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RESUMEN

SUSANA ROJAS MAYA “Distribucion de isoformas de la hormona luteinizante
(LH) en el suero de cabras” Asesor Dr. Luis Zarco Quintero. Departamento de
Reproduccion, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Universidad

Nacional Autdonoma de México

E! presente trabajo tuvo como proposito caracterizar el patron de
distribucién de isoformas de ta LH en el pico preovulatorio de cabras y en el
anestro. Las cabras en anestro (n=4) se estimularon con 100ug de GnRH im y
se muestrearon durante 5h cada 15 min y los animales ciclando (n=6) se
muestrearon por 12h cada hora post-estro. El analisis de la LH del pico
observado fue mediante radioinmunoanalisis y la heterogeneidad se identifico
por medio del cromatoenfoque utilizando una columna de intercambio iénico
(PBE-118), equilibrada con trietilamina 25mM, pH 11.0, con un gradiente de pH
de 10.0 a 3.5. Las 150 fracciones se agruparon en basicas (pH>7.5), neutras
(pH 7.5-6.5) y acidas (pH<6.5), ademas por unidad de pH (=10, 9.99-9.0, 8.99-
8.0, 7.99-7.0, 6.99-6.0, 5.99-5.0, 4.99-4.0 y 3.99-3.0). El porcentaje de la LH
recuperada en cada fraccion se transformo a arcoseno y se sometié a un
analisis de varianza. Las proporciones de isoformas basicas (72.7 £ 1.70) fue
mayor en el pico preovulatorio que en el anestro (63.9 + 1.2), en contraste las
formas neutras fueron menores en el pico preovulatorio (6.2 + 2.3) que en
anestro (17.6 + 0.87), en tanto que no hubo diferencia estadistica en las
formas acidicas (19.1 + 1.5 vs 28.0 + 0.28; p>0.05). El analisis por unidad de
pH en el pico natural e inducido fue respectivamente: pH>10 (0.94 + 1.1 vs 4.6
+ 0.9 ;p>0.05); pH 9.99-9.0 (5.6 + 1.5 vs 34.8 + 0.59; p<0.05) y 8.99-8.0 (61.3 =
14 vs 7.4 + 0.78; p<0.05), sin diferencia a pH inferior (p>0.05) Las formas
predominantes correspondieron a las basicas, sobre todo en pico natural. Es el
primer estudio que informa la heterogeneidad de la LH en suero caprino.

Palabras clave: Anestro, Estro, Hormona luteinizante, Isoformas.
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SUMMARY

The purpose of this research project was to characterize the Iluteinizing
hormone (LH) isoforms distribution pattern in goats serum on the preovulatory
peak and peak on anestrous. The goats anestric (n=4) was stimulate with
100ug GnRH i.m and the samples were collected every fifty minutes after
stimulus of GnRH for 5h and another group was collected every hour post-
estrous during 12h. The peak LH observed was determined using
radioimmunoassay tests, while LH heterogeneity was analyzed using
chromatofocusing by cationic interchanges column (PBE-118), equilibrate with
trietilamina 25mM, eluted with a pH gradient ranging from 10.0 to 3.5. The 150
fractions collected during chromatofocusing were grouped into basic (pH>7.5),
neutral (pH 7.5 to 6.5) and acidic (pH<6.5) isoforms and by pH units (=10, 9.99-
9.0, 8.99-8.0, 7.99-7.0, 6.99-6.0, 5.99-5.0, 4.99-4.0 y 3.99-3.0). The recuperate
LH percentage on every fraction was transformed to arcoseno and was
analyzed using variant analysis. The basic isoforms proportions (72.7 + 1.70)
were bigger than the anestrous (53.9 + 1.2), in contrast the neutral forms on the
preovulatory peak (6.2 + 2.3) were smaller than anestrous (17.6 = 0.87), and
the acids forms (19.1 + 1.5 vs 28.0 + 0.28; p>0.05) not being significantly
different. Per pH unit analysis the result on the natural peak and induced were:
pH>10 (0.94 + 1.1 vs 4.6 £ 0.9 ;p>0.05); pH 9.99-9.0 (5.6 + 1.5 vs 34.8 + 0.59;
p<0.05) and 8.99-8.0 (61.3 = 1.4 vs 7.4 + 0.78; p<0.05), without difference to
the lowest pH (p>0.05). The predominant forms were the basic, especially on
the natural peak. This is the first study that informs about the heterogeneity on
goats serum.

Key words: Anoestrus, Estrous, Isoforms, Luteinizing hormone.
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LINTRODUCCION

El proceso de reproduccién en los caprinos es controlado a nivel de
sistema nervioso central (SNC), por medio de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) sintetizada y liberada de manera puisatil por ef hipotalamo
para estimular la sintesis y secrecion de las hormona luteinizante (LH) y la foliculo
estimulante (FSH) necesarias para el funcionamiento adecuado del proceso
reproductivo (Chemineau et al., 1988; Tanaka et al., 1995).

La hembra caprina a! igual que la ovina se caracteriza por ser
poliéstrica estacional; ya que, presenta su actividad reproductiva durante el otofio
hasta la primavera, presentandose durante este periodo una serie de ciclos
estrales con una duracion de 21 a 23 dias, continuando con un periodo de no
ovulacion denominado anestro. Los esteroides gonadales, especificamente el
estradiol (E;) y la progesterona (Ps) son ios reguladores importantes del ciclo
estral; por ejemplo, en la fase folicular, el estradiol a nivel de hipotalamo e
hipdfisis estimula la liberacion de la LH con pulsos de alta frecuencia y baja
amplitud lo que genera el pico preovulatorio y durante la fase lutea inhibe la
amplitud. (Karsch et al., 1984; Karsch et al., 1993; Tanaka et al., 1995). Durante el
periodo de anestro los ciclos cesan, ya que hay una extremada sensibilidad en el
hipotalamo a la retroalimentacion negativa del estradiol (Legan y Karsch, 1979)

Estudios /n vitro e in vivo han demostrado que la LH se secreta en

multiples formas moleculares, esta heterogeneidad molecular se debe en parte a
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la estructura de los oligosacaridos presentes en la molécula y constituye la base
quimica de la formaciéon de las isoformas o isohormonas. Los oligosacaridos le
confieren propiedades bioldgicas e inmunolégicas a cada isoforma (Baezinger y
Green, 1988; Zalesky et al., 1991; Ulloa-Aguirre et al., 1999; Dias, 2001).

En los ultimos afnos, con el propdsito de conocer el patron de
distribucion de las isoformas de la LH, se ha recurrido a la aplicacién de analogos
de GnRH en diferentes condiciones fisiolégicas, para incrementar la concentracion
circulante de la hormona, la cantidad liberada depende del estado endocrinolégico
del donante, de la sensibilidad a la GnRH y de la reserva de la hormona en el
gonadotropo. Para identificar la heterogeneidad se han empleado técnicas como
el isoelectroenfoque (IEF) y el cromatoenfoque (CF). EIl CF se basa en la
separacion de la proteina de acuerdo a su punto isoeléctrico (pl), usando un
gradiente de pH, que se seleccionaron en funcién de la proteina. La ventaja de
utilizarlo es que conserva la actividad biolégica e inmunolégica de la proteina y
permite un alto porcentaje de recuperacion (Ulloa-Aguirre et al., 1995; Cooke et
al., 1996).

