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RESUMEN 

La reproducción en ganado vacuno es afectada primariamente por la calidad y 

disponibilidad del alimento. Durante los períodos de desnutrición se presenta una 

disminución de la función reproductiva reflejado en menor desarrollo folicular hasta el 

punto en que la ovulación cesa (anestro). El objetivo de este estudio es caracterizar la 

expresión de P450 aromatasa (P450arom) y receptor para LH (LHR) en folículos de bovino 

con condición corporal regular y ciclando o en condición corporal baja y anestro. Los 

ovarios de los bovinos fueron colectados y procesados para estudio histológico in situ, 

utilizando sondas de ARN. No se obtuvo hibridización probablemente debido a la 

degradación de ácidos nucléicos de la muestra sufrida durante el almacenamiento. Luego 

entonces, se optó por utilizar ovarios recolectados y trabajar con northern blot. La calidad 

del ARN obtenido fue buena y no había signos de degradación. Sin embargo no hubo 

hibridización. Utilizando Dot Blot se evita la transferencia de ARN y la posible pérdida de 

éste durante este paso. Con ésta técnica tampoco se logró la detección de ARN específico. 

Finalmente se sospechó que la falta de hibridización podía ser debida a la secuencia de la 

sonda utilizada. La secuenciación de las sondas para P450arom y LHR demostró baja 

similitud (9% y 14%) entre la secuencia reportada para ARNm y la sonda utilizada; lo que 

explica la falla en la hibridización en este trabajo. Se sugiere la utilización de RT-PCR 

cuantitativo para la detección y cuantificación de la expresión de los genes de P450arom y 

LHR. 

Palabras clave: Bovino, anestro nutricional, P450 aromatasa, receptor para LH, 

hibridización in situ, northern blot, dot blot. 
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ABSTRACT 

Bovine reproduction is affected primarily by the quality and availability of faod. During 

periods of undernutrition, fallicular growth rate decreases until ovulation ceases and the 

animal becomes anoestrous. The objective of the present study was to characterize 

messenger RNA (RNAm) expression far P450 aromatase (P450arom) and LH receptor 

(LHr) in ovarian fallicles from cattle with either moderate body condition score and cyding 

or with low body condition score and in anoestrous. Cattle ovaries were surgically removed 

and subsequently processed far histological examination by in situ hybridization using 

riboprobes. No hybridization was obtained, perhaps due to the degradation of RNA during 

storage of the samples. Hence, to avoid RNA degradation, ovaries collected at the 

slaughter house were examined by northern blot. Quality of extracted RNA was good with 

no signs of degradation. Nonetheless, hybridization was not obtained. Consequently, dot 

blot analysis was used to overcome the need far RNA transfer and the risk of its loss 

whilst transfer. However, hybridization was not achieved. It was then thought that the 

failure to obtain hybridization was due to lack of correspondence between the riboprobes 

and the RNAm. The riboprobes were sequenced, and a very low correspondence was 

faund between them and the sequence far mature RNAm far p450arom (9%) and LHr 

(14%), thus explaining the failure to obtain a positive hybridization. The use of 

quantitative RT-PCR far the detection and quantification of RNAm expression far RNAm far 

p450arom and LHr is suggested. 

Key words: Bovine, nutritional anoestrous, P450aromatase, receptor far LH, in situ 

hibridization, northern blot, dot blot. 
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INTRODUCCION 

Me enseñaron que la manera del progreso es ni rápida ni fácil 
Marie Curie 



Las décadas anteriores se han marcado por extraordinarios avances en el entendimiento 

de la biología reproductiva en animales de producción. El progreso en ésta área ha estado 

motivado por el deseo de resolver los grandes misterios que restringen el éxito en la 

aplicación de nuevas tecnologías empleadas para mejorar las características de 

producción. 

Sin embargo, a pesar del rápido progreso en el ámbito comercial la aplicación de estas 

técnicas permanece limitada. En México, la reproducción en ganado vacuno es afectada 

principalmente por la baja calidad y poca disponibilidad del alimento (García, 1996; 

González, 1996; Mendoza y Ricalde, 1996). Numerosos estudios han mostrado la 

influencia de la dieta sobre la función ovárica. En ganado de carne existe una relación 

negativa entre la pérdida de peso y el diámetro de los folículos preovulatorios (Rhodes et 

a¿ 1995a; Mackey et a¿ 1999; Bergfeld et a¿ 1994; Bossis et a¿ 1999) así como en el 

número de folículos (Rhind y Schanbacher, 1991, Gutiérrez et al., 1997) y en el potencial 

esteroidogénico de las células de granulosa en folículos pequeños (Armstrong et al., 

¿QQ2). 

