolactina omplen la major part de la PDR,
el seu citoplasma conté nombroses granulacions eritrosinofiles, especial-
ment tractant-se d’animals mantinguts en aigua dolga i essent les uni-
ques ceHules acidofiles d’aquest 1obul.

En la figura 1 es poden apreciar els resultats obtinguts. Hom hi tro-
ba un ritme circadia molt marcat de la superficie (SN) i de I'index nu-
clear (IN) de les célules de prolactina en peixos adaptats a fotoperiodes
Ilargs. La superficie nuclear dels peixos sacrificats a les 2.30 hores i a les
5.30 hores foren significativament diferents de la superficie nuclear re-
gistrada a les 20.30 hores (p<0,01, p<0,001, respectivament). Una cosa
semblant s'esdevingué amb els valors de l'index nuclear., D'acord amb
aquestes dades, la primera estimulacié important s'esdevingué meés
tard, en la fase obscura, vuit hores després d’haver apagat els llums.
Les cellules de prolactina aparegueren hipertrofiades, amb un nucleol
prominent, cosa que suggeria una activitat secretora durant aquelles
hores.
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Immediatament després de 1'encesa dels llums (a les 5.30 hores), les
celules de prolactina també aparegueren estimulades, Després, fins i tot
s’hi observaren nuclis pignotics, cosa que indicava un esgotament fun-
cional d’aquestes ceHules.

La figura 2 presenta els canvis diaris de I'IN i de la SN d’aquestes ma-
teixes ceéHules en peixos aclimatats a fotoperiodes curts. La SN assoli un
maxim en els peixos sacrificats a la 1.30 hores. Aquest valor fou significa-
tivament diferent dels valors observats a les 19.30 (p<0,05). L'IN, en
canvi, presenta diferéncies significatives a les 19.30 (p<0,001); 22.30
(p<0,001); 7.30 (p<0,02) i 16.30 (p<0,02). Una altra vegada, la primera
estimulacié important de les célules de prolactina es presenta vuit ho-
res després d'apagar els llums (1.30 hores). Aquestes cellules aparegue-
ren menys granulades que en els animals sacrificats a les 16.30, 22.30,
13.30 i 16.30, cosa que suggeria un possible alliberament de ’hormona a
aquesta hora del dia.

A les 14.30 hores, les ceélules de prolactina encara apareixien esti-
mulades; no aixi, en canvi a les 7.30. Una segona punta dels valors de la
SN de les celules de prolactina es presenta a les 10.30, immediatament
després de l'encesa dels llums. Aquest valor fou significativament més
gran que en els peixos sacrificats a les 19.30 hores (p<0,05) i 22.30
(p<0,05); I'IN de la mateixa hora fou significativament diferent del dels
exemplars sacrificats a les 7.30 hores (p<0,01); 16.30 (p<0,05); 19.30
(p<0,01) i 22.30 (p<0,01).

Les figures 3 i 4 suggereixen una correlacié positiva entre la SN de
les céHules de prolactina i els nivells de lipids totals en el fetge, en ani-
mals mantinguts tant en fotoperiodes curts com en llargs (coeficients de
determinacié r*=0,60; a,=0,40; a,=0,03; r2=0,74; a,=0,23; a,=0,03, res-
pectivament).

Si comparem els valors de la SN de les celules de prolactina tant en
els animals aclimatats a fotoperiodes curts com a llargs, es pot observar
que els valors més alts corresponen als peixos aclimatats a fotoperiodes
llargs. Les analisis de la variacié confirmen aquesta observacié (F=29,07;
df,=1; df,=66). :

La cosa contraria es confirma si comparem els lipids totals hepatics
en ambdds fotoperiodes (fig. 6) (F=26,8; df,=1; df,=82). En la figura 7
es pot veure que els peixos mantinguts en fotoperiodes curts presenten
valors més uniformes de l'index de condici6é (IC) que els peixos mantin-
guts en fotoperiodes llargs (F=8,64; df,=1; df,=94).
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Discussié

Les diferéncies trobades en la SN i I'IN i en diversos aspectes cito-
logics de les ceéllules de prolactina al llarg del dia indiquen que en T.
mossambica aclimatada a diferents fotoperiodes, existeixen ritmes circa-
dians en l'activitat d'aquestes cellules.

Sembla que el temps en qué aquestes célules apareixen més actives
és vuit hores després d'haver apagat el llum en ambdoés fotoperiodes
(15 HL/9 HF i 9 HL/15 HF) i immediatament després de mitja nit (1.30
i 2.30 hores, respectivament). La segona activacié cellular coincideix im-
mediatament després de l'encesa dels llums. En els animals mantinguts
a fotoperiodes llargs fou pel mati, aviat, a les 5.30, i en els animals man-
tinguts a fotoperiodes curts fou cinc hores més tard (10.30).

Els valors més baixos de la SN de les celules de la prolactina s’ob-
servaren a les darreres hores de la fase lluminosa, pero especialment en
la primera meitat de la fase obscura d’ambdos fotoperiodes. Sembla,
doncs, enraonat, creure que l'activitat de les cellules de prolactina pot
estar condicionada pel fotoperiode. L'apagament i I'encesa dels llums po-
den ser els principals sincronitzadors d'aquesta activitat cellular, sobre-
tot l'apagament dels llums, ja que la principal activacié de les ceHules
de la prolactina sempre aparegué vuit hores després d’haver apagat els
llums i sense que la longitud del fotoperiode no importés gens.