En general, se han identificado isoformas basicas y acidas de la LH en
extractos hipofisiarios, suero y orina; con diferente actividad bioldgica, en los
bioensayos in vitro, se ha demostrado que las formas basicas presentan una alta
actividad biologica, con una vida media corta en la circulacion (Cooke et al., 1996)
a diferencia de las isoformas que eluyen a un pH acido, que presentan una menor

actividad biolégica in vitro, pero con una mayor vida media en la circulacion

(Ulloa-Aguirre et al., 2001).
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La mayor informacion de la heterogeneidad de las isoformas séricas de
gonadotropinas ha sido reportada en humanos en diferentes estadios fisiolégicos,
por ejemplo en mujeres posmenopausicas (Wide et al., 1996) en la obesidad
(Castro-Fernandez et al., 2000) en el ciclo menstrual (Padmanabhan et al., 1988)
y en la senectud (Wide et al., 1985).

Sin embargo en animales domeésticos, la informacidon se ha limitado a
nivel hipofisiario, por ejemplo, en diferentes fases del ciclo estral, en el anestro o
en animales ovariectomizados (OVX), bajo el efecto de esteroides (Zalesky et al.,
1991; Stumpf et al., 1992; Zalesky et al., 1992; Padmanabhan et al., 1992;
Hassing et al., 1993; Kojima et al.,, 1995; Christianson et al., 1998). En la
actualidad no existen reportes para las isoformas circulantes de la LH en animales
domeésticos en particular en la especie caprina por lo que consideramos de gran
importancia utilizarla como modelo experimental.

Por lo tanto el objetivo del trabajo fue investigar el patron de distribucion de
las isoformas de la LH presentes en suero de la especie caprina, en dos etapas
fisiologicas, que correspondieron al pico preovulatorio y al pico inducido con GnRH

durante la época de anestro.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH)

El control en la liberacién de gonadotropinas se realiza por las neuronas
secretoras de la GnRH, que se originan fuera del sistema nervioso central en la
placa offatoria, las cuales migran hacia la parte anterior del cerebro y se agrupan
como redes laxas dispersas en el hipotalamo medio basal (HMB). La mayoria de
los cuerpos celulares productores de la GnRH, se localizan en el &area predptica
(APO) cerca de la linea media y en el 6érgano vasculoso de la lamina terminal
(OVLT); envolviendo a la region anterior del tercer ventriculo, con abundantes
cuerpos neuronales y axones, que terminan en el plexo portal (Caldani et al,
1988; Duittoz y Batailler, 2000).

Las neuronas de la GnRH, representan el componente final de la salida de
una red neuronal, que integra multiples factores medioambientales e internos para
regular la secrecién de hormonas reproductivas. E! circuito neuronal responsable
de la activacién ritmica de las neuronas de la GnRH es conocido como el
generador de pulsos del hipotalamo, en donde la frecuencia y amplitud de pulsos
varia durante el ciclo reproductivo (Lincoln et al., 1985; Moenter, 1992; Skinner
et al., 2000).

La pulsatilidad de la GnRH en ta hembra es controlada por dos areas
separadas en el hipotalamo conocidas como nucleos hipotalamicos ténico y
ciclico; el centro ténico, se localiza en el nucleo ventromedial y el nucleo arcuato,
responsables de la secreciéon basal de la GnRH, durante el anestro y en la fase
lutea, el otro centro es el denominado el centro ciclico o centro preovulatorio,
ubicado en el area hipotalamica anterior, nucleo supraquiasmatico y en el nucleo
predptico, encargados de generar el pico preovulatorio (Karsch et al., 1984). La
GnRH secretada llega al sistema porta-hipofisiario y de ahi a la hipofisis anterior,
estimulando asi la sintesis y secrecién de LH y FSH. La alta frecuencia de pulsos
de GnRH favorece la sintesis de la LH, en tanto que la baja frecuencia favorece
la de FSH (Chemineau et al., 1988; Goodman et al., 2000).
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En el anestro la baja frecuencia de pulsos de GnRH, es generada por la
retroalimentacion negativa del estradiol, lo que marca una disminucién en la
frecuencia de secrecion de LH (Chemineau et al., 1988). Esta supresion en la
actividad secretora de las neuronas productoras de la GnRH durante el anestro,
ocurre a través de un mecanismo neural en el hipotadlamo, en donde se ha
propuesto que el grupo de neuronas que actuan en el anestro no actiuan durante
la época reproductiva (Pau y Jackson, 1985; Xiong et a/., 1997; Kim et a/., 1999)

2.2 Gonadotropos

Las células hipofisiarias responsables de la sintesis y secrecion de la
LH y FSH se les denomina gonadotropos, localizados en la parte distal de la
hipdfisis anterior, y ocupan solo el 7 al 15%, del tejido hipofisiario caracterizado
por una poblacion de células heterogéneas. Estudios inmunohistoquimicos, han
demostrado la presencia de gonadotropos pequerios, que contienen solamente
LH o FSH, denominados monohormonales, que representan el 62%; mientras las
células grandes que contienen |H y FSH, denominados gonadotropos
bihormonales y corresponden al 38%, cuya proporcion de células se modifica de
acuerdo a la etapa del ciclo estral (Childs et al., 1994; Smith y Jennes, 2001).

La actividad de sintesis y secrecién del gonadotropo es regulada por la
GnRH, esteroides y péptidos gonadales. La frecuencia y amplitud de los pulsos de
GnRH modulan el tipo de respuesta hipofisiaria. Por ejemplo, en el proestro,
cuando las concentraciones de estradiol e inhibina son altas, el numero de
receptores a la GnRH en la hipofisis en comparacién con el estro o el metaestro
(Child et al., 1992; Brown y McNeilly, 1999; Crawford et al., 2000).

El mecanismo de accion de la GnRH sobre los gonadotropos esta
mediado por la unidn de la hormona con el receptor, activando a la enzima
fosfolipasa C, generando la produccioén de dos segundos mensajeros, el trifosfato
de inositol (IP3) y el 1,2-diacilglicero! (DAG). El primero de ellos aumenta el calcio
intracelular y desencadena la liberacién de las gonadotropinas preformadas por
exocitosis. El diacilglicerol activa la protein-Cinasa C (PKC), lo cual induce la
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regulacion de la sintesis de gonadotropinas, tanto las Cinasas dependientes de la
calcio-calmodulina como las Cinasas dependientes de los calcio-fosfolipidos estan
involucrados en la estimulacion de la liberacién de la LH (Anderson, 1996).

2.3 Regulacién neuroendocrina del ciclo estral

Durante la época reproductiva de la cabra, la frecuencia y amplitud de
pulsos de LH varia durante el ciclo estral; en la fase folicular se presenta un pulso
cada 90 min mientras que durante la fase lutea temprana se presenta un pulso
cada 4h y en la fase lutea tardia se presenta un pulso cada 12h, siendo diferente
en el anestro en donde se presentan solo dos pulsos cada 24h (Karsch et al,
1984; Herbinson, 1998).