En una vaca ciclando, la adquisición de la capacidad de producir estrógenos por los 

folículos en estados preantrales a se da cuando poseen todos los componentes del modelo 

"dos células, dos gonadotropinas" (Drummond y Findlay, 1999). Las células de granulosa 

(CG) contienen receptores para Hormona Folículo Estimulante (Follicle Stimulant 

Hormone: FSH), y las células de la teca (CT) contienen receptores para Hormona 

Leutinizante (Leutinizing Hormone: LH); y están influenciados por la producción de 

estradiol-17~ (Fortune y Quirk, 1988) en sinergia con FSH. Al tiempo esperado de la 

desviación folicular, el número de receptores de FSH en CG se mantiene en niveles basales 
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en el folículo dominante (FD) mientras el número de receptores para LH se incrementa 

(Ginther et al. 1996). Este fenómeno es crucial para que este folículo adquiera el potencial 

de ser dominante (Xu et al. 1995a). Entre el surgimiento de gonadotropinas y la ovulación, 

se da un incremento en la capacidad esteroidogénica de las CT y CG. 

En el bovino, existe una relación muy estrecha entre el eje reproductivo y la ingestión de 

nutrientes. Diversos factores contribuyen a que la actividad del pulso generador de la 

Hormona Liberadora de Gonadotropinas (gonadotropin-releasing hormone: GnRH) sea 

modulada por el balance energético. Se ha establecido que la función ovárica en vacas 

depende de dieta y balance energético (Lucy et al. 1991, Bossis et al. 1999). 

En respuesta al balance energético negativo, hormonas como Hormona de crecimiento 

(Growth hormone, GH) y factores de crecimiento semejantes a la insulina (insuline like 

growth factor, IGF}, insulina (Adams et al. 1996; McGuire et al. 1992) y leptina (Smith et 

al . .2D02) responden a la disminución de nutrientes en la dieta. En esta condición, las 

concentraciones de GH y ácidos grasos no esterificados (non-esterified fatty acids: NEFA) 

incrementan, mientras que glucosa, IGF's, insulina y leptina disminuyen. Se piensa que la 

leptina es una señal metabólica para el sistema reproductivo neuroendocrino y en 

condiciones de reservas energéticas mínimas, los bajos niveles de leptina actúan como 

una barrera metabólica que puede inhibir la actividad del eje reproductivo neuroendocrino 

(Cunningham et al. 1999). 

El efecto de grandes períodos de desnutrición se observa en la disminución de la 

liberación de la GnRH desde el hipotálamo (Richards et al. 1989; Imakawa et al. 1987). 

Como la secreción de LH y FSH es regulada diferencialmente por la frecuencia de GnRH 

(Vizcarra et al. 1999), una disminución de GnRH resulta en la supresión de la secreción 
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pulsátil de LH (Rhodes et al. 1995a y b; Rodhes et al. 1996) y consecuentemente, en la 

baja producción de andrógenos (A4) en las CT. 

Lo anterior conlleva a una disminución en el substrato para la enzima P450 aromatasa; 

responsable de la conversión de A4 a E2. Con la baja acción de esta enzima, se provoca 

una disminución en la síntesis de estradiol -1713, falla de la inducción de receptores de 

receptores para LH (Luteinizing Hormone receptor, LHR) en CG y ausencia de la ovulación. 

Estos efectos no son evidentes inmediatamente y la restricción en la dieta de varios meses 

puede disminuir el tamaño máximo del folículo dominante (FD) en vaquillas cíclicas (Bossis 

et al. 1999; León et al, 2003) y en el número de folículos reclutados mayores de 6 mm 

(Gutiérrez et al. 1997). La presentación de la pubertad se retrasa en un promedio de 63 

días la presentación de la pubertad en vaquillas (Bergfeld et al. 1994). 

