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La hormona folículo est imulante <FSH> se utiliza para 

superovulación e inducción d e l estro en las especies domésticas. 

No e x isten en el país preparados comerc iales dispon ibles. Se 

diseñó el prese nte t raba jo, con el fin de obtener una preparación 

de FSH equina, estimar su pot e ncia b i ol ógica e inmunológica y 

evaluar su ac tividad como inductora del e stro en vaca s. 

Se procesaron 300 lóbulos anteriores de hipófi sis de caball o 

(230 g). La e x tracción de las glucopr oteí nas <FSH , LH y TSH> se 

llevó a cabo con acetato de amonio al lO'Y., pH 5.1 y etanol al 96/. 

<3:2 v/v, 10 ml/g de tejido) y la separac ión de FSH por 

cromatografía de intercambio tónico, usando una columna de CM

celulosa de 2.6 x 40 cm. 

Resultó una preparación de FSH (fracción CM-1> de 0.744 g, con 

un rendimiento de 3.2 g/Kg de hipófisis y una potencia biológica 

del 47.8/. de FSH-P. La potencia inmunológica e sti mada al 50/. de 

unión específica fué del 150/. con respecto a FSH-P y 37/. con 

relación a rFSH-RP-1. 

Al dar tratamiento a vacas en a nestro, 23 (92/.) mostraron 

signos de estro, de éstas, 14 <61/.) quedaron p_reñadas a primer 

servicio y llegaron a término, produciendo partos simples . 

De acuerdo con los resultados, es posible obtener una 

preparación de FSH hipofisiaria de origen equi no, de utilidad para 

la inducc ión del e stro en vacas. 
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BESQHEH

La hormona folículo estimulante (FBH) se utiliza para

superovulaciún e inducción del estro en las especies domésticas.

No existen en el país preparados comerciales disponibles. Se

diseño el presente trabajo, con el fin de obtener una preparación

de FSH equina, estimar su potencia biológica e inmunológica y

evaluar su actividad como inductora del estro en vacas.

Se procesaron 300 lóbulos anteriores de hipdfisis de caballo

(239 gl. La extracción de las glucoproteinaa IFSH, LH v TSHl se

llevo a cabo con acetato de amonio al 102, pH 5.1 v etanol al 9aï

13:2 viv, 10 ml/g de tejido) v la separación de FSH por

cromatografía de intercambio iónico, usando una columna de CH-

celulosa de 2.ó x 40 cm.

Resultó una preparación de FSH (fracción Cflrll de 0.744 g, con

un rendimiento de 3.2 gfKg de hipófisis y una potencia biológica

del 47.82 de FSH-P. La potencia inmunológica estimada al 50% de

unión especifica fué del ISOK con respecto a FSH*P v 371 con

relacion a rFSH-RP-1.

ñl dar tratamiento a vacas en anestro, 23 (922) mostraron

signos de estro, de éstas, 14 iolïl quedaron prefiadas a primer

servicio v llegaron a término, produciendo partos simples.

De acuerdo con los resultados, es posible obtener una

preparación de FSH hipofisiaria de origen equino, de utilidad para

la inducción del astro en vacas.
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La glándula hipófisis o pituitaria se l ocaliza e n l a base de l 

cerebro, debajo del hipotálamo <Fig. 1 Al y se conecta con é s te 

por medio del tallo hipofisiario. Se encuentr a colocada dentro de 

una depresión del hueso basiesfenoides denom i nada silla turc a . En 

el hombre mide alrededor de 1.5 cm de longitud, 

a 8 mm de altura. 

1 cm de ancho y b 

Está constituida por dos porciones principales: ad enohipófisis, 

cuyo origen embrionario es el techo de la cavidad oral (bolsa de 

Rathke) · y neurohipófisis formada a partir del infundíbulo, una 

evaginación ventral del diencéfalo. 

La adenohip6fisis está integrada por la pars distal i s, pars 

tuberalis y pars intermedia. La pars distalis y pars tuberalis 

constituyen el lóbulo anterior. La neurohip6fisis está 

representada básicamente por la pars nerviosa, ésta junto con la 

pars intermedia forman el lóbulo posterior <75) <Fig. 1 B>. 

El lóbulo anterior, específicamente la pars distalis de la 

hipófisis, produce tres hormonas gonadotr6picas, las cuales tienen 

una influencia muy importante sobre el sistema reproductor de 

ambos sexos, éstas son: La hormona folículo estimulante <FSH> 

o Folitropina, la hormona luteinizante <LH>, también conocida como 

hormona estimulante de las células intersticiales <ICSH> y la 

prolactina u hormona luteotrópica <PRL o LTH>. Parece que FSH y LH 

son sintetizadas por la misma célula , <391 y que el proceso de 

biosíntesis y secreción está influenciado por la misma hormona 

hipotal ámi ca, hormona liberadora de las gonadotropinas <GnRH> <86, 

98>, aunque pudiera ser que ambas glucoproteínas tuvieran un 

origen celular separado <7~>. 
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LEIEQDUQELQH

La glándula hipófisis o pituitaria se localiza en la base de;

cerebro, debajo del hipotålamo (Fig. 1 fil v se conecta con este

por medio del tallo hipofisiario. Se encuentra colocada dentro de

una depresión del hueso basiolfenoides denominada silla turca. En

el hombre mide alrededor de 1.5 cm de longitud, 1 cm de ancho y 6

a B mm de altura.

Está constituida por dos porciones principales: adenohipdfisis,

cuyo origen embrionario es el techo de la cavidad oral (bolsa de

Rathke) y neurohipófisis formada a partir del infundibulo, una

evaginación ventral del diencéfalo.

La adenohipófisis está integrada por la pars distalis, pars

tuberalis y pars intermedia. La pars distalis v pars tuberalis

constituyen el lóbulo anterior. La neurohipófisis esta

representada básicamente por la para nerviosa, esta junto con la

pars intermedia forman el lóbulo posterior i?5) iFig. 1 B).

El lóbulo anterior, específicamente la pars distalis de la

hipófisis, produce tres hormonas gonadotrópicas, las cuales tienen

una influencia muy importante sobre el sistema reproductor de

ambos sexos, éstas son: La hormona folículo estimulante (FSHJ

o Folitropina, la hormona luteinizante (LH), también conocida como

hormona estimulante de las células intersticiales íICSHl y la

prolactina u hormona luteotrópica (PRL o LTHJ. Parece que FSH y LH

son sintetiaadas por la misma célula_(39> y que el proceso de

biosintesis y secreción está influenciado por la misma hormona

hipotalåmica, hormona liberadora de las gonadotropinas tBnRH) (Be,

98), aunque pudiera ser que ambas glucoproteinas tuvieran un

origen celular separado (75).
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Figura 1. A.- Encéfalo, corte sagital. 

B.- Glándula Hipófisis, vista lateral. 

Otras gonadotropinas, pero de origen placentario , son l ZI 

gonadotropina sérica de yeg u a gestante CPMSG > y la g onadotropina 

coriónica humana (hCG>. 

A la PMSG también se le denomina gonadotrop ina CQr 1óni ca 

equina <eCG>, ya que además se encuentra en otros équidos (burra, 

cebra e híbridos>. La producen cél ul ilS &!lp•c i ali z adati d9r i v ad .J ll 

del trofoblil1Sto (las llamadas copas endometriales) entre los d ías 
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Figura 1. Q.- Encéfalo, corte sagital.
B.- Blándula Hipófisis, vista lateral.

Otras gonadotropinas, pero de origen placentario. so¬ la

gonadotropina sérica de yegua gestante (PHSG) v la oonadctrop;na

coriónica humana (hCGl.

Q la PHSG también se le denomina gonadotropina coriónica

equina ieCBl, ya que además se encuentra en otros équidos fburra.

cebra a hibridoaì. La producen células especializadas derivadas

del trofoblasto (las llamadas copas endometrialesì entre los dias

3



40-120 de preñación <3, 78>. Posee act iv idad s eme jante a las d e 

FSH y LH C51, 58, 59>, con predominio de l a primera (78 ) . Su 

elevado contenido de ácido siálico le confiere u n a vida me dia i n 

YiYQ que excede ampliamente a la de FSH <Tabla 2 y 3) . Es 

responsable de una estimulación folicular, ovul ación y 

luteinizaciÓn adicional, formando una ser i e de cuerpos lúteos 

secundarios que reemplazan al primario, ya que éste desaparece 

alrededor del día 32-48 de gestación, coincidiendo con el tiempo 

en que se empieza a producir la gonadotropina <78>. 

La hCG tiene propiedades biológicas similares a las de LH y 

además cierta actividad de FSH (89). Se produce en el trofoblasto, 

se excreta por la 0 r ina y en el pr imer trimestre de emb araz o se 

encuentra en alta concentración; también está asoc iada con una 

variedad de tumores trofobl¡sticos y no-trofoblásticos (30). Una 

hormona semejante se ha encontrado en mono Rhesus y roedores (6). 

~Qcmººª EQ!i~~lº ~21im~lªo1~ 

A. - Estructura Molecular. 

Las hormonas glucoproteicas sintetizadas en la hipófisis 

<FSH, LH, TSH> y las de origen placentario <hCG, eCG> están 

constituidas por dos subunidades o cadenas (alfa y beta ) , unidas 

por enlaces no-covalentes <11, 17, 84, 92). En una misma especie, 

las mencionada5 glucoproteínas poseen subunidades alfa (O() cuya 

de aminoácidos es similar y cadenas beta secuencia 

diferentes. En éste caso, la subunidad beta les confiere 

especificidad biológica e inmunológica. Por ejemplo, cuando se 

combina la cadena beta de FSH con la alfa •de LH, TSH o hCG , se 

obtiene una hormona híbrida con acti v idad .biológ i ca de FSH. Por el 
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40-120 de preñación (3, TE). Posee actividad semejante a las de

FSH Y LH (51, SB, 5?l, con predominio de la primera i7Eì. Su

elevado contenido de acido siälico le confiere una vida media ig

gigg que excede ampliamente a la de FSH (Tabla 2 v 3). Es

responsable de una estimulación folicular, ovulación y

luteinización adicional, formando una serie de cuerpos lúteos

secundarios que reemplaean al primario, ya que este desaparece

alrededor del dia 32-48 de gestación, coincidiendo con el tiempo

en que se empieza a producir la qonadotropina i?Sl.

La hCG tiene propiedades biológicas similares a las de LH v

ademas cierta actividad de FSH (89). Se produce en el trofoblasto,

se excreta por la orina v en el primer trimestre de embarazo se

encuentra en alta concentración; también está asociada con una

variedad de tumores trofoblåsticos v no-trofoblåsticos (30). Una

hormona semejante se ha encontrado en mono Rhesus v roedores (6).

deseosa Eslisals Estimulante
Q.- Estructura Molecular.

Las hormonas glucoproteicas sintetizadas en la hipófisis

iF5H, LH, TSHl v las de origen placentario ihüü, eCG) están

constituidas por dos subunidades o cadenas (alfa v beta), unidas

por enlaces no-covalentes ill, 17, B4, 921. En una misma especie,

las mencionadas glucoproteinas poseen subunidadas alfa ((2) cuya

secuencia de aminoácidos es similar y cadenas beta i A9 1

diferentes. En este caso, la subunidad beta les confiere

especificidad biológica e inmunológica. Por ejemplo, cuando se

combina la cadena beta de FSH con la a1fa*de LH, TSH o HCG, se

obtiene una hormona híbrida con actividad.bio1ógica de FSH. Por el

4



contrario, en especies diferentes la subunidad b e ta de FSH es 

similar, mient r a s que la alfa muest ra var iaciones (66, 69 , 70 >. 

La molécula de FSH está representada en l a f igura 2. La subun idad 

alfa de FSH equina CeFSH-alfa>, humana ChFSH-alfa) y bovina (bFSH-

alfa), posee 82, 92 y 96 amino.leidos, respect ivamente. En tre eFSH-

alfa y bFSH-alfa ex i sten 19 aminoácidos d iferentes en varias 

posiciones de la secuencia y 24 entre eFSH- al fa y hFSH- al fa (69 ) . 

La subunidad beta de FSH equina CeFSH- beta> tiene 118 aminoácidos 

al igual que la subunidad beta de FSH humana <hFSH-beta >, varían 

solamente en seis aminoácidos. La secuenc i a de aminoácidos 

comparada entre eFSH y hFSH se muestra en las figuras 3 y 4 <70>. 

El contenido total de aminoácido6 en moléculas de FSH de 

diferentes especies es similar <Tabla 1>. En general, se observ a 

que es rica en acido aspártico, treonina, ácido glutámico y 

cistina, lo cual e xplica el punto isoeléctrico relativamente bajo 

de la proteína <Tabla 3>. Es además pobre en triptofano, metionina 

e histidina. 

La composición de carbohidratos, comparada en FSH de varias 

e speci e s , se enlista en la tabla 2. Estos represent a n alrededor 

del 25% de la molécula y de éste ; aproxi madamente el 5% 

corres ponde a ácido sialico . 

B. - Correlaci6n entre Actividad Biol6gica y contenido de Acido 
Siál ico. 

La actividad biol6gica de la FSH parece estar influenc i ada por 

la cantidad de residuos de acido siálico unidos a ella (1 1, 31) . 

Las moléculas que contienen éste carbohidr ato e stán pr otegidas de 

las e n zimas d e l hígado que degradan asialoglucoproteínas <61). La 

i nf l uencia se manifiesta en dos formas: 1> afectando su vida media 
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contrario, en especies diferentes la subunidad beta de FBH es

similar, mientras que la alfa muestra variaciones (ae, ae, 70).

La molécula de FSH está representada en la Figura 2. La subunidad

alfa de FSH equina (eFSH-alfa), humana {hFSH-alfa) v bovina (bF5H-

alfai, posee B2, 92 v 96 aminoácidos, respectivamente. Entre eF5H-

alfa v DFSH-alfa existen 19 aminoácidos diferentes en varias

posiciones de la secuencia y 24 entre eFSH-alfa v hF5H~a1+a ($9).