Esta variabilidad en la pulsatilidad de la GnRH y en consecuencia de la
LH, es provocada por el estradiol y la progesterona. Por ejemplo, el estradiol
estimula a nivel del hipotalamo la frecuencia de pulsatilidad de la GnRH, en tanto
que a nivel de la hipdfisis estimula la sintesis de la LH, generando asi pulsos de
alta frecuencia y baja amplitud. En la fase lutea, la progesterona inhibe la
pulsatilidad de la GnRH y a nivel de la hipdfisis, participa disminuyendo la sintesis
de la LH, lo que conduce a pulsos de baja frecuencia y alta amplitud (Goodman y
Karsch, 1980; Karsch et al., 1983).

De acuerdo con el estado reproductivo, el estradiol puede regular la
biosintesis de la GnRH a través de modificaciones en la expresion de genes de
gonadotropinas; por ejemplo, al administrar un antagonista de los opiodes
durante la fase litea para incrementar la frecuencia de los pulsos de LH, se
observa la expresidon de genes, unicamente en las neuronas de GnRH en el
hipotalamo medio basal (HMB). Similarmente, cuando la frecuencia de pulsos de
LH fue inducida a ovejas en estro por exposicion al macho, la expresion del gen
fue otra vez observada unicamente en las neuronas de GnRH en el HMB
(Boukhliq et al., 1999)

El incremento en los pulsos de LH, estimula el desarroilo folicular a nivel
de las células de la teca y de la granulosa para producir estrogenos y enzimas
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involucradas en la esteroidogénesis. En el cuerpo luteo, existen dos tipos de
células, las células liteas pequefias, originarias de las células de la teca, que
contienen receptores para la LH y responden a esta, incrementando la secrecion
de progesterona de 5 a 15 veces, mientras que las células luteas grandes
originarias de las células de la granulosa, secretan altas concentraciones de
progesterona y no responden a los pulsos de LH (Fortune, 1994; Niswander et al.,
2000).

Las neuronas que controian la secrecion de GnRH reciben inervacion
de otras neuronas capaces inhibir la funcion gonadal por medio de ciertos
neurotransmisores; por ejemplo, las neuronas productoras de acido gama amino
butirico (GABA) y las de los opiodes enddégenos, aminoran la excitabilidad
eléctrica de las neuronas. En el area preoptica, las neuronas de GABA son
importantes en la regulacion de neuronas de GnRH, ademas de poseer
receptores para e! estradiol y forman parte del grupo neural que controla la
secrecion de la LH (Krsmanovic et al., 1998; Seong-Kyu et al., 2002)

Los opiodes, participan como intermediarios en la disminucion de la
amplitud de los pulsos de GnRH, la disminucion en el tono opiode es critica para
permitir el pico de LH. Esto se ha demostrado al aplicar tratamientos con
antagonistas de los opiodes, como la naloxona, que incrementa la amplitud de los
pulsos de GnRH en ovejas OVX (Goodman et a/.,, 1995). Se ha reportado en la
oveja y en la rata, que previo al pico preovulatorio de GnRH/LH, existe una
activacion de los opiodes endogenos, particularmente de la B-endorfina, lo que
permite una acumulacién de GnRH en las terminaciones nerviosas de la
eminencia media. En la oveja, la disminucion de la R-endorfina provoca una
activacion del sistema adrenérgico y noradrenérgico y por la secrecion
preovulatoria de GnRH (Caraty et al., 1989; Evans, 1999).
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2.4 Anestro

El anestro es caracterizado por una incrementada sensibilidad a la
retroalimentacién negativa del estradiol causando una disminucién en la
frecuencia de pulsos de la LH. El mecanismo detras de la retroalimentacion
negativa del estradiol no esta completamente entendido. Se considera a las
neuronas dopamineérgicas o adrenérgicas como mediadoras de la
retroalimentacion negativa de los estrogenos (Goodman ef al., 1982). Las
porciones terminales de las neuronas secretoras de GnRH y las neuronas
dopaminérgicas se encuentran muy cercanas entre si en la eminencia media del
hipotalamo de la oveja, estableciéndose sinapsis funcionales (Smith y Jennes,
2001)

2.5 Composicion de las gonadotropinas

Las gonadotropinas hipofisiarias, junto con la TSH y eCG son
glicoproteinas estructuralmente similares, formadas por dos subunidades
denominadas subunidad alfa (o) y subunidad beta (B), unidas entre si por fuerzas
no covalentes. La subunidad o es idéntica entre estas glicoproteinas en la misma
especie, y esta conformada por la misma secuencia de aminoacidos (aa), mientras
que la subunidad B es unica para cada hormona y le confiere especificidad
biolégica (Cooke et al., 1996)

La secuencia primaria de aa, que codifica para la subunidad a en
diferentes especies, presentan una homologia del 75 al 100%, por ejemplo: bovino
y equinos tienen una homologia del 82%, mientras que el bovino y el humano solo
tienen el 75%; sin embargo entre bovinos y ovinos su secuencia es homologa al
100% (Pierce y Parson, 1981; Keel et al., 1987)

La subunidad 3 de cada glicoproteina tiene una secuencia de aa
altamente conservada entre las diferentes glicoproteinas intra e inter especie (82%
de homologia). Una particularidad de esta subunidad, es que de ella depende la
actividad hormonal especifica en cada glicoproteina, que se expresa en su
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totalidad, cuando esta subunidad se asocia con la subunidad o (Pierce y Parson,
1981; Cowley et al., 1998, Cooke et al., 1996)

Los oligosacaridos unidos a la subunidad a son criticos para el
ensamble de subunidades, integridad, secrecién, asi como también, para la sefal
de traduccion; mientras que, los oligosacaridos unidos a la subunidad B son
importantes para el ensamblaje y secrecion, asi como, en el rango de eliminacion
(Ulloa-Aguirre et al., 1999; Ulloa-Aguirre et al., 2001)

2.6 Isoformas de la hormona luteinizante

La hormona luteinizante no es una hormona de estructura unica sino
que esta constituida por un grupo de isoformas, la presencia de variaciones en la
estructura y distribucion de oligosacaridos sializados y sulfatados constituye la
base quimica para la formacion de las isoformas. Los oligosacaridos presentes en
estas proteinas son de dos tipos, los del tipo N-unidos; es decir, aquelios
carbohidratos acoplados covalentemente al nitrogeno del grupo amida de la
asparagina, y los O-unidos por medio de un enlace covalente al oxigeno del grupo
hidréoxilo de la serina o treonina. Ambos tipos de oligosacaridos existen en las
gonadotropinas, pero predominan los oligosacaridos N-unidos. La estructura
basica de los oligosacaridos unidos a las glicoproteinas esta formada por dos
moléculas de N-acetilglucosamina-nueve moléculas de manosa y tres moléculas
de glucosa, incorporando al péptido naciente de cada subunidad en el reticulo
endoplasmico rugoso, en donde, sufren modificaciones postraduccionales en
conjunto con la proteina, mientras las modificaciones finales del oligosacarido, se
realizan en el aparato de Golgi, a través de enzimas especificas como manosa,
galactosa, glucosa, N-acetilglucosamina , N-acetil galactosamina y acido sialico
(Baezinger y Green, 1988)