Se ha reconocido ampliamente la importancia de la nutrición en el desarrollo reproductivo. 

El conocimiento acerca de la expresión de ARNm de receptor para LH y P450 aromatasa 

durante el anestro nutricional es limitado. Pero ¿cuáles son los cambios a través de · los 

cuales la nutrición tiene influencia en la expresión de P450arom y LHR? 

La respuesta dependerá del entendimiento de las relaciones entre nutrición y reproducción 

para determinar los mecanismos que regulan estos procesos. 
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CAPITULO I 

REVISION DE LITERATURA 

Uno puede inferir la posibilidad de la existencia de un océano 

Atlántico o de un Niágara con una gota de agua, sin necesidad de ver u oír hablar de ello. 

ACD 
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1.1 SISTEMAS ESTEROIDOGÉNICOS P450 EN LA REPRODUCCIÓN DEL BOVINO 

CICLANDO. 

Los citocromos P450s constituyen una superfamilia que tiene una región homóloga que 

comprende la región de unión heme. En la mitad de esta región, hay un residuo de 

cisteína, el cual es conservado en todas las especies de citocromos P450 (Simpson et a( 

1993). Estos juegan un papel en la activación del metabolismo oxidativo de componentes 

endógenos como esteroides, ácidos grasos, prostaglandinas (Schenkman, 1992) y la 

oxidación de colesterol a ácidos biliares (Akiyama y González, 2002). Algunos P450 tienen 

papeles importantes en procesos fisiológicos, como la esteroidogénesis en folículos 

(Manikkam et a( .2001). A pesar de que los citocromos P450 notan algún grado de 

similitud en al menos 40%, cada P450 representa una familia distinta, con un miembro 

generalmente. Sin embargo, los componentes de flavoproteína reductasas de los sistemas 

P450 mitocondriales y microsomales no muestran una secuencia de similitud entre las 

diferentes familias de oxidoreductasas (Hanukoglu, 1992). 

Todas las formas de P450 en los mamíferos pueden agruparse en dos categorías: las 

formas biosintéticas y las multipropuestas. La mayoría de los estudios se concentran en las 

formas biosintéticas del citocromo P450, involucradas en la biosíntesis de esteroides. Las 

formas multipropuestas, pueden o no metabolizar esteroides, una amplia variedad de 

químicos, drogas y otros substratos endógenos como ácidos grasos libres, cuerpos 

cetónicos y prostaglandinas (Schenkman, 1992). Estas formas son un grupo bastante 

extenso y pueden estar constitutivamente expresados en uno u otro tejido, o pueden 

requerir de algún inductor para la expresión in vivo. 

Las principales enzimas esteroidogénicas involucradas en la biosíntesis de hormonas 
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esteroides a partir del colesterol, son seis formas de citocromos P450 biosintéticas y dos 

hidroxiesteroides deshidrogenasas. Omura y Morohashi (1995) muestran que los P450 se 

encuentran principalmente en el retículo endoplásmico (RE) y en la mitocondria. Tres de 

los seis P450s, uno que corta la cadena lateral (P450scc), P4501lí3 y P450 aldosterona 

(P450aldo) son localizados en la membrana interna de la mitocondria, mientras los otros 

tres P450c21, P45017a y P450aromatasa (P450arom) están en la membrana del retículo 

endoplásmico. Las dos deshidrogenasas, 3í3-HSD y 17í3-HSD están asociadas con la 

membrana del retículo endoplásmico (Guthrie et al., 1994). En los diferentes órganos, las 

principales diferencias están en la expresión de los miembros de las familias de P450·. Por 

ejemplo, la expresión del citocromo P450 21-hidroxilasa (P450c21) Y llí3-hidroxilasa 

(P450c11) y P450aldo están restringidas al complejo adrenal (White et al., 1992). Mientras 

que el P450scc, P450c17 y P450arom están restringidas a las gónadas (Bao y Garverick, 

1998b). 

En resumen, la expresión de las 6 formas biosintéticas de P450s y 2 Hidroxiesteroides 

deshidrogenasa (HSD) se restringen a diferentes órganos en los que se llevan a cabo 

diferentes funciones que se revisarán más adelante. 