La suhunidad beta de FSH equina (eFSH~beta) tiene 118 aminoåcidos

al igual que la suhunidad beta de FBH humana (hF5H-beta), varian

solamente en Ieis aminoácidos. La secuencia de aminoácidos

comparada entre eFSH v hFBH se muestra en las figuras 3 v 4 (Tel.

E1 contenido total de aminoácidos en moléculas de FSH de

diferentes especies es similar (Tabla 1). En general, se observa

que es rica en ¿cido aspãrtico, treonina, ácido glutåmico v

cistina, lo cual explica el punto isoeléctrico relativamente bajo

de la proteina (Tabla 3). Es además pobre en triptofano, metionina

e histidina. _~-

La composición de carbohidratos, comparada en FBH de varias

especies, se enlista en la tabla 2. Estos representan alrededor

del 251 de Ia molécula y de éste, aproximadamente el äï

corresponde a ácido siålico.

H.*Eorre1acion entre ñctividad Hiolågica v contenido de ñcido
Eiãlico.

La actividad biolågica de la FSH parece estar iniluenciada por

ia cantidad de residuos de ¡cido siålico unidos a ella (11, 311.

Las moléculas que contienen éste carbohidrato están protegidas de

las enzimas del hígado que degradan asialoglucoproteínas Ibi). La

in+1uencia se manifiesta en dos §ormas¦ 1) afectando su vida media
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Figura 2. A.- Represent ac ión esquemát i ca de la moléc u l a d e FSH 
humana. Las cadenas de carbohidratos se hayan u nidas a 
Asparagina <Asn>, en la subunida d al f a, e n posi c iones 
52 y 78 y en la beta, 7 y 24. Adaptada a partir d e 
varios autores (34, 67, 69, 7 0> . 

Enlaces disulfuro. 
Enlaces no- coval e ntes . 

B.- Cadena de carbohidratos. 

AcSial 
Gal 
GlcNAc 
GalNAc 

Acido Siálico. 
Galactosa. 

Man 
Fue 

N-acetilglucosa mina. 
N- acetilgalactosa mina. 
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Q.- Representación esquemãtica de la molécula de FSH
humana. Las cadenas de carbohidratos se havan unidas n
ñsparagina (Asnì, en la subunidad alfa, en posiciones
52 v 75 y en la beta, 7 y 24. ñdaptada a partir de
varios autores (34, ó?, $9, 70).

___ Enlaces disulfure.
___ Enlaces no-covalentes.

B.r Cadena de carbohidratos.

Acido Siålico. Han = Hanosa.
Balactosa. Fuc = Fucosa.
N-acetilglucosamina.
Nracetilgalactosamina.

åcåial
Gal
Glcflfic
Galfläc
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eFSH 
hFSH 

eFSH 
hFSH 

eFSH 
hFSH 

eFSH 
hFSH 

eFSH 
hFSH 

eFSH 
hFSH 

eFSH 
hFSH 

Lys-Leu-Arg- Glu-As p 
Ala-Pro-Asp-Val-Glu-Asp-Cys-Pro-Glu-Cys-Thr-Leu-0ln-Glu-As n-

5 10 15 

Lys-Tyr-Phe-Phe-Lys-Leu-Bly-Val-Pro-Ile-Tyr-Glx-Cys-Met-Gly
Pro-Phe-Phe-Ser- Gln-Pro-Gly-Ala-Pro-Ile-Leu- Gln-Cys-Met-Gly-

20 25 30 

Cys-Cys-Phe-Ser-Arg-Ala-Tyr-Pro-Thr-Pro-Ala-Arg-Ser-Arg- Lys
Cys-Cys-Phe-Ser-Arg-Ala-Tyr-Pro-Thr-Pro-Leu-Arg-Ser-Lys-Lys-

35 40 45 

Thr-Met-Leu-Val-Pro-Lys-Asn<CHO>-Ile-Thr-Ser-Glu- Ser-Thr - -
Thr-Het-Leú-Val-Gln-Lys-Asn<CHO>-Val-Thr-Ser-Glu- Ser-Thr- -

50 55 

Cys-Cys-Val-Ala-Lys-Ala-Phe-Thr-Arg-Val-Thr-Val - Met - Gl y-As n 
Cys-Cys- Val-Ala-Lys-Ser-Tyr-Asn-Arg-Val-Thr-Val-Met-Gly-Gl y-

60 65 70 

Ile-Lys-Ser-Gln-Asn<CHO>-His-Thr-Glx-Cys-Tyr-Cys-Ser - Thr- -
Phe-Lys-Val-Glu-Asn<CHO>-His-Thr-Ala-Cys-His-Cys-Ser-Thr- -

75 80 85 

Cys-Tyr-His-His-Lys- Ile 
Cys- Tyr-Tyr-His-Lys-Ser 

92 

Figura 3. Comparación de la secuencia de aminoácidos de la 
subunidad alfa de FSH equina (eFSH-alfa> y humana 
<hFSH-al~a). CHO indica la pos i c i ón de l as caden~s de 
carboh i dratos . Tomado de Rathnam <69 >. 
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eF5H Lye-Leu-ñrg-B1u+ñsp-
hFSH åla-Pro-flsp~Va1-B1u-flsp-Cv:-Prorülu-Cvs-Thr-Leu-G1n-B1u-ñsn-

5 10 15

eFSH Lvs-Tyr-Phe-Phe-Lys-Lou-B1y-Val-Pro-Ile-Tyr-Blu-Cvs-Het-G1v-
hF5H Pro-Phe-Phe-Ser-B1n-Pro-Ely-A1a-Pro-Ile-Leu-Bin-Cvs-Het-Elv*

20 25 30

eFSH Bvs-Cvs-Phe-Ser¬Arq-91a-Tyr-Pro-Thr~Pro~fi1a-ñrg-Ser~ñrg-Lvs-
hFSH Cvsrfivs-Phe-Ser-ñrg-HIa-Tyr-Pro-Thr-Pro-Leu-ãrg-Ber*Lvs-Lvs-

35 40 45

eFSH Thr-HetrLeu-Val-Pro-Lys-Ran(BHD)-Ile-Thr-Ser-Blu-Ser-Thr- -
hFSH Thr-Het-Leu-Val-Gin-Lys-ñsn(BHD)-Val-Thr-Ber-Elu-Ser-Thr- -

50 55

eF5H Evo-Cvs-Val-Ala-Lvl-Ala-Phe-Thr-Arg-Val-Thr-Val-Het-B1v+ñsn-
hF5H Eve-By!-Val-flla¬Lye-Ser-Tvr-fisnrârg-Val¬Thr-Val-Hetrülv+E1v-

ED ¿S TÚ

eF5H Ile-Lys-Ser-Bin-Aln(BHD)-His-Thr-G1x-Cys~Tyr-Cvs-5er~Thr- -
hF5H Fhe-Lys-Val-Blu-åsn(BHD)¬His~Thr-Ala-Cys~His-Cvs-Ber-Thrr -

75 B0 B5

eFSH Eys-Tyr-His-His-Lys-Ile
hF5H Cv:-Tyr-Tvr-His-Lvs-Ser

' 92

Figura 3. Comparación de la secuencia de aminoácidos de la
subunidad alfa de FBH equina (eF5H-alfa) y humana
(hFSH-al¢a). BHD indica la posición de las cadenas de
carbohidratos. Tomado de Rathnam (o9J.
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eFSH 
hFSH 

eFSH 
hFSH 

eFSH 
hFSH 

eFSH 
hFSH 

eFSH 
hFSH 

eFSH 
hFSH 

eFSH 
hFSH 

eFSH 
hFSH 

eFSH 
hFSH 

Asx-Ser-Cys-Blx-Leu-Thr-Asn<CHO>-Ile-Thr-Ile-Ala-Val-Glu- -
Asn-Ser-Cys-Blu-Leu-Thr-Asn<CHO>-Ile-Thr-lle-Ala-Ile-Glu- -

s 10 

Lys-Glu-Gly-Cys-Arg-Phe-Cys-Ile-Thr-Ile-Asn(CHO>-Thr-Thr- -
Lys-Blu-Glu-Cys-Arg-Phe-Cys-Leu-Thr-lle-Asn<CHO>-Thr-Thr- -

15 20 25 

Trp-Cys-Al a-61 y-Tyr-Cys-Tyr-Thr-Arg-Asp-·Leu-Val-Tyr-Lys -Asp 
Trp-Cys-Al a-61 y-Tyr-Cys-Tyr-Thr-Arg-Asp-Leu-Val-Tyr-Lys-Asn -

30 35 40 

Pro-Ala-Arg-Pro-Lys-Ile-Bln-Lys-Thr-Cys-Thr-Phe-Lys-Glu-Leu
Pro-Ala-Arg-Pro-Lys-Ile-Gln-Lys-Thr-Cys-Thr-Phe-Lys-Gl u-Leu-

45 50 55 

Val-Tyr-Glu-Thr-Val-Lys-Val-Pro-Gly-Cys-Ala-His--His-Ala-Asp 
Val-Tyr-Glu-Thr-Val-Arg-Val-Pro-Gly-Cya-Ala-His-His-Ala-Asp-

60 65 70 

Ser-Leu-Tyr-Thr-Tyr-Pro-Val-Ala-Thr-Glx-Cys-His-Cys-Gl y-L Js
Ser-Leu-Tyr-Thr-Tyr-Pro-Val-Ala-Thr-Gln-Cys-His-Cys-Gl y- L i s -

75 80 85 

Cys-Asx-Ser-Asp-Ser-Thr-Asx - Cys-Thr-Val-Arg-Gly-Leu-Gl y-Pro
Cys-Asp-Ser-Asp-Ser-Thr-Asp-Cys-Thr-Val-Arg-Gly-Leu- Gl y-Pr o-

90 95 100 

Ser-Tyr-Cys-Ser-Phe-Gl y-Asp-Met-Lys-Gl x-Tyr-Pro-Val -Al a -L eu -
Ser-Tyr-Cys-Ser-Phe-Gl y-8lu-Met-Lys-8ln-Tyr-Pro-Thr - Al a-L eu -

Ser-Tyr 
Ser-Tyr 

118 

105 110 \ 15 

Figura 4. Comparaci6n de la secuencia de amino,cidos de Id 
subunidad beta de FSH equina <eFSH-beta> y h ·.1mana 
<hFSH-beta>. CHO indica la posici6n de las c ad e r o: ~e 
carbohidratos. Tomado de Rathnam (70>. 
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eFSH han-Ser-Cv!-B1K-Leu-Thr-Ann(CHO)-III-Thr-Ill-ela-Va1~B1u- -
hFSH Ann-Ser-Cv:-B1u-Lou-Thr-han(BHD)~I1e-Thr-I1e-A1a-I1e-G1u- -

5 10

eFSH Lys-G1u-Blv-Eva-Arg-Phe-Cys-Ile-Thr-lle-fisn(BHD)-Thr-Thr~ -
hF5H Lvs-B1u-Elu-Cv1-Arg-Phe-Cvs-Leu-Thr-Ile-ñsn(CHD)-Thr-Thrfi -

15 20 25

eF5H Trp-Bvs-ñla-E1v~Tyr-Cvs-Tvr-Thr-ñrg*fisp~Leu-Val-TvrrLys-fisp-
hFSH Trp-Eva-ñla-B1v-Tvr-Cys-Tvr-Thr-firg-esp-Leu-Val-Tyr-Lys-asn-

30 35 40

eFSH Pro-ñla-Hrq-Pro-Lys-Ile~B1fl“Lvs-Thr*Evs“Thr-Fhe-Lvsrülu-Leu-
hFEH Pro-A1a-årg-Pro-Lvs-I1e*G1n-Lys-Thr-Evs~Thr~Fhe+Lvs¬B1u¬Leu-

45 50 55

eF5H Val-Tvrrülu~ThrHVa1-Lvs-Val-Pro-B1v-Evs¬ñ1a-His-His-H1a-Asp-
hF5H Val-Tvr*E1u~Thr*Va1~Arg-Va1*Pro-B1v-Eva-ñ1a~His~His-A1a-eso-

¿G $5 70

eFSH Ser-Leu-Tvr-Thr-Tyr-Pro-Val-ela-Thr-Elx-Cv;-His-Cvs-G1y-L.s~
hF8H Ser¬Leu*Tvr-Thr-Tvr-Pro-Val-ñla-Thrrüln-Eve-His~Cvs-Gly-L,s-

75 E0 B5

eFSH Cvs-ñsa-Ser-Asp-Ser-Thr-Asa-Cys-Thr-Val-Arg-Glv-Leu-B1y-Pro-
hFSH Cvs-ñsp-Ser-esp-Ser-Thr-Asp-Cvs-Thr-val-ñrg-B1y-Leu-Gly-Pro-

?ú 95 100

eFSH Ser~Tvr-Cvs*5er~Phe*E1v~fisp-Het-Lvs~E1s-Tvr-Pro-Val-Qla-_eu~
hFSH Ser-Tvr-Cvs-Ser~Phe~B1y~B1u-Het-Lvs~E1nrïvr-Pro-Thr-HIa-L±s-

105 119 115

eFSH Ser-Tvr
hFSH Ser-Tvr

115

Figura 4. Comparación de la secuencia de aminoácidos de la
subunidad beta de FSH equina {eFSH-beta) y nemana
(HFSH-betaì. CHD indica la posición de las caden-a se
carbohidratos. Tomado de Rathnam iïüi.
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Tabla 1. Composición de aminoácidos en FSH de vari as e spec i es 
comparada con otras hormonas. 

bFSH 
Aminoácido <14> 

Lisina 14 

Histidina 5 

Arginina 8 

Ac. Aspártico 17 

Treonina 20 

Serina 13 

Ac. Glutámico 20 

Prolina 10 

Glicina 10 

Alanina 13 

Val ina 13 

Cistina 17 

Metionina 4 

Isoleucina 7 

Leucina 10 

Tirosina 10 

Fenilalanina 7 

Triptofano 

Número de residuos por mo lécula 

oFSH 
(14) 

15 

5 

8 

17 

17 

13 

18 

17 

11 

14 

12 

15 

2 

8 

10 

9 

8 

pFSH 
(97) 

18 

5 

8 

18 

17 

16 

22 

14 

15 

18 

11 

17 

4 

6 

12 

7 

7 

1 

eFSH 
(69,70) 

11 

11 

9 

14 

21 

13 

13 

10 

10 

11 

13 

20 

4 

9 

9 

14 

7 

hFSH 
(84) 

13 

6 

9 

15 

20 

19 

23 

16 

11 

12 

16 

21 

13 

7 

15 

11 

8 

1 

bLH 
(28) 

12 

6 

10 

11 

15 

13 

14 

27 

11 

15 

12 

22 

7 

6 

14 

7 

8 

bTSH 
(50) 

19 

6 

5 

15 

20 

11 

15 

14 

8 

13 

11 

22 

8 

8 

6 

16 

9 

hCG 
(7) 

7 

3 

11 

13 

12 

15 

14 

20 

10 

10 

12 

12 

2 

4 

11 

4 

4 

1 

eCG 
(59) * 

9 

3 

13 

13 

20 

17 

18 

31 

12 

17 

12 

18 

6 

11 

14 

7 

8 

bFSH, oFSH, pFSH, eFSH y hFSH = FSH de origen bovino, ovino, 
porcino, equino y humano, respectivamente. 
bLH LH bovina. bTSH = TSH bovina. hCG gonadotropina 
cori6nica humana. eCG = PMSG o gonadotropina cori6nica equina. 