Los oligosacaridos, se han clasificado de acuerdo al tipo de ramificacion
(mono di o triramificados) asi como, al residuo final, por ejemplo, sializados (N),
sulfatados (S) y una mezcla, sializados/sulfatados (S-N). La cantidad relativa de
cada tipo de oligosacarido, varia dependiendo de la hormona, asi como de la
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especie, es decir para la FSH bovina se han identificado oligosacaridos con dos
ramas sializadas (N-2); mientras que, para la TSH humana solo se han
identificado oligosacaridos con residuos de acido sidlico, a diferencia de la TSH
bovina que presenta oligosacaridos del tipo neutro (N-S). En el caso de la LH
bovina se caracteriza por no presentar acido sialico, pero presenta el 67% de
sulfatados; mientras en la LH ovina (oLH) solo el 5% estan sializados y el 73%
sulfatados con una pequena mezcla (0.07%). Se localizan en sitios especificos de
cada subunidad y son determinantes importantes de la actividad bioldgica,
inmunoldgica in vivo e in vitro de cada hormona (Baezinger y Green, 1988; Cooke
et al., 1996). La presencia del acido sialico es un factor determinante en la unién
hormona-receptor, otorgando la actividad biolégica /in vivo, isoformas con menor
cantidad de acido sialico son rapidamente depuradas de la circulacién (Burgon et
al., 1996)

La glicosilaciéon de las gonadotropinas es un proceso aitamente
complejo dentro del gonadotropo, este es modulado por una variedad de factores
extrahipofisiarios de origen gonadal e hipotalamico. En particular los estradiol y
androgenos parecen para regular la sializacion y/o sulfatacién terminal de los
oligosacaridos unidos y de aqui algunas de las propiedades de la molécula de
gonadotropinas determinada por los residuos; por ejemplo, la eliminacion
metabdlica y la potencia in vivo. A través de las entradas hipofisiarias, ta hipofisis
anterior no puede regular unicamente lo la cantidad sino también la calidad de la
hormona liberada por la gonada en una condicidon fisiologicas o patolégicas
(Ulloa-Aguirre et al., 2001)

El| estradiol es el principal modulador de la glicosilacion, ya que
modifica la tasa de sintesis y secrecion de la GnRH e induce la sintesis y
expresion del mRNA que codifica para la subunidades de la LH. Altas
concentraciones de estradiol favorece la sintesis y secrecion de isoformas acidas
de la LH, a través del mecanismo celular de las glicosiltransferasas (N-
acetilgalactosamina transferasa y sulfotransferasa) en la incorporacién de
galactosa y de sulfato (Castro-Fernandez et al., 2000).
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La variacién en la abundancia relativa de las gonadotropinas
hipofisiarias y circulantes han sido documentadas en varias condiciones
fisiolégicas, caracterizadas por cambios profundos en el medio ambiente
endocrino; por ejemplo, en la pubertad (Phillips et al., 1997), ciclo menstrual y en
la senectud (Anobile et al., 1998) informando como una alteracién en los
esteroides sexuales influye en la glicosilacion terminal y en las propiedades
funcionales de las gonadotropinas. En el humano, por ejemplo, pacientes con
sindrome de ovario poliquistico, la existencia de una alta proporcion de isoformas
basicas de LH en la circulacion con una elevada bioactividad in vitro de la
hormona, sugieren que la sefial de GnRH y un efecto permisivo en el gonadotropo
por el estradiol, podria promover un incremento en la produccion de isoformas
basicas; es decir menos sializadas (Ropelato et al., 1999). En el hombre, la
obesidad es asociada con niveles bajos de testosterona y altos niveles de
estradiol. En esta condicion la obesidad provoca un incremento selectivo de las
isoformas de LH menos acidas, las cuales pueden potencialmente modificar la
intensidad y la duracién de la sefal liberada de LH sanguinea por la gonada
(Castro-Fernandez., 2000).

En los rumiantes se ha identificado en patron de distribucion de la LH
en el tejido hipofisiario bajo diferentes condiciones fisiolégicas, por ejemplo,
Stumpf et a/. (1992) identificaron que el patron la distribucién intrahipofisiaria de
las isoformas de LH y FSH, utilizando como modelo experimental vaquillas
prepuberes OVX, OVX+E; e intactas. En el grupo OVX causo un incremento en
las isoformas basicas y la administracion de estradiol restablecié el patron de
distribucion a niveles similares a los de los animales intactos.

Por otro lado, en bovinos, se ha reportado el efecto del E; sobre el
patron de distribucion de isoformas hipofisiarias de LH y FSH durante la fase
folicular del ciclo estral. Se utilizé como modelo experimental un grupo control, otro
OVX vy el tercero de OVX+E;, presentando patrones de distribucién similares
para LH y FSH, ya que al remover el ovario resulto un ligero incremento en el
porcentaje de isoformas basicas, mientras que al remover el ovario y aplicar E; el

TESIS CON
! FALLA DE ORIGEN




patron fue imitado. El incremento en las concentraciones de Ez durante la fase
folicular del ciclo estral resultan en un incremento en el porcentaje de isoformas de
LH acidas. Esto no fue influenciado por la OVX o por el tratamiento con E; sobre
la distribucion de isoformas de FSH en la hipdfisis. Asi, la heterogeneidad de las
gonadotropinas parece no cambiar significativamente durante la fase folicular del
ciclo estral bovino (Kojima et al., 1995)

En extractos hipofisiarios de ovejas en la fase folicular, litea y en el
anestro se informo de la presencia de 13 isoformas de LH en las tres etapas
analizadas por medio del cromatoenfoque. La isoforma predominante eluyo a pH
9.3, con un porcentaje en la fase folicular del 51.7%, en la fase lutea 50.8% y
durante el anestro de un 48.9%. La distribucion de LH intrahipofisiaria entre estas
isoformas no cambio significativamente entre las fases del ciclo estral, pero un
alto porcentaje (21.3%) de basicas débiles y formas acidas pH 6.4 estuvieron
presentes durante el anestro. De aqui que concluyeron que la heterogeneidad de
la LH intrahipofisiaria cambia minimamente a través del ciclo estral de la oveja
(Zalensky et al., 1992)

Ademas, Christianson et al. (1998) al suplementar con andrégenos
animales OVX reporta que la heterogeneidad de la LH es hormonalmente
regulada, ya que incrementa en el porcentaje de isoformas basicas de LH en la
hipodfisis ovina usando extractos hipofisiarios de machos castrados versus
enteros. Zalensky ef al. (1993) observaron que al inmunizar contra GnRH, se
modula el contenido, asi como la distribuciéon de las isoformas de LH , en machos
intactos e inmunizados u machos OVX e inmunizados OVX observaron que se
reduce la cantidad de LH inmunoreactiva en la hipdfisis.

Con base en estos estudios, se documenta que la heterogeneidad
estructural de las gonadotropinas representa una repercusion importante en la
actividad biolégica, en el humano las formas basicas de LH son mas activas in
vitro que las acidas (Ulloa-Aguirre et al., 1995). En rumiantes estudios a nivel
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hipofisiario, reportaron que las isoformas medianamente alcalinas, son mas
bioactivas que las basicas o las acidas (Zalensky et a/., 1992; Kojima et al., 1995)

TESIS CON
N FALLA DE ORIGEN




. PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

El polimorfismo de las gonadotropinas se debe en parte a la estructura
interna de los oligosacaridos que las conforman, lo que conduce a un cambio en la
actividad biologica (in vivo e in vitro) e inmunolégica, generando caracteristicas
particulares a cada miembro de la familia de las gonadotropinas. Estas evidencias
han sido documentadas en la especie humana, roedores, y algunos rumiantes. Sin
embargo los estudios en bovinos y ovinos, se han limitado a la heterogeneidad de
la LH presente en la adenohipodfisis. Es por ello que este estudio, se enfoco a
conocer el patron de heterogeneidad de la LH en la circulacién, de la cual no
existen evidencias en la actualidad, mas aun utilizando a fa cabra como modelo

experimental. Con base en ello, se planted el siguiente objetivo.