1.2 Transporte de colesterol hacia la mitocondria. 

En los mamíferos existen tres órganos endocrinos que se especializan en la producción de 

hormonas esteroides: la glándula adrenal, el ovario y el testículo. Los ovarios son el 

principal sitio de producción de esteroides en la hembra y conforme los folículos crecen y 

maduran su respuesta a esteroides incrementa, debido a que los folículos dominantes 

poseen una gran capacidad de producir esteroides (Amsterdam et al., 1992). En respuesta 
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al estímulo hormonal, en los tejidos esteroidogénicos se produce la biosíntesis de todos. los 

esteroides adrenales y de la gónada. Como se ha demostrado, la biosíntesis de hormonas 

esteroides comienza con el transporte del colesterol. El colesterol puede sintetizarse a 

partir de acetato o bien puede obtenerse de los almacenamientos corporales, aunque 

normalmente deriva de lipoproteínas del plasma, las cuales, en la mayoría de las especies 

actúan como donadoras de colesterol. Las proteínas de baja y de alta densidad (low 

density lipoproteins: LDL, high density lipoproteins: HDL) son el origen más común de 

colesterol para la producción de hormonas esteroides por el cuerpo lúteo (Bao et al., 

1997), bajo condiciones normales, la mayoría del colesterol usado para la esteroidogénesis 

se obtiene desde el flujo sanguíneo en la forma de LDL y HDL (Pate y Candan, 1982). 

El gen de Niemann-Pick C-1 (Niemann pick gen NPC-1) codifica para una glicoproteína de 

la membrana intracelular que procesa colesterol importado por las proteínas de baja 

densidad. Su ausencia se caracteriza por una acumulación patológica de colesterol en 

endosomas y lisosomas. NPC-1 esta involucrado en la esteroidogénesis de la glándula 

adrenal, el ovario, testículo y placenta (Gevry y Murphy, 2002). 

Los ésteres de colesterol pueden almacenarse en conglomerados lipídicos o en colesterol 

libre enzimáticamente de-esterificado. La interconversión entre colesterol libre y 

esterificado, está bajo el control de dos enzimas, Colesterol Éster Hidro/asa y Colesterol 

Éster Sintetasa. Estas son activadas por hormonas tróficas para garantizar suplementos 

adecuados del colesterol libre para la síntesis de esteroides dentro de los tejidos blanco. El 

colesterol sirve como el substrato inicial para todas las hormonas esteroides sintetizadas 

en el cuerpo; independientemente del tejido esteroidogénico. 
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El índice de formación de esteroides depende del índice de transporte de colesterol desde 

los almacenamientos intracelulares a la membrana mitocondrial interna. 

1.3 Papel de la prote!na reguladora esteroidogénica aguda (StAR}. 

El transporte de colesterol al interior de la mitocondria es el paso que se considera como 

el verdadero paso enzimático limítrofe en esteroidogénesis. El proceso de transporte de 

colesterol a la membrana mitocondrial externa, así como la translocación a la membrana 

mitocondrial interna; había permanecido como un misterio. Primeramente se demostró 

que se requiere síntesis de proteína de novo para la estimulación aguda de la producción 

de esteroides; en respuesta a la acción hormonal. En las investigaciones iniciales se 

suponía la presencia de otros factores. Mittre et al. (1996), lograron comprobar en células 

lúteas de bovinos, la implicación de tres proteínas mitocondriales (A, B y C). Debido a la 

localización de la proteína "A" en la mitocondria, el sitio del índice limitante en 

esteroidogénesis y a su elevada correlación con la producción de progesterona, 

favorecieron su implicación en la regulación aguda de la esteroidogénesis. No obstante, se 

sabía que la síntesis de esta proteína dependía de la proteína cinasa dependiente de 

Adenosin Monofosfato cíclico (ciclic adenosin monophosphate: AMPc) y por calcio (Ca2+). 