* Los números entre paréntesis corresponden a las referencias 
bibliográficas. 
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Tabla 1. Composición de aminoácidos en FSH de varias especies
comparada con otras hormonas. W _

Número de residuos por mo1ècu1a_

HFSH DFSH pFSH EFSH hFSH bLH bT5H hGG eCG
(14 7 0) 3fiminoácido (14i ) (9 J (b9,70) (B4) (2Bi_ (5

Lisina 14 15

Histidina 5 5

ñrginina 8 8

Ac. fispãrtico 17 17

Treonina 20 17

Eerina 13 13

nc. Glutámico 20 IB

Prolina 10 1?

Elicina 10 11

ñlanina 13 14

Valina 13 12

Cistina 1? 15

Hetionina 4 2

Isoleucina 7 B

Leucina 10 10

Tirosina 10 9

Fenilalanina Í B

Triptofano r r

IB

IB

17

Io

22

14

15

IB

11

17

12

12

à

10

11

15

13

14

27

11

15

12

22

7

b

14

7

B

__|__

ursn, esse, pFsH, Eran y nrsn = FsH de ørigen
porcino, equino v humano, respectivamente.

(7 (59) i

is 7 9
s 3 3
5 11 13

is iz is
20 12 Las
11 is 17
15 14 ie
14 20 31
s 1o 12

13 10 1?
11 12 12
22 12 1a

s 2 s
s 4 11
s 11 14

is 4 †
Q 4 s
._ 1 _

bovino, ovino,

bLH = LH bovina. bTSH = TSH bovina. hCG = gonadotropina
coriúnica humana. eCE = PHBB o genadotropina coriónica equina.

* Los números entre paréntesis corresponden a las referencias
bibliográficas.



Tabla 2. Contenido de carbohidratos en FSH de varias esp e c ies 
comparado con otras glucoproteínas. 

g/100 g de hormona 

bFSH oFSH pFSH eFSH hFSH hLH hCG eCG 
Carbohidrato (31) (31) (97) <46) (34) (34> (92 ) (59 ) 

Fucosa 1. 9 1. 4 2.2 1 . o 0.4 0.4 0.6 0 . 2 

Man osa 5.6 5.2 7.3 S.7 7.9 7.7 4. 3 2. 1 

Galactosa 3.6 3.4 1.9 3.0 2.7 1. 3 4. 3 14 . 1 

Glucosamina 8.2 9.4 11.8 5. 3 8.8 7 .6 7. 1 13.6 

Galactosamina 2.8 1. 3 2. 3 2. 2 2.9 1. l 4 ·. 1 

Acido Sioll ico 3 . 1 4.7 6.0 6.8 5.2 1. 5 7. 2 11. o 

Total 25.2 25.4 29.2 24.1 27.2 21.4 25 . 2 45 . 1 

Tabla 3. Peso molecular, punto isoeléctrico y vida me d ia de 
varias gonadotrop i nas. 

Peso Punto Vida Media 
Hormona Molecular Isoeléctrico Cpl) in y:i V O Ch l 

FSH 3 0 ,000-34,000 4.2 - 7.0h 2 - s 

LH 30, 000- 3 4, 0 00ª 4.5 7. 3bh 0 : 2oc 

eCG 52,000-68,000. 2.0
8 21f 

hCG 59, 000g 4.0 - 5.2 g h 12 
i 

a < 95) , b < 9) , c < 96 > , d < 5 9 > , e < 78 > , f < 58 > , g < 6 > • 
h> El intervalo de pI se debe a la he terogeneidad de la hor mona . 
i) Calculada por regresión lineal tomando el porcentaje de ác ido 

siálico contra vida media de las otras hormonas. 
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Tabla 2. Contenido de carbohidratos en FSH de varias especies
comgarado con otras glucoproteínas.

C í I I o í í

Ear

QIIOO g de hormona

bFSH
(31)

oFSH
bonidrato (31)

prsu eFsH hFsH hLH
<e7› ggpa _ ggai (341

hCE eCB
(92) {5'-?i_

Fuc

Han

Eal

Blu

Gal

ñci

Total 25.2 25.4 29.2 24.1 27.2 21.4 25.2

osa 1.9 1.4 2.2 1.0 0.4

osa 5.ú 5.2 7.3

actosa 3.6 3.4 1.9

cosamina 8.2 9.4 11.8

actosamina 2.8 1.3 - 2.5 2.2

do Sialico 4.? b.03.1

0.4

5.7 7.9 7.7

3.0 2.7 1.3

5.3 8.8 7.o

2.

6.8 5.2 1.5

_ l í Y

0.6 Ú.2

4.3 2.1

4.3 14.1

?.l 13.o

1.? 4.1

7.2 11.0

45.1

Tabla 3. Peso molecular, punto isoeléctrico v vida media de

Hor

_ varias gonadotropinas.

Peso Punto
mona Molecular Isoeléctrico (pl)

vida media
le eiee *hi

FSH

LH

¡CB

so,odo-34,000 4.2 - 7.oh
30,000-s4,eoo' 4.5 - ?.sb1*
52,000-as,oood 2.0'

n
9. K 410 _ E

2 - 5
0:20*
Elf

1
hCB 5 000 5.2 12

a ( asi, b (ai, = (asi, d (se), E (vai, f (sei, g (ai.
hi El intervalo de pl se debe a la heterogeneidad de la hormona.
il Calculada por regresión lineal tomando el porcentaje de ácido

siãlico contra vida media de las otras hormonas
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vida media en plasma <una mayor incorporac ión de á cido si á l i c o 

incrementa el tiempo de circulación y por lo t anto l a a c tividod 

biol~gica> <Tablas 2 y 3> , 2> por una alteraci ón de l a acti v id a d 

de unión con el receptor celL1lar <una mayor can tidad de residuo s 

de ácido siálico disminuye la unión con el receptor) ( 11). Por 

variaciones en el contenido de ácido si á lico, la molécula de FSH 

puede tener una vida medi a larga pero reduci da afinida.d por e l 

receptor o una vida media corta con capacidad de unión al receptor 

elevada. 

C. - Heterogene i dad. 

Se ha observado que la FSH e xiste en formas heterogéneas 

dentro de la hip6fisis de roedores, monos, caballos y burros, 

entre otros (9, 10, 12, t7, 76, 93>. Cada isohormona FSH e xhibe 

punto isoeléctrico (pI>, uni6n con el receptor y a ct ividad 

biológica, diferentes (56). Esto se debe e.senci al mente a que 1 as 

diferentes formas de la hor mona varían en su contenido de ácido 

siálico (94>. Durante la fase de mix ima actividad gonadal, e x iste 

una mayor proporci6n de tipos de FSH más básicos (en relación al 

pi > en la hip6fisis, ocurre lo contrario en la etapa de menor 

actividad gonadal, o bién después de la castración o antes de 

iniciarse la pubertad <10, 93>. En 6sta forma, parece que la 

h ipófisis tiene la capacidad de alterar no sólo el nómero total de 

moléculas FSH sino también los t i pos secretados, y por lo tanto, 

la potenci a de la señal deri vada hacia las gónadas <11>. 

También en otras hormonas como PRL, hCG, LH, hormona del 

crecimiento <GHl y hormo na adrenocorticotr6pica <HCTH>, se 

manifi e sta la heterogeneidad <6, 9, 41, 63, 71). 

ll 

vida media en plasma (una mavor incorporacion de ácido siálito

incrementa el tiempo de circulacion y por lo tanto la actividad

biológica) (Tablas 2 v 3), 2) por una alteración de la actividad

de union con el receptor celular (una mayor cantidad de residuos

de ácido sialico disminuye la unión con el receptor) (ll). Por

variaciones en el contenido de ácido siálico, la molécula de FSH

puede tener una vida media larga pero reducida afinidad por el

receptor o una vida media corta con capacidad de union al receptor

elevada.

C.r Heterogeneidad.

-Se ha observado que la FSH existe en formas heterogéneas

dentro de la hipofisis de roedores, monos, caballos v burros,

entre otros (9, 10, 12, 17, 7o, 93). Cada isohormona FSH exhibe

punto isoelåctrico (pl), unión con el receptor y actividad

biológica, diferentes (Sol. Esto se debe esencialmente a que las

diferentes formas de la hormona varían en su contenido de ácido

siálico (94). Durante la fase de máxima actividad gonadal, existe

una mavor proporción de tipos de FSH más básicos (en relación al

pl) en la hipåfisis, ocurre lo contrario en la etapa de menor

actividad gonadal, o bién después de la castración o antes de

iniciarse la pubertad (10, 931. En esta forma, parece que la

hipofisis tiene la capacidad de alterar no solo el número total de

moléculas FSH sino también los tipos secretados, v por lo tanto,

la potencia de la señal derivada hacia las gonadas (lll.

También en otras hormonas como PRL, hCB, LH, hormona del

crecimiento (GHl y hormona adrenocorticotrôpica tHCTHl, se

manifiesta la heterogeneidad tó, 9, 41, ó3, 711.
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D.- Peso Molecular, Punto Isoeléc trico y Vi d a Me dia. 

El peso molecular de la hormona fol í c ul o est imu l ante e 5 

alrededor de 30,000 <9, 14, 34, 46, 84, 88, 97 ) y sus dos c ad enas 

pesan más o menos lo mi smo. El pun t o iso eléc t r i c:o e s 

apro>: imadamente de 4.7 (9, 88, 94) y su v ida media c irculan te de 2 

a 5 horas <47 >. Estas propiedades se comparan con las d e otras 

gonadotropi nas en la tabla 3. 

E.- Almacenamiento y Secreción. 

La hormona folículo estimulante se almacena en las células de 

la hipófisis anterior, dentro de gránulos de secreción, sólo una 

peque la porci6n de la misma e s tá disponib l e para ser liber ada y 

sus niveles séricos varián durante el ciclo ovulator io. La 

proporción de FSH almacenada y la disponible para ser liberada 

puede estar .regulada al menos en parte, por el grado de 

incorpor ación de ácido s i álico dentro de la molécula < 11 >. No 

e :<i s te efecto estacional en cuanto a la c onc e n trac i ón de FSH en la 

hipófisis de la yegua. Por el contrario, LH si muestra variación, 

s iendo baja su concentración durante el invierno (anestro >, 

incrementándose al final de la primavera para alcanzar los va l ores 

más altos en e l verano <época r e pr oducti va) (35 ) . 

caballo es la fuente más rica de FSH <Fig. 5 >. 

La hipó f i si s de 

La LH equi na <eLH> posee un alto grado de acti v idad de FSH, l a 

c ual no es resultado de la contaminación <1 7 , 51, 76 ) . Es pos ible 

que la doble actividad ( FSH-LH> sea una car acteríst ica general de 

l as gonadotropinas e quinas, más que una propiedad de la eCG 

r el a c ionada con su origen extrahipofisiarip <51). 
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D.- Peso Holecular, Punto Isoeléctrico y Vida Media.

El peso molecular de la hormona folículo estimulante es

alrededor de 30,000 (9, 14, 34, 4o, B4, B8, 97) v sus dos cadenas

pesan más o menos lo mismo. El punto isoelêctrico es

aproximadamente de 4.7 (9, B8, 94) v su vida media circulante de 2

a 5 horas (471. Estas propiedades se comparan con las de otras

gonadotropinas en la tabla 3.

E.- filmacenamiento y Qecreción.

La hormona folículo estimulante se almacena en las células de

la hipófisis anterior, dentro de gránulos de secreción, solo una

pequeña porcion de la misma está disponible para ser liberada v

sus niveles séricos varian durante el ciclo ovulatorio. La

proporcion de FSH almacenada v la disponible para ser liberada

puede estar -regulada al menos en parte, por el grado de

incorporaciån de ácido siálico dentro de la molécula (lll. No

existe efecto estacional en cuanto a la concentración de FSH en la

hipofisis de la yegua. Por el contrario, LH si muestra variación,

siendo baja su concentración durante el invierno (anestroi,

incrementándose al final de la primavera para alcanzar los valores

más altos en el verano (época reproductival (35). La hipofisis de

caballo es la fuente más rica de FBH tFig. 5 I.

La LH equina (eLHl posee un alto grado de actividad de FSH, la

cual no es resultado de la contaminacion il?, 51, ïól. Es posible

que la doble actividad ( FSH-LH) sea una característica general de

las gonadotropinas equinas, más que una propiedad de la eCE

relacionada con su origen extrahipofisiario (51).
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(horas ) 

Tiempo de la OVUl! 
8 hora• 26 horas cidn en relaci611 I2 horas In el 
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Figura 5. Contenido de FSH y LH en la hip6fisis de varias e species 
en relación con algunos fen6menos estrales. Modific ad o 
de Hol y <40>. 