Aquests resultats coincideixen amb els trobats per LEAT HERLAND et al.
en Oncorynchus nerka®, en el qual els valors més baixos de la prolactina
plasmatica es presentaren en les darreres hores de la fase lluminosa
(11 L/13 F) i els més alts s'observaren en la segona meitat de la fase obs-
cura (des de les 3 a les 6 hores). Els nostres resultats estan també en
una concordanca estreta amb els trebats en Carassius auratus, en el qual
els nivells de prolactina plasmatica presentaren puntes a les 9 i a les 24
hores Z. L'activitat biologica de la prolactina hipofisaria en Fundulus si-
milis varia de manera significativa amb I'hora del dia i fou més alt du-
rant la fase obscura. Descendi fins a un valor minim cap a la meitat del
periode lluminds ', De manera similar la «irrupcié» de prolactina en les ra-
tes és evident cap a la meitat o al final de la fase obscura . 15. 2,2, 27, 28, 29, 30,
Aixi i tot s’ha trobat un ritme circadia diferent en les célules de prolac-
tina de Poecilia latipinna. En aquesta especie, el maxim de sintesi es re-
gistra des del migdia cap a la nit en animals pescats en aigua dolga '.

Es conegut el fet qLie en els vertebrats superiors, el teixit adipos és el
principal lloc d’emmagatzemament dels greixos, pero, sobretot, en verte-
brats inferiors, aquest emmagatzemament també té lloc en el fetge?® .
Recentment, PArRDO i DE VLAMING ¥ han demostrat que el metabolisme dels
lipids en el fetge de Notemigonus crysoleucas és influit per la prolactina
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i que la seva resposta varia amb l'aclimatacié dels peixos i amb I'hora
del dia en queé el fetge és extret i incubat. En Tilapia, la variacio diaria
dels lipids hepatics totals coincideix amb els canvis de l'activitat de les
céHules de prolactina en fotoperiodes curts i llargs, fet que suggereix al-
gun tipus de control del metabolisme lipidic per la secreci6 hormonal de
les celules esmentades. A més, les ceélules de prolactina dels animals
adaptats a fotoperiodes llargs estigueren més estimulades que les dels
animals subjectes a fotoperiodes curts, mentre que s'esdevingué el con-
trari en els nivells més alts que els exemplars subjectes a fotoperiodes
llargs. En aquest experiment, el fotoperiode llarg pretenia simular les
condicions de primavera-estiu, i el curt, la condici6 de tardor-hivern.
MEIER i els seus collaboradors 5. 24 %, 27,28, 2,30 demostraren que la prolac-
tina dels mamifers tenia un efecte molt marcat sobre la deposicié dels li-
pids en Fundulus grandis i en F. chrysotus, amb una variacié diaria de
la resposta a la citada hormona. DE VLAMING i SAGE ' i DE VLAMING et al.!
demostraren que ¢l greixatge en F. similis és regulat pel fotoperiode, més
especificament, els fotoperiodes curts afavoreixen 'acumulacié dels lipids
i els fotoperiodes llargs estimulen el seu buidament. Aixd esta d'acord
amb els resultats obtinguts en Tilapia. Probablement, la prolactina és
implicada en els fenomens de greixatge d’aquesta espécie com a resposta
als canvis del fotoperiode.

Existeixen algunes evidéncies del fet que la secrecié de prolactina va-
ria de manera estacional i que, a més, és regulada per canvis del foto-
periode; un exemple clar n’és el de Gasterosteus acculeatus ' ¥, En aquest
peix migratori, les célules de prolactina es presenten minimament actives
a principis d’hivern (peixos capturats al mar) i molt actives durant la
primavera (peixos capturats en aigua dolga)?. A més a més, BENJAMIN ?,
treballant amb la mateixa espécie mantinguda en aigua dolga, sense pos-.
sibilitat que a I’hivern realitzés la migraci6é al mar i subjecta als matei-
xo0s canvis estacionals del fotoperiode que aquells animals que duen a
terme l'esmentada migracié, demostra que les cellules de prolactina sin-
tetitzaven i alliberaven una quantitat més gran de granuls de secrecio
que a la primavera. Resultats similars foren obtinguts per CASSIFOUR i
CHAMBOLE ® en Crenimugil labrosus i Mugil ramada.

Finalment, en Mugil cephalus, les concentracions plasmatiques de pro-
lactina foren més elevades durant l'estiu que durant 1'hivern .

En resum, els canvis estacionals de les reserves greixoses corporals
dels peixos sén obviament efectes acumulatius de la lipogénesi i la lipo-
lisi que es desenvolupen en un component diari.

El cronometratge de tots aquests canvis indicaria que els mecanismes

d’aquests animals responen a unes claus o senyals ambientals, i en aques-
ta resposta hi ha implicats els mecanismes neuroendocrins. Les variacions
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diaries de la lipogénesi també indicarien que les hormones lipogenétiques
han de ser presents en grans quantitats a certes hores del dia o que les
celules hepatiques han de respondre amb una intensitat més gran en les
hores dites o bé que ambddés mecanismes hi intervenen.

En Tilapia mossambica, la produccié d’AMP-c pel teixit hepatic és in-
fluenciada per la prolactina i varia amb I’hora del dia en que el teixit és
extret i incubat (ZANUY i CARRILLO, en preparacio).

En conseqiieéncia, en Tilapia mossambica, sembla que tant la produc-
ci6 d’hormona com la resposta de certs organs varien amb periodicitat
circadiana.
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