Posteriormente, Clark y Stocco (1995) identificaron al fin una proteína nombrada proteína 

reguladora esteroidogénica aguda (steroidogenic acute regulated: StAR), la cual regula el 

paso limitante en la esteroidogénesis. StAR se encontraba en el CL del bovino, hecho 

descubierto por primera vez por Pescador et al., (1996). Posteriormente también se 

mostró la presencia de StAR en tejido placentario (Pescador et al, 1996; Mamluk et al., 

1999). 
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Stocco y Clark (1997), mostraron que si el microambiente que rodea a la mitocondria está 

en un rango de pH de 3.5-4, StAR provoca un cambio conformacional en la mi$ma; 

incrementando la flexibilidad de la región de unión, entre la terminal amino y la terminal 

biológicamente activa de carboxilo. Se sabe que las membranas interna y externa de la 

mitocondria se ensamblan en los sitios de contacto y se sostienen a base de puentes de 

complejos de proteínas entre las dos membranas. Las funciones de StAR como la 

transferencia de proteínas no requiere un receptor proteínico o ca-factor, lo que sugiere 

que StAR actúa directamente sobre lípidos de la membrana mitocondrial externa para 

promover la translocación de colesterol (Kallen et a( 1998). 

Stocco (2000) refiere la posibilidad de que este mecanismo sea para exponer el canal de 

colesterol o para prolongar el intervalo en el cual StAR puede residir sobre la membrana 

externa; sin embargo, su mecanismo de acción permanece desconocido. El colesterol que 

reside en la membrana mitocondrial externa, en conglomerados lipídicos o en membranas 

plasmáticas de células esteroidogénicas, puede ser transmitido a la membrana 

mitocondrial interna por medio de StAR en respuesta a la estimulación hormonal (Lin et 

al., 1995; Stocco, 1997). 

Posteriormente, se demostró que el elemento clave en la regulación del transporte de 

colesterol es el receptor de benzodiacepina periférico (periferal benzodiazepine receptor: 

PBR) (Papadopoulos et a( 1997). Tanto StAR como PBR están involucrados en el 

transporte desde la membrana externa a la membrana mitocondrial interna. StAR puede 

unirse al colesterol en el citosol y transportarlo a la membrana mitocondrial, mientras que 

PBR transporta el colesterol desde la membrana externa a la membrana mitocondrial 

interna. La estimulación trófica de células esteroidogénicas induce AMPc y la liberación de 
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ácido araquidónico (AA). Posteriormente, AMPc traduce su señal a través de la activación 

de proteína cinasa A (protein kinase A: PKA) (Wang y Stocco, 1999). La fosforilación de 

StAR por PKA estimula el transporte de colesterol, mientras que la fosforilación por 

proteína cinasa C (protein kinase C: PKC) puede inhibir este proceso. El ligando natural 

para PBR, endozepina, también está implicada en el transporte a la membrana 

mitocondrial interna y la cual tiene un papel en los efectos de estimulación de PkA sobre la 

esteroidogénesis (Kallen et al./ 1998, Niswender, 2002). 

Una vez que el colesterol se encuentra en la mitocondria, se lleva a cabo el corte de la 

cadena lateral del colesterol; convirtiéndose a pregnenolona el primer metabolito en la vía 

de la biosíntesis de hormonas esteroides, por medio de una reacción enzimática referida 

como un corte a la cadena lateral. 

1.4 P450 que corta la cadena lateral (P450scc). 

La reacción inicial de la biosíntesis de hormonas esteroides comienza con la separación de 

la cadena lateral del colesterol; por el complejo P450scc. La estimulación aguda para la 

producción de esteroides por hormonas de la pituitaria es dependiente de la disponibilidad 

de colesterol para la reacción de corte de la cadena lateral (Omura y Morohashi, 1995). 

La enzima P450scc, adrenodoxin (ADX) y adrenodoxin reductasa, están localizadas en la 

membrana mitocondrial interna (crestas mitocondriales) (Stocco y Clark, 1997) y son 

responsables de la conversión de colesterol a pregnenolona, el primer paso en la 

biosíntesis de todas las hormonas esteroides. Este complejo multienzimático comprende 

tres componentes que sirven para transportar un electrón entre los otros dos 

componentes: el citocromo P450scc, que tiene una terminal oxigenasa, Dinucleótido-
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Adenina-Flavina (flavine-adenine-dinucleotide: FAD) y una proteína heme que contiene 

sulfuro, luteodoxina o adrenoxina (en células lúteas y adrenales respectivamente). Todas 

las poblaciones mitocondriales de una célula esteroidogénica adquieren altos niveles de 

enzimas esteroidogénicas durante la luteinización. Las tres enzimas del complejo P450scc, 

son empaquetadas sobre la superficie de las crestas mitocondriales en oposición a la 

matriz mitocondrial (Amsterdam et al./ 1992). La reacción utiliza nicotinamida adenina 

dinucleótido fosfato (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate: NADPH), generado 

dentro de la mitocondria por la oxidación de intermediarios en el ciclo de Krebs ó ácidos 

grasos. Para poder realizar la acción de corte de cadena lateral, se requiere de tres 

moléculas de NADPH y dos de oxígeno por mol de colesterol (Gore-Langton y Armstrong, 

1994). 