Se define como estro, celo o calor, el momento durante el cual 

la hembra acepta la cópula con el macho. Este periodo es d e 

naturaleza cíclica, e s tableciendose lo que se conoce como ci c l o 

estral y se produce a causa de varias hormonas, m's o menos c omo 

sigue. El hipotálamo produce GnRH que viaja a traves del s i s t e ma 

va scular porta hipofisiario hacia la adenohip6fisis donde p r omuev e 

la síntesis y secreci6n de FSH y LH (861, istas llegan a l ovar io y 

estimulan el crecimiento folicular. Los folículos en crec i mi ento 

principalmente aquel destinado a ovular, producen a s u vez en la 

teca interna, esteroi des androgéni cos por efecto de la LH, 

posteriormente •stos se aromatizan en las células de la g ran u losa, 
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Figura 5. Contenido de FSH v LH en la hipåfisis de varias especies
en relacion con algunos fenómenos estrales. Modificado
de Holy (40).

Eaeel es las desmanes su sl Eisle šstcal Eesiue
Se define como estro, celo o calor, el momento durante el cual

la hembra acepta la cöpula con el macho. Este periodo es de

naturaleza cíclica, estableciendose lo que se conoce como ciclo

estral v se produce a causa de varias hormonas, más o menos como

sigue. El hipotålamo produce BnRH que viaja a través del sistema

vascular porta hipofisiario hacia la adenohipófisis donde promueve

la síntesis v secreción de FSH y LH (Ba), éstas llegan al ovario x

estimulan el crecimiento folicular. Los foliculos en crecimiento

principalmente aquel destinado a ovular, producen a su vez en la

teca interna, esteroides androgénicos por efecto de la LH,

posteriormente estos se aromatizan en las células de la granulo±x¬

13



convirtiéndose en est r ógenos (estradiol ) , baj o l a i nf luenc i a de 

FSH C4, 33, 55). El e st radiol pasa al ~ter o y provoc a la 

proliferación endometrial; es además res pon sable de la lib ido. 

Cuando e l nivel sérico de estradiol alcanza cierto umbral p or un 

tiempo específico, señalando la prese nc ia de un folí culo maduro, 

se induce una mayor producción de GnRH que a su vez incrementa la 

liber a ci ón de FSH y LH CFig. 6) ( 1, 8, 43>, la cual coincide con 

e! inicio del celo. La LH lleva al folículo a la ovulaci6n, ésta 

ocurre aprox imadamente 30 horas después de iniciado el estro (32) 

y simultáneamente la luteinización del mismo, así se forma un 

cuer po lúteo que produce progesterona, responsable de preparar al 

6te1·0 pdra la implantac i ó n del huevo fertilizado y sostener el 

embarazo. Cuando no ocur re el embaraz o, el endometrio secreta 

p ~ ostagl a~ dina F2-alfa en cantidades elevadas, desde el día 14 del 

c i el e, alcanzando n iveles máxi mos durante los dlas 15-17 que se 

w•nt i enen hasta el día 20 (99), es un agente que destruye al 

c uer po lJtec Cl uteolítico ) , ~iaja por cont racorrien te d e l Ótero al 

v ía sanguínea y linf~tic a (38) y permite que u n nuevo 

ciclo e s tr al se inicie. 

días. 

EY[ifi'~~i6n ~~ E§~ 

En la vaca, el ciclo dura alrededor de 21 

Los primeros intentos para preparar FSH libre de la actividad 

de otras hormonas fueron reportados hace apro~i madamente 54 años 

(29). Es t a fué aislada por Li y Colaboradores (49) de hip6fisis de 

borrego, poeteriormente se ha purificado a partir de o vi nos <64, 

72, 88 > , porcinos <42, 97>, bovinos <14, 31, 73), humanos (65, 74, 

8 3) y equinos <9, 17, 37, 51, 69), principalmente. 
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convirtiéndose en estrógenos festradiolì, bajo la inïluencia de

FSH (4, 33, 55). El estradiol pasa al útero v provoca la

proliïeracion endometrial; es además responsable de la libido.

Cuando el nivel sérico de estradiol alcanza cierto umbral por un

tiempo especifico, señalando la presencia de un folículo maduro,

se induce una mayor producción de GnRH que a su ve: incrementa 1a

liberacion de FSH y LH tFig. ol (1, B, 43), la cual coincide con

el Inicio del celo. La LH lleva al folículo a la ovulaciñn, esta

ocurre aproximadamente 30 horas después de iniciado el estro (32)

v simultáneamente la luteinizaciön del mismo, así se forma un

cuerpo lüteo que produce progesterona, responsable de preparar al

útero para la implantación del huevo fertilicado v sostener el

embarazo. Cuando no ocurre el embarazo, el endometrio secreta

proctaglandina F2-alfa en cantidades elevadas, desde el día 14 del

ciclo alcanzando niveles máximos durante los días 15-1? que se

nantienen hasta el día 20 (99), es un agente que destruye al

cuerpo lúteo tluteolíticoì, viaja por contracorriente del útero al

ovario. vía sanguínea v linfåtica (38) f permite que un nuevo

ciclo estral se inicie. En la vaca, el ciclo dura alrededor de 21

días.

Eaciiicaeién de Eãd
Los primeros intentos para preparar FSH libre de la actividad

de otras hormonas fueron reportados hace aproximadamente 54 años

E29). Esta {ué aislada por Li v Colaboradores (49) de hipåfisis de

horrego, posteriormente se ha puri+icado a partir de ovinos ($4,

?2, BB), porcinos (42, 971, bovinos i14, 31, 731, humanos iòä, ?4,

E31 v equinos (9, 17, 37, 51, ¿9), principalmente.
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Se han empleado d i ferentes técnicas para p urif ica r la hor mo n <>.. 

Inicialmente se e x traen las glucoproteínas; IFSH, LH y TSH> c Gn 

acetato de amonio-etanol o sulfato de amonio y se precipitan con 

etanol, acetona o sulfato de amonio, después se separan po r 

cromatografía de intercambio tónico y de filtración en gel <9, 14, 

17, 31, 36, 65, 69>. La preparación que se obtiene, gener almente 

posee una cantidad considerable de LH, dicha contaminación es 

hasta cierto punto necesaria puesto que como se sabe, FSH y LH 

actuán en forma sinérgica sobre el ovar io y par la doble actividad 

de eLH mencionada antes. Al respecto, Moniau:{ 157> prefiere llamar 

a éste tipo de productos;, preparaciones "FSH-LH". 

YUU\1ª!:! g~ E§!j 

A.~ Transferencia de Embriones. 

La transferencia de embriones consiste en remover un embrión 

en sus primeras fases de desarrollo, de un tracto reproductivo a 

otro, donde continuará desarrollandose hasta su nacimiento IFig. 

7>. Se practica desde hace 90 a~os con fines e xpe rimentales en más 

de una docena de especies y en forma e x tensiva en conejas, ratas, 

ovejas y vacas. Es actualmente una técnica muy difundida y de uso 

generalizado entre muchos ganaderos. Las ventajas que se obtienen 

a través de ella son muchas: permite acel e rar el mejoramiento 

genéti c o, se logra obtener mayor descendencia de vacas valiosas, 

hace pos ible obtener progenie de an i males que sufren ciertos tipos 

de infertilidad, se pueden conservar embriones in Yii~Q y 

determinar su sexo antes de realizar la transferencia. Esta 

prácti c a, en nuestro país, se ha venido des;arrollando con buenos 

resultados (5) desde hace 9 a~os. 
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Se han empleado diferentes técnicas para purificar la hormona

Inicialmente se extraen las glucoproteínas (FSH, LH v TSH> con

acetato de amoniofietanol o sulfato de amonio V se precipitan con

etanol, acetona o sulfato de amonio, después se separan por

cromatografía de intercambio idnico y de filtración en gel (9, 14,

1?, 31, 36, 55, $9). La preparación que se obtiene, generalmente

posee una cantidad considerable de LH, dicha contaminacion es

hasta cierto punto necesaria puesto que como se sabe, FSH v LH

actuan en forma sinérgica sobre el ovario v por la doble actividad

de eLH mencionada antes. A1 respecto, Honiaus (5?) prefiere llamar

a este tipo de productos, preparaciones "FSH-LH".

Håilidsd Qe Eãtl
A.- Transferencia de Embriones.

La transferencia de embriones consiste en remover un embrión

en sus primeras fases de desarrollo, de un tracto reproductivo a

otro, donde continuará desarrollandose hasta su nacimiento (Fig.

?J. Be practica desde hace 90 años con fines experimentales en más

de una docena de especies y en forma extensiva en conejas, ratas,

ovejas y vacas. Es actualmente una técnica muy difundida v de uso

generalizado entre muchos ganaderos. Las ventajas que se obtienen

a traves de ella son muchas: permite acelerar el mejoramiento

genético, se logra obtener mayor descendencia de vacas valiosas,

hace posible obtener progenie de animales que sufren ciertos tipos

de infertilidad, se pueden conservar embriones ig gitgg v

determinar su sexo antes de realizar la transferencia. Esta

práctica, en nuestro país, se ha venido desarrollando con buenos

resultados (5) desde hace ? años.
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Figura 7. Transferencia de Embriones. 

Uno de los procesos principales de la transferenc ia d e 

embriones en bovinos es la superovulación <s.o.l, consisten te en 

imducir la maduración y ovulación de un número de folí c ulos mayo r 

al normal, mediante la aplicaci6n de gonadotropinas e xógenas. Par a 

lograr la s.o. en vacas se han empleado varios prepar ado <o, 

hormonales, 6stos son PMSG, FSH, Extracto Pituitario Equino <HAP l 

y Gonadotropina Menopáusica Humana CHMG>, siendo los más U Sdd U· 
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Figura ?. Transferencia de Embriones.

Uno de los procesos principales de la transferencia de

embriones en bovinos es la superovulación {s.o.l, consistente en

imducir la maduración v ovulación de un número de foliculos mavor

al normal, mediante la aplicacion de gonadotropinas esógenas. Para

lograr la s.o. en vacas se han empleado varios preparados

hormonales, éstos son PHSE, FSH, Extracto Pituitario Equino IHQF-

v Gonadotropina Henopáusica Humana (HUB), siendo los más usado
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PMSG y FSH. Para todos ellos e x isten tratamientos e specíficos <2, 

18, 22, 23, 25). 

La FSH es en la actualidad la hormona más utilizada para 

inducir superovulación en donadoras de emb r iones bov inos (53). En 

general, los resultados finales, expresados por el promed i o de 

embriones transferibles obtenidos de cada animal, han sido mejores 

al superovular con FSH que cuando se induce con PMS G <27, 48, 5 7 ). 

La dosis total de FSH empleada está entre 28 a 55 mg, 

aplicados por via subcutánea es.e.> cada 12 horas, d u rante 4 a 5 

días en dosis decrecientes o constantes durante la fase lútea del 

ciclo estral, seguida de la aplicación de un agente luteolítico 

para inducir el est r o 116, 18 1 22 1 53). A la presentación del celo 

se realiza inseminación y ap r o x imadamente 7 días después se 

extraen los embriones, para éste tiempo la mayoría se encuentra en 

estadio de mórula a blastocisto y es el mejor momento para 

colectarlos en forma no- quirúrgica y obtener resultados Óp ti mos 

de preñación 126 1 52, 87) (Fig. 8>. Posteriormente se tra¡;i sfieren 

a vacas de menor mérito genético 162, 77' 100)' después de haber 

sido evaluados, para lo cual se utilizan uno o varios de los 

distintos métodos existentes 152>, siendo el más ampliamente 

usado, el que toma en cuenta las características morfológi cas 127, 

52, 87). 

B. - Inducción del Estro. 

Además de la super o vulación, se utiliza tamb1'n FSH en vacas 

con ovarios inactivos Canestro ) , es decir, en animales que no 

muestran activida d c íclica. Generalmente se aplican alrededor de 

10 mg s.c. en una sola in yección. 
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PHSG y FSH. Para todos ellos existen tratamientos especificos (2,

18, 22, 23, 25).

La FSH es en la actualidad la hormona mas utilizada para

inducir superovulación en donadoras de embriones bovinos 1531. En

general, los resultados finales, expresados por el promedio de

embriones transferibles obtenidos de cada animal, han sido mejores

al superovular con FSH que cuando se induce con PHEG (ET, 48, 57).

La dosis total de FSH empleada está entre 28 a 55 mg,

aplicados por vía subcutånea (s.c.} cada 12 horas, durante 4 a 5

días en dosis decrecientes o constantes durante la fase lútea del

ciclo estral, seguida de la aplicación de un agente luteolitico

para inducir el estro (ió, 18, 22, 53). Q la presentación del celo

se realiza inseminación v aproximadamente ? dias después se

extraen los embriones, para este tiempo la mayoria se encuentra en

estadio de mórula a blastocisto y es el mejor momento para

colectarlos en forma no-quirúrgica y obtener resultados óptimos

de prefiación (26, 52, E7) íFig. B). Posteriormente se transfieren

a vacas de menor mérito genético (62, 77, 190), despues de haber

sido evaluados, para lo cual se utilizan uno o varios de los

distintos métodos existentes (521, siendo el más ampliamente

usado, el que toma en cuenta las caracteristicas morfológicas (27,

52, B7).

B.~ Inducción del Estro.

Además de la superovulación, se utiliza también FSH en vacas

con ovarios inactivos ianestro), es decir, en animales que no

muestran actividad cíclica. Generalmente se aplican alrededor de

10 mg s.c. en una sola inyección.

13



Figura B. Recolección No-Quirúrgica de Embriones. Adaptado de lá 
literatura. 

1.- Sonda de Foley de tres vfa$. 2.-Tubo de entrada de la soluciór 
amortiguadora. 3.-Tubo para inflar el globo. 4.-Tubo de salida de 
la soluci6n amortiguadora. 5.-Recto. 6.-Cuello uterino. 7.-Globo. 
8.-Cuerno uterino izquierdo. 9.- Ovario. 10.- Vejiga urinaria. 
11.- Matráz con saluci6n salina amortiguada can fosfatos 
suplementada. 12.-Prabeta en la que por lavado uterino se recogen 
las embriones. 