3.1 Objetivo

Conocer el patron de distribucion de las isoformas de la LH presentes en suero
de la especie caprina, en dos etapas fisiologicas correspondientes al estro (pico
preovulatorio) y al anestro (pico inducido con GnRH).

3.2 Hipétesis

La hipotesis nula fue que el patron de distribucion de isoformas seria similar
entre las dos condiciones fisiolégicas muestreadas y comparable a lo observado
en extractos pituitarios de caprinos y de otros rumiantes.
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IV. MATERIAL Y METODOS

4.0 Fase de campo

El trabajo se desarrollo en el Centro de Ensefianza Practica e Investigacion en
Produccion y Salud Animal (CEPIPSA), de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia-UNAM, el cual se encuentra en el Km. 29 de la carretera Federal
México-Cuernpavaca, en la delegacion de Tlalpan, D.F; a una altura de 2760
msnm, a 19°13° latitud norte y 99° latitud oeste. El clima de la zona es de tipo
C(w)(w)b(ij), que corresponde al semifrio-semihiimedo con luvias en verano,
segun la modificacién al sistema de clasificacion climatolégica de Kéepen (Garcia,
1981). La precipitacion pluvial anual es de 800 a 1200 mm y la temperatura

promedio de 10°C.

4.0.1 Animales experimentales

Se utilizaron para el anestro (n=4) y estro (n=6) hembras caprinas
criollas, multiparas, alimentadas con heno de avena, ensilado de maiz, alfalfa
achicalada concentrado y agua ad libitum.

4.1 Procedimiento experimental
4.1.1 Epoca de anestro

Con el propésito de caracterizar el patron de distribucion de las isoformas de la
LH circulantes en periodo de anestro, fue necesario incrementar la concentracion
de la LH en el suero, mediante el estimulo exégeno con GnRH. Para ello, primero
se realizé una inspeccion ultrasonografica de los ovarios para garantizar la
condicion de anestro de las cabras, corroborando en los niveles plasmaticos de
progesterona. Aquellos animales que presentaron foliculos <=5mm vy
concentraciones de P, menores a 1 ng/ml se incluyeron en este estudio.
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Una vez seleccionados los animales, de manera individual se le aplicé
una dosis i.m. de 100 ug de un analogo de GnRH (Fertagyl-intervet) en 1 ml de
solucion salina fisiologica; previo a la aplicacién de la dosis de GnRH, se tomaron
dos muestras de sangre con intervalo de una hora entre ellas, y posterior a ello se
tomaron las muestras cada 15 min durante § h. Las muestras de sangre se
obtuvieron de la vena yugular, en tubos con vacio con un gel activador de la
coagulacién (Vacutainer, Becton-Dickinson), se centrifugaron a 1500 x g durante
10 minutos y los sueros se conservaron a -20°C hasta su analisis.

4.1.2 Epoca reproductiva

Con el proposito de caracterizar el patréon de distribucion de las
isoformas circulantes de la LH en el estro (pico preovulatorio), este estudio se
realizé durante mes de Septiembre, bajo un esquema de doble sincronizacién con
PGF2a. Para ello se utilizaron 7 hembras a las que inicialmente se les realizé un
ultrasonido de los ovarios y solo aquelias que presentaran cuerpo luteo y niveles
de progesterona mayores de 1 ng/ml, se incluyeron en este estudio.

Se seleccionaron cabras ciclando que mostraron presencia de cuerpo
lGteo (ultrasonido) y concentraciones séricas de progesterona menores a 1 ng/ml.
Para sincronizar el celo en el grupo y facilitar asi la toma de muestra, se procedid
a administrar a cada cabra, 0.75ug de prostaglandina por via im. (PGF2a,
Preloban, Hoechst Roussel Vet) y se repitio el mismo tratamiento nueve dias
después. A partir de la segunda administracion de PGF2a, se procedi6 a detectar
calores con la presencia del macho. A partir de la deteccion del celo, se inicio el
muestreo cada hora durante 12 horas. Las muestras de sangre se centrifugaron a

1500 x g durante 10 min y los sueros se conservaron a -20°C hasta su analisis.
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4.2 Determinacién hormonal

4.2.1 RIAde LH

El sistema analitico de cuantificaciéon para la LH, correspondié a un RIA
heterblogo de fase liquida, especifico, de 120 horas de incubacién a 4°C,
utilizando como sistema de separacién al segundo anticuerpo (Velasco 2000). El
sistema consistié en incubar la muestra (300ul) y/o el estandar (100ul) en
presencia de 200 ul de primer anticuerpo (anti-oLH-26; dilucién de trabajo de
1:20,000) que contenia suero normal de conejo (1:1600) por un periodo de 48 h a
4°C; al termino, se coloco la hormona marcada con 25| (100ul) con una masa
radioactiva de 14000 cpm, continuando con la incubacion por 48h. Finalmente se
adicionaron 200 ul de segundo anticuerpo (dilucion 1:80) por tubo y se continto la
incubacion por 24h. La separacion de la fraccion unida de ia libre se obtuvo por
centrifugacion (1500 X g/30 min/ 4°C), previa adicién de 1 ml de PBS-BSA al
0.1%/tubo. La fraccion unida se cuantifico en un espectrometro de radiaciones
gamma durante 1 minuto y los calculos se realizaron con el programa “riastat”. El
sistema presentd una sensibilidad de 0.03 ng/tubo, con un coeficiente de variacion
intraensayo (6.40%) e interensayo (14.26%) para la dosis esperada al 50% de la
relacion Logit-Log (EDsp). La especificidad de sistema correspondio a 0.005
ng/tubo para FSH y TSH. La GH y Prolactina no fueron detectables.

4.2.2 RIA de P4

El RIA P, se realiz6 con un kit comercial de la marca Diagnostic
Products Corporation (DPC) con una sensibilidad de 0.1 ng/ml, con un coeficiente
de variacion intraensayo de! 6.35%.

4.3 Determinacién de la heterogeneidad de la LH

4.3.1 Cromatoenfoque

Con el fin de identificar las diferentes formas moleculares de LH
presentes en el suero caprino, se desarrollo un sistema cromatografico de
intercambio i6nico (cromatoenfoque). Para ello, una vez determinada la
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concentracion de la LH en las muestras sanguineas colectadas en las dos etapas
del estudio, se seleccionaron solo aquellas que presentaron las concentraciones
mas altas de LH en cada animal (Figuras 1 y 2) y la mezcla de suero (12 ml) de
cada animal, se sometio a dialisis (Spectra/Por # 1) con limite de exclusién de
12,000 a 14,000 daltones, durante 48h a 4°C, con cambios sucesivos de agua
desionizada cada 8h, con el propdsito de clarificar y eliminar pequefios péptidos
contenidos en ta muestra. Al término de la dialisis las muestras fueron divididas en
un volumen de cuatro ml y liofilizadas. Cada muestra dializada y liofilizada se
resuspendié en 2 ml de amortiguador Pharmalyte, 1:45, pH 7.0, y para clarificar la
muestra, se centrifugo a 1500 X g / 20 min, y se le determino la cantidad de
proteina total (Bollang and Stuart ,1991) con el propdsito de colocar 20 mg de
proteina por columna.