1.5 Vía LIS y Ll4 de esteroidogénesis 

De acuerdo con los conocimientos actuales, la producción de esteroides es regulada 

principalmente por la especificidad al tejido de las enzimas expresadas en el ámbito 

celular. Diferentes hormonas esteroides tienen diversos efectos fisiológicos, pero su 

naturaleza depende de las enzimas presentes en el tejido esteroidogénico en cuestión 

(Stocco, 2000). Las hormonas esteroides son sintetizadas en la glándula adrenal (White et 

a( 1992), en el cerebro (Schenkman, 1992) en la gónada (Voss y Fortune, 1993a), en la 

placenta (Hinshelwood et al./ 1997) y en el tejido adiposo (TA; Simpson, 2000). En el caso 

de la gónada femenina, son producidas por un folículo antral actuando de manera 

autócrina y parácrina, con el fin de completar el proceso de maduración por el ovocito y 

generar la señal de ovulación (Carriere et al./ 1996). 
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Los primeros estudios sobre la síntesis de esteroides en las gónadas han reconocido la 

existencia de rutas metabólicas alternativas de pregnenolona utilizada para la síntesis de 

andrógenos. Con esta base se conoce que 17a-hidroxipregnenolona (170H-P5) y 

dehidroepiandrosterona (DHEA:5androsten-3,17-diona) siguen la vía ~5 y 17a­

hidroxiprogesterona (170H-P4) y androstenediona (A4:androsteno,3,17-diona) sigueri la 

vía ~4 (Dorfman, 1965, citado por Conley y Bird, 1997). Estas dos rutas se conocen como 

las vías ~4 y ~5 de esteroidogénesis. Como lo mencionan Conley y Bird (1997), las dos 

vías operan con mecanismos aparentemente redundantes. Sin embargo, en algunas 

especies como los bovinos, ovinos, humanos y primates, existe un bloqueo funcional en la 

habilidad de P450c17 para sintetizar Andrógeno (A4) por la vía ~4. En general, la síntesis 

de andrógenos en estas especies es a través de la vía ~5, pero en otras especies como los 

cerdos, ratas y ratones, dependen de los niveles de P450cl 7 y 3¡3-Hidroxiesteroide 

deshidrogenasa (3¡3-HSD). 

Las características de estas enzimas, incluyendo la especificidad del substrato así como los 

niveles relativos de una u otra, determinan el flujo de esteroides a través de cada vía. 

1.5.1 jJ-Hidroxiesteroide deshidrogenasa (JjJ--HSD) y complejo P450C17. 

La habilidad de muchas enzimas para metabolizar esteroides depende de su destreza para 

interactuar con diferentes substratos para actuar en muchos substratos. Las enzimas 

P450c17 y 3¡3-HSD poseen esta característica. La enzima P450c17 puede actuar sobre 

pregnenolona y progesterona mientras que la enzima 3¡3-HSD puede actuar sobre 

pregnenolona, 170H-P5 y DHEA. La enzima P450c17 puede llevar a cabo las reacciones 

hidroxilasa y liasa, en las vías conocidas como ~4 y ~5. 
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La expresión de la enzima 31)-HSD se detectó primeramente en células de la teca interna 

de folículos preantrales, mientras que de igual modo se expresa en las células de la 

granulosa de folículos mayores o iguales de 8 mm (Bao et al., 1998b). 