Existe un intervalo entre el parto y el siguiente estro. La vac a 

de raza lechera vuelve a entrar en celo entre las 30 y 40 días y 

la de raza de carne, entre los 40 y 60 días. Cuando una vaca ne 

muestra signos de estro alrededor de 60 días después del par to se 

dice que se encuentra en condición de anestro. Esta muchas v eces 

propiciada por deficiencias hormonales, está también 

relacionada con desbalances nutricionales y probablemente factor e~ 

~limáticos adversos como las altas temperaturas (54). 
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Figura B. Recolección No-Quirúrgica de Embriones. ndaptado de la
literatura.

1.- Sonda de Foley de tres vias. 2.-Tubo de entrada de la solucióv
amortiguadora. 3.-Tubo para inflar el globo. 4.-Tubo de salida de
la solución amortiguadora. 5.~Recto. o.-Cuello uterino. ?.-Globo.
B.-Cuerno uterino izquierdo. 9.- Dvario. 10.- Vejiga urinaria.
ii.- Matriz con solución salina amortiguada con fosfatos
suplementada. 12.-Probeta en la que por lavado uterino se recoger
los embriones.

Existe un intervalo entre el parto v el siguiente estro. La vaca

de raza lechera vuelve a entrar en celo entre los 30 v 40 días v

la de raza de carne, entre los 40 y 60 dias. Cuando una vaca nc

muestra signos de estro alrededor de oO días después del parto se

dice que se encuentra en condición de anestro. Esta muchas veces

es propiciada por deficiencias hormonales, está tambiér

relacionada con desbalances nutricionales v probablemente factores

climáticos adversos como las altas temperaturas (54).
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El anestro es un desorden reproduc ti vo debido a un periodo 

prolongado de quiescencia gonadal, se p resenta en el 481. de las 

vacas <21>, dependiendo de la r aza y la edad. En ésta condición, 

generalmente se pueden palpar folículos regularmente desarrollados 

en uno de los ovarios y algunas veces e n ambos, é stos persi sten 

sin ovular o continuar su desarrollo, durante un periodo 

considerablemente largo en algunos animales, por requerir factores 

o vulatorios favorables. 

Otro método para la inducción del estro y ovulación en animales 

con problemas de anestro, consiste en la aplicación de Citrato de 

Clomifeno. En un tratamiento a vacas que no e x hibieron estro 3 a 7 

meses después del parto, el 53.6% entraron en calor 4 a 8 días 

des pués (21). En otros trabajos se han obtenido incl uso mejores 

pcrce nta jes (24, 44). 

El problema del anestro se ha resuelto también mediante el 

tr a t a miento con una combinación de progesterona y cipionato de 

estradiol, con buenos resultados <19>. 

Se habla de inducción del estro y ovulacion, debido a que con un 

tratamiento determinado, los animales pueden entrar en calor y 

además ser capaces de quedar gestantes, Dugwekar <24) lo refiere 

como la inducción de estro fértil u ovulatorio. 
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J~§iifi~~~ign 

Es evidente la importancia de contar con una preparac ión 

adecuada de FSH producida en el país. En la Facultad de Estudios 

Superiores Cuautitlán <FES Cuautitlán), ha existido la inqLlietud 

por desarrollar una línea de trabajo conducente a obtener FSH 

purificada y evaluada como un agente ótil en la produccidn animal . 

Hemos optado por trabajar con las hipófisis de caballo, puesto 

que ha sido menos difícil conseguir las de ésta especie . 

Consideramos que éste no debe constituir un factor adverso, pues 

la hormona usada comunmente proviene de hipófisis de cerdo <FSH-

P:BLlrns-Biotec y Armour), as{, la de origen equino resulta ser 

también heter6loga respecto a la vaca y además, ha demostrado ser 

eficáz cuando se administra en forma de extracto. 

1.- Obtener una preparac ión de FSH equina pLlrificada. 

- Est i mar su potencia biológica y mediante radio inmLlno a nálisi s 

heterólogo, su potencia inmunológica. 

3.- Evaluar la actividad de la hormona como inductora del estro e n 

vacas. 
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adecuada de FEH producida en el pais. En la Facultad de Estudids

Superiores Cuautitlan (FES Cuautitlán), ha existido la inquietud

por desarrollar una línea de trabajo conducente a obtener FEH

purificada v evaluada como un agente útil en la producción animal.

Hemos optado por trabajar con las hipóiisis de caballo, puesto

que ha sido menos dificil conseguir las de esta especie.

Consideramos que este no debe constituir un Factor adverso, pues

1a hormona usada comunmente proviene de hipófisis de cerdo EFSH-

P¦Burns-Biotec v ñrmourì, asi, la de origen equino resulta ser

también heteróloga respecto a la vaca v además, ha demostrado ser

eficaz cuando se administra en forma de extracto.
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1.- übtener una preparación de FSH equina purificada.

2.~ Estimar su potencia biológica v mediante radio inmuno análisis

heterólogo, su potencia inmunológica.

3.- Evaluar la actividad de la hormona como inductora del estro en

vacas.
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I.- Recolección y Conservación de las Hipófisis. 

Un total de 300 hipófisis de caballo recolectadas en acetona a 

4° C, se adquirieron en el rastro de Iztapalapa de la Ciudad de 

México, de éstas sólo se utilizaron los lóbulos anteriores. 

II.- Purificación. 

El procedimiento está basado en la técnica que se utilizaba en 

el banco de Hormonas Proteicas del IMSS <81, 82>, con algunas 

modificaciones <Fig. 9>, éste se realizó a 4°C, como sigue: 

a.- Preparación del Polvo Acetónico. 

Los lóbulos anteriores se pesaron retirando el exceso de 

acetona con papel filtro, se molieron en una licuadora con 1 litro 

de acetona y se homogenizaron, el macerado se lavó con acetona y 

con éter por filtración en un embudo de Buchner y se dejó secar 

durante 24 horas. 

b.- Extracción de las Glucoproteínas <FSH, LH, TSH>. 

La e x tracción se efectuó agregando al polvo acetónico 

previamente pesado, acetato de amonio <CH3 COONHq> al 10%, pH 5.1 y 

etanol al 96% (312 v/v, 10 ml/g de polvo>, se mantuvo en agitación 

durante 24 horas y se centrifugó. Se hizo una reextracción bajo el 

mismo procedimiento. Se mezclaron los sobrenadantes de ambas 

extracciones, se le agregaron 2 volúmenes de etanol al 96% por 

goteo con agitación constante y se dejó reposar durante 48 horas. 

Después de la precipitación etanólica, se centrifugó a 4000 rpm 

por 30 minutos. El precipitado se lavó con tres volúmenes de éter 

centrifugando a 4000 rpm durante 30 minutos, ae aecó al vacío, se 
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I.- Recolección v Conservación de las Hipóiisis.

Un total de 300 hipófilis de caballo recolectadas en acetona a

49 C, se adquirieron en el rastro de Iztapalapa de la Ciudad de

México, de éstas sólo se utilizaron los lóbulos anteriores.

II.- Purificación.

El procedimiento esti basado en la técnica que se utilizaba en

el banco de Hormonas Proteicaa del IMSS (B1, B2l, con algunas

modificaciones (Fig. 9), éste se realizó a 4°C, como sigue:

a.- Preparación del Polvo ficetónico.

Los lóbulos anteriores se pesaron retirando el exceso de

acetona con papel Filtro, se molieron en una licuadora con l litro

de acetona v se homogenizaron, el macerado se lavó con acetona v

con éter por filtración en un embudo de Buchner Y se dejó secar

durante 24 horas.

b.~ Extracción de las Blucoproteínas (FSH, LH, T5Hl.

La extracción se efectuó agregando al polvo acetónico

previamente pesado, acetato de amonio (CH3CDDNHql al 102, pH 5.1 v

etanol al 95% (312 viv, 10 ml/g de polvo), ae mantuvo en agitación

durante 24 horas v se centrifugó. Se hizo una reextracción bajo el

mismo procedimiento. Se mezclaron los aobrenadantes de ambas

extracciones, se le agregaron 2 volúmenes de etanol al Qaï por

goteo con agitación constante y se dejó reposar durante 48 horas.

Después de la precipitación etanólica, se centrifugó a 4000 rpm

por 30 minutos. E1 precipitado ae lavö con tres volúmenes de éter

centrifugando a 4000 rpm durante 30 minutos, ae aecó al vacío, se
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Hipófisis 
<Lobuloa Ant•rior••> 

.i 
Polvo Acet6nico 

lCH1 COONHq 104, pH 5.1 
y Etanol 964 (312 v/v, 10 ml/g) 

Centrifugación a 2500 rpm por 30 ' 

+ Re11iduo · Sobrenadante 

+ 
Centrifugación 

Residuo 

! E ter 

-s 
Centrifugación a 4000 rpm por 30' 

iEtanol 96% por goteo 

a 4000 rpm por 30 ' 

+ Sobrenadante 

"' Sobrenadante Residuo 

!CH3c:ooNH.¡ O.OOS H, pH S.S 

O.~ M, pH 5.5 

Centr i fugación a 2500 rpm por 3 0 ' 

Sobrenadan te 
<Extracto Glucoproteico> 

i 
Cromato rafia CM-celulosa 

CH3 COONHt¡ 
1 11, pH 6.8 

CM-1 CM-2 

Figura 9. Purificación de FSH. 
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Residuo 

CH?>COONH'\ 
1 M, pH 9. 5 

CM-3 

Hipáciain
iLobuloa Anteriores)

Polvo ficotónico

cH,cnuNH, ion,
y etanai aaa

Centrifugacióq a 2500 rpm por

pH 5.1
1312 vƒv, 10 mlƒgl

r_____.

Reaiduo

30'
"Q

Sobrenadante

¿Etanol Qoï por goteo

Clntrifu ación a 4000 rpm por 30'
í 'W

Hesiduo

Il Eter

Eobrenadante

4 Centrifugación a 499? rpm por 30'

Sobrenadante Reaiduo

CH3CDflHHq 0.005 H, pH 5.5

Diálisis contra CH¡CO0NH¶ 0.005 H, pH 5.5

Centrifugación a 2500 rpm por 30'

Sodšlnadante
(Extracto Glucoproteico)

Bromat rafia CH-celu

cH,couNHq
1 H, pH a.a

CH-1 CH-2

Figura 9. Purificación de FSH.
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pesó, se resuspendiÓ en 145 ml de •cetato de amonio 0.005 M, pH 

S.S, se dializ6 contra el mismo amortiguador durante 24 horas y se 

centrifugó a 2500 rpm durante 30 minutos. 

c.- Separación de FSH. 

Se realizó por cromatografía de interc•mbio tónico usando una 

columna <Pharmacia) de 2.6 M 40 cm, de Carboxi Metil-celulosa <CM

celulosa, Sigma Chemical Co. St. Louia, Mo.>, previamente activada 

con NaOH 0.1 N, Agua y HCl 0.1 Nen forma sucesiva y equilibrada 

con acetato de amonio 0.005 M, pH S.S. Antes y después de preparar 

la columna, la CM-celulosa se ajustó a pH S.5 como describe 

Hartree <36>. Se aplicaron 500 y 437 mg <75 y 65 ml> del e :: tracto 

glucoproteico para ser eluÍdos con acetato de amonio 0.005 M, pH 

s.s. 1 M, pH 6.8 y 1 M, pH 9.S. Se recolectaron fracciones de 10 

ml a una velocidad de 0.5 ml por minuto. 

Para trazar el cromatograma, se leyó la absorbancia de las 

fracciones a 280 nm en un espectrofotómetro Spectronic 21. 

La concentración de proteínas se determinó por medio del 

método de Lowry (68>, utilizando albúmina de suero de bovino CBSA> 

como estándar. 
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5.5, se dializó contra el mismo amortiguador durante 24 horas y se
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c.- Separación de FSH.

Se realizó por cromatografía de intercambio iónico usando una
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Hartree (Sé). Se aplicaron 500 v 437 mg (75 v ófi mll del eetracto

glucoproteico para ser eluídos con acetato de amonio ü.oü5 H, pH

5.5, i H, pH b.B v l N, pH 9.5. Se recolectaron Fracciones de 10

ml a una velocidad de 0.5 ml por minuto.

Para trazar el cromatograma, se leyó la absorbancia de las

iracciones a 280 nm en un espectrofotómetro Spectronic 21.

La concentración de proteínas se determinó por medio del

método de Lourv (bd), utilizando albúmina de suero de bovino (BEA)

como estándar.
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III.- Bioensayo. 

La potencia biológica de los productos finales se determinó 

por medio de la técnica de Steelman y Pohley C91l, en términos de 

+ 
FSH-P:Burns-Biotec <FSH-Pl. Se utilizaron ratas hembras Wistar de 

21 a 23 días de edad. Las dosis de FSH-P y muestras problema 

fueron de 100 y 200 ~9· A cada dosis se le agragaron 50 Unidades 

Internacionales <UI> de hCS y se llev6 a 2.5 ml con NaCl al 0.97.. 

Se aplicó una inyección subcutánea de 0.5 ml, dos veces al día 

durante tres días, para un total de 5 inyecciones. Cada rata 

recibió al final 100 o 200 ~g de hormona más 50 UI de hCG. Los 

animales fueron sacrificados 24 horas después de la última 

inyección, se retiraron los ovario& eliminando el exceso de tejido 

graso y se pesaron los doa juntos de cada rata. 

La distribución de muestras y animales fué la siguiente: 

Grupo Muestra Régimen No.Animales<Totall 

Problema Extracto<+hCS> 2 dosis (100 y 200 ~g> 4/dosis (8) 

CM-1 

CM-2 

CH-3 

Estándar FSH-P 

Control hCS 1 dosis (50 ur> (4) 

Las muestras de los grupos problema son las fracciones derivadas 
del proceso de purificación. 

+ FSH-P:Burns-Biotec, es una preparación de FSH de origen porcino, 
de i111portación que en el país se usa al dar tratamientos de 
inducción de estro y superovulación, por eso se tomó como 
referencia. 
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III.- Bioensayo.