El intercambiador idnico (PBE-118; Pharmacia) se empaco en columnas
de vidrio (0.7 X 27 cm) se equilibro a 4°C, con 15 volumenes de Trietilamina-HCI
(0.025mM, pH 11.0), con un flujo de 7 mi/h. Previo a la aplicacién de la muestra
se colocaron 4 ml de amortiguador de corrida, con el objeto de evitar una
exposicion de la muestra a valores de pH extremo. Una vez colocada la muestra
de suero, se colectaron 70 fracciones de 2 ml c/u, con el amortiguador de corrida;
cuando no se detecto cambio de pH en las fracciones colectadas, se aplicé un
segundo amortiguador que correspondié al polybuffer-74 (1:8, pH 4.0), y se
continuo la corrida hasta observar que las fracciones presentaran un pH de 3.5 o
menor, en ese momento se aplicdo una alta fuerza idnica (NaCl,1M), y se
colectaron 20 fracciones mas, con el propdsito de recuperar las proteinas que no
eluyeron con el gradiente de pH. Durante la corrida cromatografica, se determiné
el pH a cada fraccién, y las primeras fracciones (1-70) se neutralizaron con 200 pl
de una solucién TRIS-HCI (1.1 M, pH 7.4), mientras que las fracciones eludias
con el segundo amortiguador y el NaCl (71-160) se neutralizaron con imidazol (pH
7.0). El intercambiador idnico como los amortiguadores empleados fueron
desgasificados 30m antes de su utilizaciéon, con el fin de evitar que los iones de
bicarbonato provocaran fluctuaciones en el gradiente de pH. Al termino de cada
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cromatoenfoque se determinaron las concentraciones de LH por el medio del RIA
en cada fraccién. Los resultados se expresaron como el porcentaje de LH
recuperada hasta antes de la aplicacion del NaCl. La LH se agrupo, segun el pH
de elucion en isoformas basicas (pH>7.5), neutras (pH 7.5-6.5) y acidas (pH<6.5)
y por unidad de pH (>10; 9.99-9.0; 8.99-8.0; 7.99-7.0; 6.99-6.0; 5.99-5.0; 4.99-4.0
y 3.99-3.0).

4.4 Analisis estadistico
El porcentaje de la LH eluida en cada rango de pH se convirti6 a

arcoseno, para su analisis de varianza, considerando como variable independiente
la etapa del ciclo (reproductiva o anestro). Se utilizé el paquete estadistico SAS.
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V. RESULTADOS

5.1 Concentracién dela LH

5.1.1 Concentracién de la LH en el anestro con GnRH

La concentracion sérica de la LH en cabras en anestro (n=4) que
recibieron GnRH, mostré un incremento a los 30 min, de la aplicacion del
tratamiento, alcanzando una concentracion maxima de 12.25 + 1.88 ng/ml de LH,
alas 2.0 + 0.68 h con una duracién del pico de 4.41 + 0.075 h desde el ascenso

hasta el descenso (Figura 1).

5.1.2 Concentracion de la LH en la etapa reproductiva

La concentracion de LH en los animales en época reproductiva (n=7)
presentaron una elevacién a las 6 .57 + 1.7 h después de que se observo la
conducta de ceio. La concentracion maxima promedio de LLH fue de 35.76 £ 12.25

ng/ml y la duracién del pico en tres cabras fue de 7.2 + 0.75 h (Figura 2).

5.2 Patron de elucién de la LH durante el cromatoenfoque

El patron del gradiente de pH durante la corrida cromatografica, se
ejemplifica en la Figura 3-A, en donde se observaron en todos los sueros
analizados, dos mesetas que correspondieron a la estabilidad en pH 7.0 y en pH
3.5. La Figura 3-B presenta el patron de elucion de las proteinas presentes en el
suero, previamente dializado, liofilizado y resuspendido en amortiguador de
corrida, determinado por espectrofotometria a 280nm. EIl analisis del suero en
ambas condiciones fisiologicas, presento un patron semejante de elucidén, con un
pico de proteina bien definido en un rango de pH 9.0 a 8.0; no se observo una
eluciéon de proteinas a pH 7.0, sin embargo una gran proporcion de la proteina
aplicada a la columna se eluyo a pH inferior de 7.0. Finalmente, con la aplicacion
de NaCl 1M se desprendié una pequera porcion de proteina que no eluyo con el
gradiente de pH 11.0 a 3.5.
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El patron de elucidon de las isoformas de la LH, correspondientes al pico
preovulatorio y al anestro, luego de la aplicacion de la GnRH se presentan en las
Figuras 4 y 5. La proporcién de las isoformas que eluyeron a pH basico, neutro o
acido en las dos condiciones estudiadas (Figura 6). La proporciéon de isoformas
basicas (pH>7.5) de LH en el pico preovulatorio (72.7 = 1.70 %) fue superior
(p<0.05) a la observada en el grupo en anestro tratado con GnRH (53.9 *+ 1.2%),
las isoformas neutras (pH 7.5-6.5) fueron menores (p<0.05) en el pico del estro
(6.2 + 2.3%) que en e! pico inducido en anestro (17.6 x 0.87%) y las isoformas
acidas no mostraron diferencia (P>0.05) (28.0 + 0.28 en el pico del estro y
19.1+1.5 en anestro). Finalmente las proteinas que eluyeron después de la
aplicacion de NaCl 1M no se incluyeron en este analisis, ya que estudios previos
en este laboratorio demostraron que no se trata de LH, sino de un artefacto debido
a la alta fuerza idnica generada por el NaCl 1M en las fracciones, lo que interfiere
en la reaccion antigeno anticuerpo.

La agrupacion por unidad de pH, en ambas condiciones estudiadas
(Figura 7) permitid observar que la proporcion de isoformas eluidas a pH> 10 no
mostré diferencias, sin embargo, la diferencia mas evidente se observo en los
rangos siguientes: en el pico preovulatorio, entre pH 8.0 y 9.99 eluyo el 66.9% de
la LH, en tanto que en el anestro lo hizo el 42.2% (p<0.05). La otra diferencia
detectada fue en la proporcion relativa de las isoformas mas acidas (pH< 4.0) con
un porcentaje del 8.5 + 2.2% de la LH en e! pico del estroy un 20.3 +4.0% en el
pico inducido con GnRH durante el anestro (p<0.05). En la proporcién de LH
eluida por unidad de pH, entre pH 4.0 y 7.99, no hubo diferencia (p>0.05) entre
las condiciones muestreadas.
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Figura 1. Perfil de la LH en cabras en anestro,
bajo la administracién i.m. de la GnRH (100
pg/animal). Las muestras se tomaron cada 15
min, después de la GnRH (flecha) y el circulo

denota las muestras seleccionadas para el
analisis en el cromatoenfoque
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Figura 2. Perfil de la LH durante el pico preovulatorio
de cabras en época reproductiva. La flechas seiialan el
momento del celo y el circulo denota las muestras
seleccionadas para el analisis en el cromatoenfoque.
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Figura 6. Distribucion de isoformas de 1a LH.
Analisis por grupo de isoformas,
correspondientes a basicas (pH>7.5), neutras (pH
7.4 a 6.5) y acidas (pH<6.5). Las letras que no se
comparten son diferentes(p<0.05)