La enzima P450c17 es uno de los dos principales componentes de la síntesis de andrógeno 

y estrógeno. Coincidiendo con el principal sitio de la producción de andrógenos, su sitio de 

expresión son las CT interna en respuesta a la LH (Hinshelwood et al., 1998). En los 

ovarios, existen dos tipos de 17 HSDs, tipo 1 y de tipo 7. Las enzimas del tipo 1 se 

expresan en las CG y son capaces de catalizar andrógenos. Las enzimas del tipo 7 se 

expresan en células luteinizadas. La expresión de 17-HSD-1 se induce por la FSH actuando 

vía dependiente de PKA. Parte de la expresión se modula por la inhibición de PKC, 

estrógenos, andrógenos y factores de crecimiento; así como agentes leutinizantes, los 

cuales pueden causan una disminución en la expresión de 17-HSDl (Peltoketo et al., 

1999). 

La enzima 201)-HSD, se produce en el citosol de folículos, células intersticiales y en el 

cuerpo lúteo (CL) del bovino, utilizando NADPH como donador de hidrógeno. Tiene un 

papel significativo en la determinación de la cantidad de substrato C-21 disponible para la 

conversión a andrógenos en células foliculares (Gore-Langton y Armstrong, 1994). 

La conversión de pregnenolona en andrógenos es clave en la síntesis de E2 en las 

gónadas. La pregnenolona es el precursor en la síntesis de progesterona (P4), los 

andrógenos y los estrógenos, y es utilizada por P450c17 ó 313- HSD en reacciones de 

competencia. Si primero es utilizada por P450c17, (vía ~5) en células de la teca, la 

pregnenolona es oxidada a 170H-P5 (actividad 17a-hidroxilasa), (Xu, et al., 1995b). 

Posteriormente, dehidro epiano androstenediona (DHEA) de la vía ~5 sufre división de la 
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cadena lateral (actividad 17,20 liasa). A través de 3¡3-HSD, se transforma a 

androstenediona (A4) y nuevamente por la actividad 17¡3-HSD, el A4 se transforma a 

testosterona (T4) y posteriormente a estradiol a través del complejo P450 aromatasa 

(P450arom) en CG (Soumano et al., 1996). 

Sin embargo, si la pregnenolona se usa primero por 3¡3-HSD, la unión ~5 es isomerizada y 

se introduce una cetona a C3 para formar el producto ~4 progesterona (4-pregnen-3,20-

diona). La síntesis de progesterona (P4) es una vía compleja. La diferenciación en célúlas 

capaces de producir P4 se completa por el incremento en la expresión de enzimas 

necesarias para llevar a cabo la conversión del colesterol a P4 (P450scc y 3¡3-HSD). Si se 

produce P4, disminuye la expresión de las enzimas capaces de convertir P4 a estrógenos, 

P450-17ahidroxilasa y P450arom (Niuswender et al., 2JOO). También la progesterona es 

un substrato para P450c17 y se metaboliza en una vía similar para 170H-P4. 

Posteriormente, por la actividad liasa-~4 se produce secuencialmente A4 a partir del C19, 

identificada como la vía de síntesis ~4 de andrógenos (Conley y Bird, 1997). En las CG de 

folículos en desarrollo, P450aromatasa cataliza la aromatización de los andrógenos a 

estrógenos (Akhtar et al., 1993) y el 17¡3-HSD del tipo 1 convierte estrena (El) a E2 

altamente activo (Conley y Bird, 1997). 

En resumen, el flujo de esteroides a través de cualquiera de estas vías, depende de la 

competencia entre la P450c17 y la 3¡3-HSD por pregnenolona y de los niveles de cada 

enzima con respecto a la otra. Su distribución en el tejido es un componente importante 

en la esteroidogénesis que permite el mantenimiento del balance entre la síntesis de 

andrógenos y estrógenos en las gónadas. 
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1.5.2. Complejo P450 aromatasa. 

Los estrógenos son importantes en el desarrollo funcional de las gónadas tanto eri la 

hembra como en el macho, además que regulan las características de comportamiento 

vitales para la reproducción en las especies. En el humano, existen sitios extra gonadales 

que dependen principalmente del precursor C19 para la biosíntesis de estrógenos después 

de la menopausia (Simpson et al./ 1999). En los animales domésticos, la enzima citocromo 

P450 aromatasa (P450arom) es la encargada de convertir andrógenos a estrógenos, cuya 

actividad se restringe a las gónadas (CG de folículos en desarrollo, Simpson et al./ 1999; 

Akhtar et al./ 1993) y al cerebro (Simpson, 2000). 