La potencia biológica de los productos finales se determinó

por medio de la técnica de Steelman y Pohley (91), en términos de

FSH-P:Burns-Biotec (FEH-Pit Se utilizaron ratas hembras wistar de

21 a 23 dias de edad. Las dosis de FSH-P y muestras problema

fueron de 100 y 200 pg. Q cada dosis se le agragaron 50 Unidades

Internacionales (UI) de hCB y se llevó a 2.5 mi con Naül al 0.?2.

Se aplicó una inyección subcutinea de 0.5 ml, dos veces al dia

durante tres dias, para un total de 5 inyecciones. Cada rata

recibió al final 100 o 200 pg de hormona más 50 UI de HDB. Los

animales fueron sacrificados 24 horas después de la última

inyección, se retiraron los ovarios eliminando el exceso de tejido

graso y ss pesaron los dos juntos de cada rata.

La distribución de muestras y animales fué la siguiente:

Grupo Muestra Régimen Ho.ànimales(Total¿

Problema Extracto{+hCB) 2 dosis (100 y 200 Pg) 4!dosis (B)

" Bflei " “ " "

“ CH-2 “ ” " "

" CH-3 " " " “

Estándar FSH-P ' " " "

Control hE§_ 1 dosis (50 UI) " L±L_
1 1

Las muestras de los grupos problema son las fracciones derivadas
del proceso de purificación.

+ FSH-P|Burns-Hiotec, es una preparación de FSH de origen porcino,
de importación que en el pais se usa al dar tratamientos de
inducción de estro y superovulación, por eso se tomó como
referencia.
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IV.- Radioinmunoa nál i sis. 

El radioinmunoan,lisis <RIA> se efectuó con la fina l idad de 

corroborar la existencia de FSH en los p r oductos final es , a d emás 

estimar su potencia inmunológica. Este se hizo por dupli cad o 

usando tubos de vidrio de 10 x 75 mm. Fué heter6logo d e bi d o a que 

los reactivos disponible• en el laboratorio eran de rata. 

a.- Yodación de FSH. 

A 2.5 }Jg de FSH de rata <NIADDK-rFSH-I - 5> en 25 pl de 

amortiguador salino de fosfatos <PBS> 0.01 M, · pH 7.4, se le 

agregaron 10 pl <1 mCi> de yodo-125 CI-125> CAmersham, England>, 

resultando 734,524 cuentas por minuto (cpm). 

de Cloramina T (5 mg en 20 ml de PBSl, se 

Se adicionaron 10 fl 

agitó durante 60 

segundos, se agregaron 50 J-Jl de Metabisulfito de Sodio <10 mg en 

10 ml de PBS>, y se agitó durante 10 segundos. La mezcla se 

depositó en una columna de Sephadex G-100 (Sigma Chemical Co. St. 

Louis, Mo.> de 1 x 18 cm, a la que prev iamente se le habíán pasado 

2 ml de BSA al 5% y 15 ml de PBS. Se contó la radiactividad que se 

mantuvo impregnada en el tubo donde se hi z o la mezcla y en la 

punta de la pipet a con que se depositó en la columna, 

constituyendo éste el residuo que fué de 165 1 272 cpm. Eluyendo con 

PBS, se recogieron 3 0 fracciones de 10 gotas cada una, en tubos 

con 200 J-Jl de BSA al 5% mantenidos sobre hielo. Se contaron las 

fracciones en un contador AMES, Gammacord II y se graficaron <Fig. 

10>. La hormona yodada CFSH-I-125) tuvo una actividad e s pecífica 

de 100 fCi/}Jg. 
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IV.- Radioinmunoanålisis.

El radioinmunoanålisis (RIA) se efectuó con la finalidad de

corroborar la existencia de FSH en los productos finales, además

estimar su potencia inmunológica. Este se hizo por duplicado

usando tubos de vidrio de 10 H 75 mm. Fué heteróloqo debido a que

los reactivos disponibles en el laboratorio eran de rata.

a.- Yodación de FBH.

H 2.5 ¡pg de FEH de rata (NIADDK-rFSH-I-5) en 25 pl de

amortiguador salino de fosiatos GPBS) 0.01 H,` pH 7.4, se le

agregaron 10 pl il mCi) de yodo-125 (I-125) (fimersham, Englandl,

resultando 734,524 cuentas por minuto (cpm). Se adicionaron 10 pl

de Cloramina T (5 mg en 20 ml de PES), se agitó durante ¿U

segundos, se agregaron Süipl de Hetabisuliito de Sodio (10 mg en

10 ml de PBSI, y se agitó durante 10 segundos. La mezcla se

deposito en una columna de Eephadex B-100 (Sigma Chemical Do. St.

Louis, Ho.) de 1 s IB cm, a la que previamente se le habían pasado

2 ml de ESQ al 52 y 15 ml de PES. Se contó la radiactividad que se

mantuvo impregnada en el tubo donde se hizo la mezcla v en la

punta de la pipeta con que se depositó en la columna,

constituyendo este el residuo que fué de 1b5,272 cpm. Eluyendo con

FES, se recogieron 30 fracciones de 10 gotas cada una, en tubos

con 200 pl de Bfiñ al 5% mantenidos sobre hielo. Se contaro las

fracciones en un contador HHES, Bammacord II v se graficaron (Fig.

lül. La hormona vodada (FSH-I-125) tuvo una actividad especifica

de 100'PCi{pg.
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Figura 10. Brafica de separación FSH yodada por cromatografía e n 
Sephadex 8-100. 

b.- RIA de FSH. 

El procedimiento se esquematiza en la figura 11. Se u tiliz ó 

PBS 0.01 M, pH 7.4, con 0.01 M EDTA, 50 mg/L gama globulina d e 

conejo y 0.2X BSA <amortiguador de ensayo>, para todas l a s 

diluciones a excepción del aegundo anticuerpo. El p r i mer 
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Figura 10. Grafica de separación FSH vodada por cromatografía en
Sephadex B-100.

b.- Rlfi de FSH.

El procedimiento se esquematiza en la iigura ii. Se utilizo

PES 0.01 H, pH 7.4, con 0.01 H EDTH, 50 mgIL gama globulina de

conejo v ú.2Z BA (amortiguador de ensavol, para todas las

diluciones a excepción del segundo anticuerpo. El primer
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Numerar los tubos y ord•narlos. 

Preparar los reactivo• y pipetearlos como sigue1 

Unión no Estándar,Pro 
R"'""Cti VOS Bo EsDecifica blemil o Pool 

A81orti guador 
A- - - ·- 100 111 300 ul -
ler. Ac 200 µl - 200 µl 

FSH-I-12:5 100 )Jl 100 p.l 100 p.l 
< 10.000com> <10.000com < 10,000com> 

Estd.,Pro-
blamil o Pool - - 100 J.Jl 

Agitación Si Si Si 

Incubar 18-24 horas a temperatura ambiente. 

2do. Ac 100 pl 100 Jll 100 JJl 

Agitación Si Si Si 

Incub¡¡r 18-24 horas il temper¡¡turil ambiente. 

Agua Des
i on izada 1 1111 1 ml 1 ml 

Centrifugar a 3000 rpm durante 30 minutos. 

Decantar el sobrenadante. 

Secar la pared interna de los tubos. 

ContAr la radiilctividad del precipitado. 

Calcular los resultados. 

Figuril 11. EsquRma de Radio Inmune Análisis. 
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Cuentil ~ 

Total Tubos 

-
-

100 p.l 
< 10,000cpm) 

-
-

-
-

Humerar los tubos v ordenarlos.

Preparar los reactivos v pipetearlos como sigue:

1 Unión no Estãndar,Pro Cuenta
fl¡¿gLL¿gg_ Especifica blema olfgol Total Tubos

fieortiguad
._-_ , . ha _ 30-0 1 -

.... M le

ï

FSH-I-125 IOÚ ,LI1 100 Pl 100 pl 100 ¿pl
{lÚ,0ÚÚCpml (10,ÚO0cpm (IQJOOÚC-mi {lü,Ú00cpm)

Estd.,Pro-
blsma o Pool - - iúü pl e

cgi 1;.-.cian si si si -
 I Í í Í o

lncubar IB-24 horas a temperatura ambiente.

2do.. Fic 100 ¡.11 100 ¡.11 100 Pl -

àgitación Si Si Si -

Incubar iB-24 horas a temperatura ambiente.

Agua Des- ` " '
ionizada 1 ml 1 ml i ml -

Bentrifugar a 3000 rpm durante 30 minutos.

Decantar el sobrenadante.

Secar la pared interna de los tubos.

Cotar la radiactividad del precipitado.

Calcular los resultados.

Figura li. Esquema de Radio lnmuno Análisis.
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.anticuerpo <1er. Ac> <NIADDK-anti-rFSH-S- 11>, s uero d e conejo 

anti-FSH de rata, se uso a una dilución inicial 1:62,500 y e l 

segundo <2do. Ac>, suero de borrego anti-gama globulina de 

conejo, dilución inicial 1110, ~sta último con PBS 0.01 M, pH 7.4. 

De la hormona yodada <FSH-I-125> se emplearon 10,000 cpm en cada 

tubo. ColllO referencia o estándar se utilizó FSH de rata CNIADDK-

rFSH-RP-1>, haciendo dobles diluciones seriadas <entre 1000 y 

1~.625 ng/ml>, se hizo lo mismo para cada muestra problema 

Cconcentrado-11160). Se colocó suero de rata ovariectomizada, a 

tres diferentes concentraciones Cpooles>, como control de calidad. 

El conteo de la radiactividad se efectuó en un contador 

Packard Auto-Gama 500 y el cAlculo de los resultados mediante un 

programa basado en análisis de regresión, usando una calculadora 

Hewlett-Packard 97. Se graficó Logit del porcentaje de unido 

+ 
específica CLogit CB/Bo x 100> contra logaritmo de la dosis. Para 

determinar si existe paralelismo entre la curva estándar y las 

problema, se consideraron las pendientes , y se compararon mediante 

an,lisis de varianza. 

Las siguientes preparaciones utilizadas en el RIA, son 

aportadas por National Institute of Arthritis, Diabetes and 

Digestiva Kidney Diseases <NIADDK>: FSH de rata altamente 

purificada para yodación <NIADDK-rFSH-I-~>. Suero de conejo anti-

FSH de rata CNIADDl<-anti-rFSH-S-11). FSH de rata, preparación de 

referencia CNIADDK-rFSH-RP-1>. 

+ Logit = 2.303 log V/100-Y. 
B = cpm dal estándar o problema. 
Bom cpm de XBo definido en la figura 11. 
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anticuerpo Iler, Ac) (NIADDK-anti-rFSH-S-lll, suero de conejo

anti-FSH de rata, se uso a una dilución inicial l¦b2,500 y el

segundo (2do. ec), suero de borrego anti-gama globulina de

conejo, dilución inicial 1:10, éste último con PES 0.01 H, pH 7.4.

De la homona vodada (FSH-I-125) se emplearon 10,000 cpm en cada

tubo. Como referencia o eståndar se utilizó FSH de rata INIQDDK-

rFSH-RP-ll, haciendo dobles diluciones seriadas (entre 1000 v

i5.¿25 ngfml), se hizo lo mismo para cada muestra problema

iconcentradorlllbúl. Se colocó suero de rata ovariectomizada, a

tres diferentes concentraciones (pooles), como control de calidad.

El conteo de la radiactividad se efectuó en un contador

Packard Auto-Gama 500 y el calculo de los resultados mediante un

programa basado en analisis de regresión, usando una calculadora

Hewlett-Packard #7. Se grafico Logit del porcentaje de unión

especifica ¢Logit iHfBo x i00;kcontra logaritmo de la dosis. Para

determinar si existe paralelismo entre la curva estandar v las

problema, se consideraron las pendientes y se compararon mediante

analisis de varianza.

Las siguientes preparaciones utilizadas en el RIA, son

aportadas por National Institute of årthritis, Diabetes and

Digestive Kidney Diseases (NIADDKl¦ FSH de rata altamente

purificada para yodaciön INIQDDK-rFSH-I-5). Suero de conejo anti-

FSH de rata INIQDDK-anti-rFSH-S-ll). FSH de rata, preparación de

referencia ÉNIRDDK-rF8H-RP-ll.

+ Logit e 2.303 log Y/100-Y.
H e cpm del_estandar o problema.
Bo- cpm de ¡Bo definido en la figura ii.
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V.- Inducción del Estro. 

Se utilizaron 45 vacas criolla5 sin actividad cíclica por más 

de 60 días Cen anestro>, libres de infecciones o anormalidades 

genitales. Por palpación rectal se confirmó la ausencia de cuerpos 

lúteos. Los animales se dividieron en dos grupos y estuv ier on 

distribuidos en los Ranchos "El Terremoto" en Teoloyucan Estado de 

Méx ico y "Los Claveles" en San Juan del Río Querétaro. Lo s 

tratamientos se llevaron a cabo entre los meses de mayo a j u lio. 

El Grupo A C20 animales) recibió una inyección subcutinea de 10 mg 

de FSH-P y el Grupo B C25 animales> una inyección s.c. de 2 1 mg de 

la fracción CM- 1. La dosis de CM-1 se calculó en bas e a 1 3 

potencia biológica estimada CCM-1= 47.8% de FSH-P>. La detección 

de estros se efectuó por la maRana de 7:00 a 8100, al medio día y 

por la tarde de 17:00 a 18:00 horas, en forma visual. Las vacas 

que entraron en estro fueron inseminadas artificialmente 12 horas 

después de detectado el mismo. El diagnóstico de gestaci ón s e 

llev6 a cabo por palpac ión rectal alrededor de 45 días desp ués d e l 

servicio (inseminación >. Los res ultados se comparar on emp l eando la 

prueba de Chi cuadrada~ 
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V.~ Inducción del Estro.

Se utilizaron 45 vacas criollas sin actividad cíclica por mas

de ¿O dias (en anestrol, libres de infecciones o anormalidades

genitales. Por palpación rectal se confirmó la ausencia de cueroos

lúteos. Los animales se dividieron en dos grupos y estuvieron

distribuidos en los Ranchos "E1 Terremoto" en Teoloyucan Estado de

Héaico y "Los Claveles" en San Juan del Río Querétaro. Los

tratamientos se llevaron a cabo entre los meses de mayo a Julio.