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

27




8¢

NOD SISaL

%N’HDIHO 10 VTV

Porcentaje de LH

70 1

60 4

50 4

! Anestro
(n=4)

>10

=]
-
A

9.99-9
8.99-8
7.99-7
6.99-6
5.99-5
4.99-4
9.99-9
8.99-8
7.99-7
6.99-6
5.99-5
4.99-4

3.99-3.5
3.99-3.5

Figura 7. Distribucion de isoformas de LH en anestro y estro.
Los resultados presentan el analisis de las isoformas por unidad
de pH. * Diferencia entre tratamientos por unidad de pH
(p<0.01). a,b,c diferencia dentro de tratamientos (p<0.05)



Vi. DISCUSION

La heterogeneidad molecular de las gonadotropinas es un evento
influido por el medio ambiente endocrino del animal. Se han descrito a nivel
hipofisario y en la circulacién en la especie humana y en roedores (Ulloa-Aguirre et
al.,, 1995; Chappel et al., 1982; Wide et al., 1996). Sin embargo, la heterogeneidad
de las gonadotropinas en animales domeésticos, se ha limitado a estudios en la
adenohipofisis (Zalesky y Grotjan 1991; Stumpff et al., 1992) y hay escasas
evidencias sobre del patron de elucidn de las isoformas circulantes, referidas
tunicamente a la FSH en la especie ovina (Padmanabhan ef al.,, 1992), debido
posiblemente a las bajas concentraciones de las gonadotropinas presentes en el
suero en las diferentes condiciones fisioldgicas. Mas aun, este tipo de informacién
no se ha descrito para la especie caprina, los resultados de este estudio muestran
por primera vez la heterogeneidad de la LH presente en el suero de la especie
caprina en dos condiciones fisiologicas.

Los resultados mostraron que la concentracion media de LH secretada
en el estro (pico preovulatorio) fue mayor que la concentracion del grupo de
cabras tratadas con la GnRH en época de anestro. Al respecto, se ha
documentado que los cambios en el patrén de secrecion de LH en las dos etapas
estudiadas dependen fundamentalmente de la sensibilidad hipotalamica a la
retroalimentacion del estradiol (Legan y Karsch, 1980; Caraty et al, 1999). Por
ejemplo, en el anestro, existe una incremento en sensibilidad a la
retroalimentacién negativa de los estrégenos, causando pulsos de LH con menos
frecuencia, lo que se refleja en bajas concentraciones de la LH en la circulacion;
en contraste durante la época reproductiva, la retroalimentacion que ejerce el
estradiol en el hipotalamo, favorece la liberacién de la LH con pulsos mas
frecuentes de baja amplitud, 1o que se manifiesta como una mayor concentracidon
de la hormona en la circulacion (Caraty et al., 1995 ).
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Durante el estudio en la época reproductiva, el pico de LH se presenté a
las 6.6 + 1.7 h después de iniciada la conducta de celo, con una amplitud de 35.8
+ 12.25 ng/ml, resultados similares a lo reportado por Pierson et al. (2001 y 2003),
quienes analizaron la presencia del pico de LH en cabras después de un
tratamiento de sincronizacion del celo. Las cabras que recibieron el estimulo de la
GnRH en la época de anestro respondieron inmediatamente, con la presencia del
picode LH alas 2.0 + 0.68 h, con amplitud de 12.25 % 1.88 ng/ml, valores que
coinciden con trabajos previos (Knight ef al., 1988 y Pierson et al.,, 2001). Lo
anterior indica que las muestras analizadas en este estudio son representativas de
lo que ocurre en condiciones fisiologicas.

El patron de distribucidn de isoformas de la LH de los sueros
colectados en las etapas de anestro y estro, mostré que cuantitativamente existian
las mismas isoformas en ambas condiciones, semejante al reportado para la
especie humana (Castro Fernandez et al., 2000) y bovina (Perera et al., 2000). En
contraste, desde el punto de vista cuantitativo, se observaron diferencias con lo
informado en otras especies de animales domésticos, en particular en extractos de
adenohipdfisis bovinas (Perera et al., 2000; Kojima et al., 1995) y ovinas (Zalesky
et al., 1992). Aunque el mayor porcentaje de las isoformas circulantes eluyeron a
pH basico (=7.5) como se observa en extractos hipofisarios de estas especies, la
cantidad relativa de isoformas de LH identificadas en la adenohipéfisis no refleja lo
que se ha observado en la circulacion, que son las que van a interactuar con la
células blanco.

El analisis por grupo de isoformas permitié identificar las diferencias
entre condiciones fisioldgicas; el porcentaje de isoformas basicas, fue mayor en la
etapa de estro en relacidon a la etapa de anestro. Sin embargo, cuando se analizé
el patron de elucion por unidad de pH, se observd que el alto porcentaje de
isoformas basicas presentes en el suero del estro, se debid principalmente a las
isoformas que eluyeron a un pH medianamente basico (pH 8.99-8, isoformas
predominantes) en contraposicion en la etapa de anestro, las isoformas
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predominantes eluyeron a pH =10 y pH 9.99-9. Estos resultados concuerdan con
lo observado en la LH del suero de la especie bovina durante el diestro y el estro
(Perera et al., 2003), lo que corrobora que el medio ambiente endocrino modifica
el patrén de distribucion de isoformas de la LH. El porcentaje mayor de isoformas
medianamente basicas (como las obtenidas en este estudio en el estro) y acidicas
de las gonadotropinas intrahipofisarias y en la circulaciéon, se ha correlacionado
con altas concentraciones de estradiol. Por ejemplo, Norris et al.(1989) analizando
la actividad bioldgica in vitro de la LH sérica durante el pico preovulatorio de la
borrega, encontraron que la actividad especifica de la hormona (relacion entre la
actividad biolégica e inmunolégica, B/l) fue disminuida, lo que indica que en esta
etapa del ciclo, las isoformas de la LH liberadas a la circulaciéon corresponden en
parte a las isoformas de tipo acidico; En otros estudios donde se analizé la
participacion del estradiol en la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas
(Ulloa-Aguirre et al.,, 1995; Robertson et al, 1991; Ropelato et al., 1989;
Padmanabhan et al., 1988), han documentado que este esteroide sexual, modifica
la tasa de sintesis y liberacion de la GnRH (Gharib et al., 1990; Cowley et al.,
1998) y con ello induce el incremento en la sintesis y expresion del mRNA que
codifica para la subunidad o y la subunidad BLH, (Gharib et al.,1990; Harmernik et
al., 1995), y participa en la regulaciéon de la glicosilaciéon de las gonadotropinas
(Damian-Matsumara et al., 1999; Darmesh y Baezinger, 1993). Con base en estos
estudios se puede sugerir, que el incremento en los niveles de estradiol en la
etapa de estro, induce un patrén de secrecion de la LH con picos de baja amplitud
y alta frecuencia (Caraty et al., 1999) favoreciendo la sintesis de isoformas
medianamente basicas y acidicas de la LH, posiblemente porque el estradiol
reduce la actividad de las enzimas glicosiltransferasas, en particular de la N-
acetilgalactosamina transferasa y sulfotransferasa (enzimas que participan en la
incorporacion de galactosa y sulfato en la estructura final de los oligosacaridos del
tipo N-unido en las gonadotropinas, caracteristicas de la isoformas de tipo basico),
favoreciendo la formacién de isoformas de tipo acidico y medianamente alcalinas,
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lo que puede explicar la mayor proporcién de este tipo de isoformas en el suero de
los animales en estro.

En la etapa de anestro, la baja frecuencia de picos de la LH, provoca
una baja en la concentracion de la LH circulante, es por ello que en este estudio
se recurrid a incrementar la concentracion circulante de la LH con una doésis de
GnRH, para poder identificar la heterogeneidad de la LH en esta condicién. La
administracion de GnRH i.m. o iv. en dosis uUnica, podria enmascarar las
caracteristicas de la LH secretada normalmente en el anestro, si tuviera como
efecto, en muy corto plazo, inducir la sintesis de nueva LH en el gonadotropo. Se
ha documentado en nifios que la administracion pulsatil de GnRH incrementa la
proporcién de isoformas basicas de LH en el suero (Wide et al.,, 1996). En
contraste, la administracién exégena de la GnRH a dosis Unica in vitro (Zalesky et
al., 1991) e in vivo (Castro-Fernandez et al., 2001; Zambrano et al.,1995) no
modifica el patron de isoformas de la LH; ademas en ovinos, se ha documentado
que la LH liberada a la circulacién bajo un estimulo de la GnRH en la fase lutea,
no se acompania de un incremento en la tasa de transcripcion del gen para la gLH;
inclusive, la administracion de un bolo de GnRH i.v. en el diestro no aumenta el
mRNA para el receptor de la GnRH en el gonadotropo (Brown y McNeilly, 1999).
Estos trabajos nos permiten proponer, que la LH que analizamos de la etapa de
anestro, es basicamente la hormona preformadada, con las caracteristicas de la
secretada en condiciones normales.

Por otro lado, se ha observado que la ausencia de esteroides
gonadales y la inhibicion de la GnRH endogena, provocan un alto porcentaje de
isoformas basicas intrahipofisarias (Robertson et al/.,1991; Stumpf et al., 1992;
Ulloa-Aguirre et al., 1992). Es entonces posible, que en presencia de
concentraciones minimas de estradiol en la etapa de anestro, se observe un
efecto inhibitorio en la actividad de las enzimas responsables de la incorporacién
del grupo N-acetilgalactosamina y sulfatos en los residuos de oligosacaridos de la
LH, lo que permitiria un incremento en las isoformas acidicas en el suero.
Evidencias descritas también para isoformas de la LH presentes en la
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adenohipdfisis de borregas en anestro (Zalesky et al., 1992), presentaron un
patron y porcentaje semejante de isoformas de la LH a la presentadas en este
estudio, lo que indica que en el anestro, la sintesis y regulacion de las isoformas
de la LH se ven afectadas por el estradiol, lo que puede explicar la aparicion
selectiva de ciertas isoformas de la LH de tipo acidico cuando se inhibe la sintesis
de glicosiltransferasas que incorporan particularmente sulfato terminal en los
oligosacaridos presentes en las gonadotropinas.

Finalmente, se ha documentado que las isoformas con mayor actividad
biolégica in vitro y con una alta tasa de eliminacion en la circulacion, corresponden
a las formas basicas, en contraste a las isoformas acidicas (Ulloa-Aguirre et al.,
1999; Ulloa-Aguirre et al., 2001). En este estudio, la proporcion de formas acidas
fue mayor en las cabras inducidas con GnRH en el anestro (20.3 = 4.0), que
durante el pico de LH (8.5 + 2.2) (P<0.05), esto permite sugerir que la baja
frecuencia de pulsos de la LH, provoca la sintesis de isoformas acidas, para que
sean eliminadas lentamente de la circulacion y con esto mantenerse aunque sea a
muy baja concentracién.
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Vil. CONCLUSION

El presente trabajo documenta por primera vez fa heterogeneidad de la
LH circulante en caprinos y define que existen diferencias en la proporcién relativa
de distintas isoformas dependiendo de la condicién fisiolégica, durante el anestro
se incrementa la proporcion de isoformas acidas que eluyen a pH inferior a 4.0. En
tanto que la proporcion relativa de isoformas basicas fue mayor en el pico de

cabras en estro.
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IX. ANEXO |

Reactivos utilizados en el RIA
Anticuerpo

E! primer anticuerpo (Ac) se genero apartir de la LH ovina (NIDDK-
oLH-26) por el Banco de Hormonas proteinicas de origen animal, del instituto de
Neurobiologia-UNAM (Donacién). Se trabajo a una dilucién final 1:200 000, en
presencia de suero normal de conejo (SNC;1:1600) de la marca Sigma (Inmuno
Chemicals R-9133) en un amortiguador de fosfatos (0.05 M) salino (0.14 M) mas
EDTA,0.02M (ethylen diamino tetracetico) pH 7.4.

Trazador )

El trazador USDA-bLH-b6 (5 ung de hormona grado yodacion en 25 ul de
amortiguador de fosfatos (PB) 0.05M, pH 7.4 ), se radioiodino con 0.5 mCi de
Na'2®| (Amersham, actividad especifica de 15.7 mCi/ug de yodo 99% de pureza),
por el meétodo de IODO-GEN (de 1,3.4,6-tetracloro-3a-6a-
diphenilglucoril;PIERCE Chemicals, 28 600) referido por Perera et al. (1996).
Procedimiento:

1.5 ug de IODO-GEN ; 5 ug de hormona grado yodacion disueita en 25 ul de PB;
0.5mCi de Na'?%). La mezcla de reaccion se agito suavemente durante 8 minutos,
al termino la hormona marcada se separo por medio de gel filtracion (Shepadex
G50-150; Pharmacia).

Estandar

La hormona (USDA-bLH-bS) se utilizé como estandar en el ensayo a
las dosis desde 0.3 hasta 160 ng/ml respectivamente, diluidos en amortiguador de
fosfatos salino 0.05 M con 0.14 M NaCl 1% de BSA, pH 7.4.

Segundo anticuerpo

El segundo anticuerpo (Velasco, 2000), se genero a partir de IgG de

conejo aplicado a burros, utilizado a una dilucién 1:80 en amortiguador de fosfato
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ANEXO Il. ABREVIATURAS

SNC
LH
FSH
P4

E.
ovX
HMB
GnRH
CF

pl

RIA
aa

B/l
PGF2a
ng/mli

Sistema nervioso central

Hormona luteinizante

Hormona foliculo estimulante
Progesterona

17-B Estradiol

Ovariectomia

Hipotalamo medio basal

Hormona liberadora de gonadotropinas
Cromatoenfoque

Punto isoeléctrico
Radioinmunoanalisis

Aminoacido

Cociente actividad biolégica/inmunoldégica
Prostaglandina F2a

Nanogramos por mililitro

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN




	Portada
	Contenido
	Resumen
	I. Introducción
	II. Revisión de Literatura
	III. Planteamiento del Estudio
	IV. Material y Métodos
	V. Resultados
	VI. Discusión
	VII. Conclusión
	VIII. Bibliografía
	IX. Anexo