E1 Grupo Q (20 animales! recibió una inyección subcutånea de 10 mg

de FSH-P y el Grupo B (25 animales) una inyección s.c. de 21 mg de

la fracción CH-1. La dosis de CH-1 se calculó en base a la

potencia biológica estimada (Cn-1= 4?.B2 de FSH-P). La detección

de estros se efectuó por la mañana de 7:00 a 8:00, al medio dia y

por la tarde de 17:09 a 15:00 horas, en Forma visual. Las vacas

que entraron en estro Fueron inseminadas artificialmente 12 horas

después de detectado el mismo. E1 diagnóstico de gestación se

llevó a cabo por palpación rectal alrededor de 45 dias despues del

servicio (inseminaciónl. Los resultados se compararon empleando la

prueba de Chi cuadrada.
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Purificación y Bioensayo. 

El proceso de purificación se esquematiza en la figura 9. Es 

un método desarrollado por Hartree (36) y retomado por Salas <81, 

82> para extraer y separar las glucoproteinas hipofisiarias <FSH, 

LH y TSH>, aunque en éste trabajo sólo se evaluó a una de ellas 

<FSH>. 

De los 300 lóbulos anteriores cuyo peGo total fué de 230 g, se 

obtuvieron 64 g de polvo acet6nico y 3 g en peso seco de extracto 

glucoproteico, el cual poseía 0.971 g de proteína. Considerando el 

equivalente a 100 g de polvo acet6nico, se tendrían 4.7 y 1.5 g de 

extracto, en peso y contenido de proteínas, respectivamente <Tabla 

4>. 

Tabla 4. Rendimiento y actividad FSH 
fracciones principales. 

en cada una de las 

Fracción 
Extracto 

Parámetro Blucoproteico CM-1 CM-2 CH-3 

Peso Seco (g) 3.0(0.971>ª 0.744(0.337) o. 503 <O. 396) o. 361 <156) 

Potencia Biológica 
1. - <'Y. de FSH-P> 38.9 47.8 27.0 25.8 

2.- CU/mg> b 0.389 0.478 0.270 0.258 

3. - U Totales 1167.0 355.6 135.8 93.1 

Recuperación (%) 100 30.4 11.6 5.7 

g/100 g de polvo 
acetónico 4.7(1.5) 1. 2 (0. 53) o. 78 <O. 62) 0.56(0.24) 

g/Kg de hipófisis 13.0 3.2 2.2 1.6 

a> Entre 
contenido 
posee 1 

paréntesis se indican los valorea correspondientes al 
de proteínas en gramos. b> En relación a FSH-P que 

U/mg, estandarizado éste en base al estándar Armour. 
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Purificación v Bioensavo.

El proceso de purificación se esquematiza en la figura 9. Es

un método desarrollado por Hartree (35) v retomado por Salas (B1,

B2) para extraer v separar las glucoroteinas hipofisiarias (FSH,

LH y TSH), aunque en este trabajo sólo se evaluó a una de ellas

(FSH).

De los 300 lóbulos anteriores cuyo peso total fue de 23ü g, se

obtuvieron $4 Q de polvo acetónico y 3 g en peso seco de extracto

glucoproteico, el cual poseía 0.971 q de proteina. Considerando el

eqivalente a 100 g de polvo acetônico, se tendrian 4.7 v 1.5 g de

extracto, en peso v contenido de proteinas, respectivamente (Tabla

4).

Tabla 4. Rendimiento v actividad FSH en cada una de las
fracciones principales.

Fracción
Extracto

Parámetro Blucoproteico CH-1 CH-2 CH-3

Peso Seco (gl 3.Úi0.971ì-'0.744(O.337} 0.5Ú3Í0.3?ó) O.3é1(15ó)

Potencia Biológica
1.” (Z de FSH-Pl 35.9 47.3 27.0 25.8

2.- Íflfmgìb Ú-339 0.478 0.270 0.258

3.- U Totales 11ó7.0 355.6 135.5 93.1

Recuperación (11 100 30.4 11.ó 5.7

qfiüú g de polvo
acetónico 4.?(l.5) i.2(0.53l ü.7E{0.ò2l 0.5b(O.24l

gƒkg de hipófisis 13.0

al Entre paréntesis se indican los valores correspondientes al
contenido de proteinas en gramos. bl En relación a FSH-P que
posee 1 U/mg, estandarizado este en base al estandar Armour.
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La cromatografía del extracto glucoproteico <Fig. 12>, r i nd ió 

tres fracciones <tres picos) denominadas CM-1, CM-2 y CM-3. CM- 1 

constituye la fracción con mayor actividad de FSH, siendo ést a 

47.8% de FSH- P según el bioensayo <Fig. 13). De la mi s ma , 

resultaron 0.744 gen peso que corresponderían a 1.2 g por c a d a 

100 g de polvo acet6nico y que representan un rendimiento de 3.2 g 

por Kg de hipófisis <Tabla 4>. 

O. BOJ'. 005M (pH5. 5) F. OM (pH6 . Bl. 

CM-1 CM-2 
E 0 . 70 1----i 
e 

~ 0.60 
(\j 

ro 0.50 

-~ 0 . 40 
u 
e ro 0.30 
.D 
e:... 
o 0.20 
(J) 

.D 
<t o .10 

1. OM {pH9. 5) 

CM-3 

o.oo~1~~5,__-1-9~-1~3~~1~1~2~1~-2+s~-2~9~3~3~-3~7~~4~1~4-+-5 

Nümero de Fracción (10ml/fracc.l 

Figura 12. Cromatografía del e x tracto glucoproteico en un a co l umna 
de CM-celulosa de 2.6 x 40 cm. Se eluyó con CH3 CDONH~ 
0.00 5 M, pH 5.5, 1 M, pH 6.8 y 1 M, pH 9.5, a un a 
velocidad de 0.5 ml por minuto. Se obtuvier on tres 
fracciones CM-1, CM-2 y CM-3. 

La cromatografía del extracto glucoproteico iFig. 12), rindió

tres fracciones ¡tres picos) denominadas Eflsl, CH-2 y CH-3. CM-1

constituye la fracción con mayor actividad de FSH, siendo ésta

47.8% de FSHHP según el bioensayo {Fig. 131. De la misma,

resultaren 0.744 Q en peso que corresponderian a 1.2 g por cada

100 g de polvo acetónico y que representan un rendimiento de 3.2 g

por Kg de hipófisis (Tabla 4).

b Bolåposn tpHq¿51 ¿.oa tnHs.s› ¡ 1.nu {nHa.51 ¡
CM- - _É mi,_.±.¬ , mi = la

í
Ú.5Ú† _

1

0.50-

2 0.40-L

C3
¡D
FU

111

Absurbanc DC3OI.¡UisC:DD

Ii

una 1591:=.17a1a5as3a:a:›'41.«s
Número de Fracción (10m1/franc)

Figura 12. Cromatografía del extracto glucoproteico en una columna
de Eflrcelulosa de 2.b x 40 cm. Se eluyó con CH3CüDNHq
O.üü5 H, pH 5.5, i H, pH ó.B y 1 H, pH 9.5, a una
velocidad de 0.5 ml por minuto. Se obtuvieron tres
fracciones CH-1, CH~2 y CH~3.
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Figura 13. Bioensayo. Curvas dosis-respuesta de los productos 
finales, suplementados con 50 U hCG, en ratas helllbras 
de 21-23 días da edad, según el método de Steelman y 
Pahley <91>. a> FSH-P, b> CM-1, c> Extracto 
Glucoproteico, d> CM-2, e> CM-3 . 

Radioinmunoanálisis 

En relación con el RIA, la figura 14 muestra las curvas de 

desplazamiento de las fracciones extracto glucoproteico y CM-1, 

adem4s de FSH-P, relacionadas con el estándar de rata <rFSH-RP- 1>. 

Se observa que las del extracto y CM-1 no son paralelas <P < 0.05> 

con respecto a rFSH-RP-1 y FSH-P. Entre el extracto y CM-1 si 
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Figura 13. Bioensayo. Curvas dosis-respuesta de los productos
finales, suplementados con 50 U hCG, en ratas hembras
de 21-23 días de edad, según el metodo de Bteelman y
Pohley 1911. al FSH-P, bl CH-1, cl Extracto
Glucoproteico, dl CH-2, el CH-3.

Radioinmunoanálisis

En relación con el Rlfi, la figura 14 muestra las curvas de

desplazamiento de las fracciones extracto glucoproteico y CH-1,

ademas de FSH-P, relacionadas con el estandar de rata ErFSH-RP-1).

Se observa que las del extracto y CH-1 no son paralelas (P < 0.05)

con respecto a rF5H-RP-i y FBH-P. Entre el extracto y CH~1 si
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Figur• 14. RIA de FSH. Curvaa de paralelismo <Logit vs Log> para 
FSH-P ( l!I , ecuación de regreaión lineal y•- 0.97X + 
3.13>, Extracto Glucoproteico <0, ya-1.35X + 3. 7 ) y 
CH-1 <A, y•-1.27X + 3.8> contr• el est&ndar rFSH-RP-1 
<B, y=-2.29X + 5.6>. 

&Miste paralelismo <P > 0.05>, las pendientes de é s tas s o n 

aemaJantea <-1.35 y -1.27, respectivamente) y aon diferentes a las 

da rFSH-RP-1 <-2.29> y FSH-P (-0.97>. Tomando en cuenta l a 

cantidad de hormona necesaria par• inhibir el 50% de uni ón 
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Figura 14. Rlñ de FSH. Curvas de paralelismo tLogit vs Log) para
FBH-P il] , ecuación de regresión lineal y--ü.9?¡ +
3.13), Extracto Blucoproteico (C), y--1.35! + 3.?) y
CH--1 (Á, y--1.27! 4- 3.8) contra el estandar rFSI+-RP--1
(B , y=-2.29: + 5.¿›.

existe paralelismo (P > 0.05), las pendientes de éstas son

semejantes (-1.35 y -1.27, respectivamente) y son diferentes a las

de rFSH~RP-1 (-2.29) y FSH-P (-0.97). Tomando en cuenta la

cantidad de hormona necesaria para inhibir el 501 de unión

34



específica (cero en la fig. 14>, el extrac to g luc oproteico y CM-1 

resultan con una potencia inmunológica <PI > del 2 18% y 1501. d e 

FSH-P y del 53% y 371. de rFSH-RP-1, respecti vamente. Al comparar la 

con la potencia biológica <PB), en relación a la misma hormona de 

referencia <FSH-P>, resulta un cociente PI / PB de 5.6 y 3.1, 

respectivamente. Al considerar la potencia inmunológica en 

relación a rFSH-RP-1, el cociente es 1.4 y 0.8, para las mismas 

fracciones <Tabla 5). 

La validación o presición del RIA está representado por los 

coeficientes de variación <CV> derivados del suero <pooles> de 

control de calidad. El CV intraanálisis fué de 8.6 y el CV 

interanálisis de 20.0. 

Tabla 5. Comparación entre la potencia inmunológica <PI> y la 
potencia biológica <PB>. 

P.ar.ámetro 

Potencia In~unol6gica <RIA> 
1 - (f. de FSH-P> <Pia> 

2 <l. de rFSH-RP-1> <Pib> 

Potencia Biológica <Bioensayo> 
(f. de FSH-P> 

Pia/PB 

Pib/PB 

35 

FSH-P 

24 

!jyeatr.a 
Extracto 

Glucoproteico CH-1 

218 150 

53 37 

38.9 47.B 

3.6 3.1 

1. 4 o.e 

especifica (cero en la fig. 14), el extracto glucoproteico y CH-1

resultan con una potencia inmunológica (PI) del 2182 y 15üK de

FSH-F y del 532 y 372 de rFSH-RP-i, respectivamente. A1 compararla

con la potencia biológica (PB), en relación a la misma hormona de

referencia (FSH-P), resulta un cociente PIXPB de 5.ó y 3.1,

respectivamente. el considerar la potencia inmunológica en

relación a rFSH-RP-1, el cociente es 1.4 y 0.8, para las mismas

fracciones (Tabla 51.

La validación o presición del Rlfi esta representado por los

coeficientes de variación (CVl derivados del suero ipoolesl de

control de calidad. El CV intraanalisis fué de 8.6 y el Cv

interanilisis de 20.0.

Tahla 5. Comparación entre la potencia inmunológica (Pl) y la
_ _ Pfl_†-_=fl=ïfll'=ìi°1'59i=fl .*l_'E'E'1'_-____..._._____ _ _

...___ Husstri ________
Extracto

Parimetro __ FSH-P Glucoproteico EH-1

Potencia Inmunológica (RIA)
1 .- (K de FSH-Pl (Pla) - 218 150

2 .- (1 de rFSH-RP-1) (Flo) 24 53 3?

Potencia Biológica (Bioensayol
(I de FSH-Pl e 38.9 47.5

PIaƒPB - 5.6 3.1

PlbƒPB « 1.4 9.8
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Inducción del Estro. 

De las vacas tratadas con FSH~P <Grupo A> y con la preparación 

de FSH obtenida en éste trabajo <fracción CM-1, Grupo B>, 19 <9:5%> 

y 23 <92'Y.> respectivamente , respondieron, entrando en estro 10 a 

15 días después. De esas, el 63.16'Y. y ól'Y. respectivamente quedó 

preñada a primer servicio, llegando a término y produciendo partos 

simples <Tabla 6). No hubo diferencia significativa <P > 0.05) e n 

la presentación de estros y fertilidad entre ambo& grupos. 

Tabla 6. Inducción del estro y fertilidad en vacas tratadas c on 
FSH-P y la fracción CH-1. 

Grupo 
Parámetro A -< FSH- P> B <CH- 1 > 

No. de Animales Tratados 20 25 

No. de Animales 
que mostraron signos de estro 19 (95X> 23 (92%> 

No. de Animales 
que quedaron gestantes 12 (63.16X>ª 14 (61'Y.> ª 

No hubo diferencia significativa <P > 0.05> entre grupos. . .. 
a> ·tomando como 100'X. el n úmero de animales que entró en estro. 
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Inducción del Entre.

De las vacau trltndai con FSH-P (Brupd HI y cen la preparación

de FSH obtenida en ¿nte trabljn (fracción CH-1, Grupe B), 19 (95%)

y 23 (92%) reipectivnmente , respondieron, entrnndu en entre 10 a

15 dins deipuin. De eeac, el ¿3.1à% y $11 respectivamente quedó

prefiadn 1 primer iervicie, llegindu 1 termine V prnduciendu partes

simplel (Table $3. Hu hubo diferencia significativa (P > 0.051 en

la presentación de entran y fertilidad entre amhul grupns.

Table é. Inducción del entro V fertilidad en vacas tritadas con
FSH-P y la Fracción CH-1.

Erugu
Firåmãtrfl H {F5H*Pì B (EHFI)

Hd. de flnimeles Tratadus 2D 25

Ne. de ñnimalee
que mustrarun nignui de entre 19 (951) 23 (922)

Nu. de ñnimales R
que quedaran gestante; _u% 12 <e3.1ax›“ 14 <¢11›
Nu hubo diferencia significativa (P > 0.051 entre grupos.
n) tdmandu camu 1001 el númeru de animales que entró en eetru.
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El rendimiento en extr•cto glucoproteico correspondiente a 100 

g de polvo acetónico de 4.7 g es ligeramente superior a los 3.5 g 

que menciona Hartree <37> aunque estA por debajo de 6.2 g 

reportados por Rathnam -(6~>. 

Como se mencionó en material y métodos, hubo dos corridas sobre 

CH-celulosa, con 500 y 437 mg de extracto glucoproteico. La 

separación fué muy semejante y una de ellas es la que se 

esquematizó <Fig. 12>. Las fracciones obtenidas en ambas corridas 

se mezclaron para llegar a las cantidades totales de CM-1, CM-2 y 

CM-3 que aparecen en la tabla 4. 

Los 0.744 g de la fracción CM-1, que hacen un 30.4X de 

recuperación, es inferior al 51% de Hartree (37>, al 56X, 52%, 71% 

y 95% de Salas (81) <quien trabaja con h} p6fisis humanas>, 

Combarnous <17>, Braselton (9) y Rathnam (69>, respectivamente, 

éstos tres últimos en un paso similar del proceso de purificacidn, 

ya que siguen una metodolog!a un tanto diferente a la descrita 

aquí para la separaci6n de las glucoproteínas. El rendimiento en 

peso obtenido de 3.2 g/Kg de hip6fisis es inferior a los que 

reportan Combarnous y Hartree (17, 37) y es superior a los de 

Braselton y Rathnam <9, 69>. 

La fracción CM-2 podría corresponder básicamente a LH y TSH y 

CH-3 a TSH, según se ha mencionado (36, 79, 81, 83> aunque éstas, 

en el presente estudio no fueron caracterizadas. 

QLEQQSLQH

El rendimiento en extracto glucoproteico correspondiente a 100

g de polvo acetånico de 4.7 g es ligeramente superior a los 3.5 g

que mnciona Hartree IS?? aunque esta por debajo de ó.2 g

reportados por Rathnam ià?l.

Como se menciono en material y métodos, hubo dos corridaa sobre

EH-celulosa, con 500 y 43? mg de extracto glucoproteico. La

aeparación fue muy eemjante y una de ellas ee la que ae

eaquematizå {Fig. i2I. Las fraccionea obtenidas en ambae corridas

se mezclaron para llegar a lam cantidades totalea de CH-1, CH-2 y

BH-3 que aparecen en la tabla 4.

Los 0.744 g de la fracción CH-1, que hacen un 30.4% de

recuperación, ee inferior al 512 de Hartree (371, al 551, 522, 712

y 95% de Salas (Eli (quien trabaja con hipåfieie humanaa),

Combarnoua (17), Eraaelton (9) y Rathnam (ò9l, reapectivamente,

estos tree últimos en un paso similar del proceso de purificación,

ya que siguen una metodologia un tanto diferente a la descrita

aqui para la separacion de las giucoprotefnaa. E1 rendimiento en

peeo obtenido de 3.2 gƒKg de hipöfiaia ea inferior a loa que

reportan Combarnoua y Hartree (17, 37) y ea auperior a los de

Briselton y Rathnam (9, E91.

La fracción EH-2 podria corresponder bieicamente a LH y TSH y

CH-3 a TSH, según ae ha mencionado (36, 79, B1, E31 aunque éataa,

en el presente estudio no fueron caractericadaa.
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El extracto glucoproteico, CH-1 y FSH-P mostraron a f inidad por 

el anticuerpo produciendo un desplazamiento de las c urvas 

significativo. El desplazamiento sigue una trayector ia que no e s 

paralela respecto a la del estindar <rFSH-RP-1> y FSH-P, debido a 

ésto, la estimación de la potencia inmunológica es menos presisa 

que si las curvas fueran paralelas. Los resultados del bioensayo 

son inferiores a los del RIA, cuando éstos se comparan tomando 

como referencia común a FSH-P, tal discrepancia se ha observado en 

otros trabajos <8, 13>. Si por el contrario, se considera a la 

potencia inmunológica en términos de rFSH-RP-1, los resultados son 

semejantes. Akbar <1> hace algo parecido, él utiliza un estándar 

para el bioensayo, de una especie diferente a la del estÁndar del 

RIA y compara los resultados. Whitley <97) usa estándares 

diferentes pero de la misma especie. 

Las curvas del extracto glucoproteico y CM-1 son paralelas entre 

si, lo cual coincide con su origen común. El primero mostró una 

potencia inmunológica 1.4 veces mayor que la del segundo, ésto es 

contrario a lo que se observó en el bioensayo, aunque la actividad 

biológica del extracto fué cercana a la de CH-1. 

El que no se haya observado paralelismo entre rFSH <rFSH-RP-

1>, eFSH <extracto glucoproteico y CM-1> y pFSH <FSH-P>, coincide 

con otros reportes, ya que generalmente las preparaciones de FSH 

de especies diferentes muestran desplazamientos no-paralelos entre 

si ce, 15, 85, 97>. Cuando las especies estan más emparentadas 

evolutivamente, las curvas pueden ser paralelas, ésto se 

manifiesta por ejemplo, entre pFSH y bFSH, eFSH y oFSH o bién 

entre eFSH y dFSH CFSH de burro> <B, 76, 83>. 

El extracto glucoproteico, CH~1 v FSH~P mostraron afinidad por

el anticuerpo produciendo un desplazamiento de las curvas

significativo. El desplazamiento sigue una trayectoria que no es

paralela respecto a la del estándar (rFSH-RPHI) y FSH-P, debido a

esto, la estimación de la potencia inmunolågica es menos presisa

que si las curvas fueran paralelas. Los resultados del bioensavo

son inferiores a los del RIA, cuando éstos se comparan tomando

como referencia común a FSH-P, tal discrepancia se ha observado en

otros trabajos (B, 15). Si por el contrario, se considera a la

potencia inmunolågica en términos de rFBH-RP-1, los resultados so

semejantes. fikbar (ll hace algo parecido, él utiliza un estandar

para el bioensavo, de una especie diferente a la del estandar del

Rlñ v comara los resultados. Hhitlev (97) usa estandares

diferentes pero de la misma especie. .

Las curvas del extracto glucoproteico v CH-i son paralelas entre

si, lo cual coincide con su origen común. El primero mostro una

potencia inmunolñgica 1.4 veces mayor que la del segundo, ésto es

contrario a lo que se observó en el bioensayo, aunque la actividad

biológica del extracto fue cercana a la de CH-1.

El que no se haya observado paralelismo entre rFSH (rFSH-RP-

11, eF5H (extracto glucoproteico y CH-il y pFSH (FSH-P), coincide

con otros reportes, ya que generalmente las preparaciones de FSH

de especies diferentes muestran desplazamientos noflparalelos entre

si (B, 15, B5, 97). Cuando las especies están más emparentadas

evolutivamente, las curvas pueden ser paralelas, ésto se

manifiesta por ejemlo, entre pFSH y bFSH, eFBH v OFSH o bien

entre eFEH v dFBH (FBH de burro) (8, 76, 851.
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En ensayo radio receptor, eFSH y rFSH han mostrado paralelismo 

<BO>, aparentemente loa receptores celular•• ~o descriminan entre 

FSH de especies diferentes, produciendo curvas que siguen una 

trayectoria paralela <13, 14, ~1, BO>. 

Los coeficientes de varíaci6n intra e interan•ltsis están 

dentro de los límites permitidos para éste tipo de an,lisis, ésto 

es, menores de 10 para el intraanálisis y de 2~ para el 

interanAlisis. 

Al hacer la dosificación de CM-1 para inyectar a las vacas 

se tomó el valor de la potencia biol6gica debido a que los 

resultados del RIA mostraron ser impresisos y contradictorios como 

ya se mencionó. De antemano, el RIA se planeó tratando de 

aprovechar la metodología y reactivo• disponibles y comparar los 

resultados con los del bioensayo, habiéndose manifestado una 

marcada discrepancia entre ambas pruebas. 

Tomando en cuenta los resultados observados en la presentación 

de calorea, el elevado porcentaje en los do• grupos sugiere que, 

la falta de ciclicidad se debía a un desbalanca endócrino. Los 

porcentajes de gestaci6n están dentro de los límite• reportados 

(19, 24, 54>, éste depende de vario• factores entre ellos, la 

fertilidad del semen y la eficiencia del inseminador, por lo que 

no siempre se logra la inducción de un estro fértil. Al respecto, 

influye mucho también, la habilidad de la persona encargada de la 

detección del estro. 

Los porcentajes de presentación de estros obtenido•, son p a recidos 

a los que se mencionan en otros trabajos, en lo• cuales se siguen 
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tratamientoa diferentes. Con Clomifeno, Dugwekar <24> observó un 
., 

97.~X, O a 1~ días postratamiento y específicamente en una de las 

razas tratadas, el 100%. Mediante una combinación de progesterona 

' y cipionato de estradiol se han reportado el 88% (54>, 93.7% <19>, 

en un periodo de 4~ días y 92.3% <20>, O a 21 días despu4s del 

tratamiento. 

. ... 
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tratamientos diferentes. Con Elomifeno, Dugwekar {241 observo un

87.51, 0 a 15 dias postratamiento v especificamente en una de las

razas tratadas, el 1003. Mediante una combinacion de progesterona

v cipionato de estradiol se han reportado el EEE (541, 93.?ä (191,

en un periodo de 45 dias v 92.3K tìüì, D a 21 días despues del

tratamiento.
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Se obtuvo una preparación de FSH (fracción CM-1> de hipófisis 

de caballo con un rendimiento en peso, porcentaje de recuperación 

y actividad biológica, cercanos a los resultados observados en 

otros trabajos. Al respecto, es posible de acuerdo a la 

experiencia, en un siguiente proceso de purificación y siguiendo 

en esencia la metodología descrita, lograr un mejor preparado 

hor110nal. 

La potencia biológica de la preparación de FSH equina es 

inferior a la de FSH-P lo cual indica una mayor honaogeneidad o 

pureza de ésta dltima. Esto deber~ ser confirmado determinando el 

patrón electroforético o grado de pureza de ambas preparaciones. 

El valor de la potencia biológica no corresponde con el de la 

potencia inmunológica cuando ~stas se comparan en relación a FSH

P. Se obtienen valorea menos discrepante• entre ambas pruebas, al 

conipararse en términos de hormonas de referencia diferentes CFSH-P 

y rFSH-RP-1, respectivamente>. Posiblemente sea necesario probar 

nuevamente con el RIA heter6logo descrito, para corroborar que 

mediante el mismo, los valores de la potencia biológica e 

inmunológica no coinciden y desidir eobre la posibilidad de 

desarrollar un RIA homólogo o bién un ensayo radio receptor que 

nos permita adem&s, estimar el contenido de FSH en preparaciones 

hipofisiarias y plasma equinos. 

Qflüåieiããlfliišã

Se obtuvo una preparación de FEH (fracción CH-il de hipñfisis

de caballo con un rendimiento en peso, porcentaje de recuperación

y actividad biológica, cercanos a los resultados observados en

otros trabajos. Al respecto, es posible de acuerdo a la

experiencia, en un siguiente proceso de purificació v siguiendo

en esencia la metodologia descrita, lograr un mejor preparado

hormonal.

La potencia biológica de la preparación de FSH equina es

inferior a la de FSH-P lo cual indica una mayor homogeneidad o

pureza de esta última. Esto debera ser confirmado determinando el

patrón electroforetico o grado de pureza de ambas preparaciones.

El valor de la potencia biológica no corresponde con el de la

potencia inmunológica cuando éstas se comparan en relación a FSH-

P. Se obtienen valores menos discrepantes entre ambas pruebas, al

coaararse en terminos de hormoas de referencia diferentes (FBH-P

v rF5H*RP~i, respectivamente). Posiblemente sea necesario probar

nuevamente con el RIA heterólogo descrito, para coroborar que

mediante el mismo, los valores de la potencia biológica e

inmunológica no coinciden y desidir sobre la posibilidad de

desarrollar un RIA homólogo o bién un ensayo radio receptor que

nos permita ademas, estimar el contenido de FBH en preparaciones

hipofisiarias v plasma equinos.
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Los resultados muestran que la preparacidn de FSH de or i gen 

equino derivada de éste estudio, puede constituir un agente ótil 

en el tratamiento del anestro, pues demuestra su eficacia a l 

inducir el estro y ovulacidn en el ganado bovino. 

El presente estudio marca la pauta para continuar con ésta 

línea de trabajo. Es recomendable evaluar la actividad de la 

preparación hormonal al inducir superovulación en bovinos. 
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Los resultados muestran que la preparación de FSH de origen

equino derivada de éste estudio, puede constituir un agente útil

en el tratamiento del anestro, pues demuestra su eficacia al

inducir el estro v ovulación en el ganado bovino.

El presente estudio marca la pauta para continuar con ésta
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preparación hormonal al inducir superovulaciön en bovinos.
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