Este complejo enzimático es localizado en el retículo endoplásmico (RE) de las CG que 

consta de dos componentes. El primero es el producto del gen CYP19; P450 aromatasa. 

Esta hemoproteína consiste de una cadena de polipéptidos, dirigida a catalizar una serie 

de reacciones que culminan en la formación de un anillo "A" fenólico. El segundo 

componente es una flavoproteína, citocromo P450 NADPH reductasa (Hinshelwood et al./ 

1997). Este es responsable de la transferencia de equivalentes reductores desde NADPH a 

cualquier citocromo microsomal de especies P450. 

La reacción de conversión de A4 a E2 a través de P450 aromatasa, utiliza 3 moles de 

oxígeno y 3 moles de NADPH por cada mol de esteroide C19 metabolizado (Akhtar et al./ 

1997). La aromatasa tiene la propiedad de catalizar tres reacciones químicas para 

convertir andrógenos a estrógenos. En los mamíferos, la aromatasa es una de las dos 

enzimas que promueven la construcción de un núcleo aromático (las aminolaevulinato 

deshidratasas están involucradas en la biosíntesis de un anillo pirrólico). Es un P450 que 

tiene la función de oxidación que cataliza múltiples pasos de la reacción. Estos van 
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dirigidos hacia la remoción del grupo metilo en el C-10 como ácido fórmico, seguido por la 

reestructuración del anillo "A" a la estructura aromática (Gore-Langton y Armstrong, 

1994). Algunos P450, principalmente aromatasa, no sólo catalizan la reacción hidroxilasa, 

sino también la oxidación de un alcohol en un compuesto carbonilo así como los procesos 

de división de uniones C-C-. Todas estas reacciones ocurren en el mismo sitio activo. 

Tiene efectos en la conversión por deacilacion oxidativa del grupo metil C19 angular y 

aromatización del anillo A. La aromatización de los anillos "A" toma lugar con la pérdida de 

los hidrógenos 2-(3, resultando en la reestructuración para formar el anillo fenólico "A", el 

cual es característico de estrógenos. La aromatasa es una de las primeras enzimas que 

convierten un grupo hidroxilo en un grupo carbonilo, no a través de las reacciones 

convencionales de deshidrogenación, sino por otro proceso usando NADPH y 02 (Akhtar 

et al., 1997). La deacilación requiere tres equivalentes de oxígeno y NADPH. Las primeras 

dos hidroxilaciones producen los derivados de andrógeno 19-hidroxi y 19-oxo (Brodie et 

al., 1999). El sitio de la tercera hidroxilación aún no ha sido determinado, pero se ha 

propuesto una 2(3- hidroxilación para producir 2(3-hidroxi-19-oxoandrostenediona a partir 

de androstenediona (Peet et al., 1993). Es posible que la conversión de andrógenos a 

estradiol se deba al reemplazo de varios grupos metilo por átomos de hidrógeno. Esta 

reacción puede facilitarse por el aislamiento de un grupo de electrones adyacentes a la 

unión -CH3. Tal proceso puede mejorarse si se oxida el grupo metilo en forma progresiva, 

culminando en la liberación de un fragmento Cl en forma de C02 en estados de elevada 

oxidación. La tendencia a dividirse incrementa con la liberación del fragmento, así como 

con el aumento del estado de oxidación (siguiendo una reacción redox en C-3). 

La actividad total resulta en la aromatización de un anillo "A" de andrógenos para formar 
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el anillo "A" fenólico, característico de estrógenos, con la pérdida de C19 del grupo metilo. 

1.6 Regu/ao6n genética de los citocromos P450. 

Recientemente, se ha enfocado la atención sobre las vías biosintéticas de las hormonas 

esteroides a partir del colesterol en los tejidos animales, así como las estructuras exón -

intrón de los genes de los 5 citocromos P450s. Omura y Morohashi (1995), presentaron 

datos correspondientes a los genes de los 3 citocromos mitocondriales: el gen de P450scc 

(CYPllA), el gen de P45011¡3 (CYPllBl) y el gen P450aldo (CYP11B2) que tienen el 

mismo número de intrones insertados en las posiciones correspondientes en . las 

secuencias codificantes. 

Por otra parte, las estructuras exón - intrón de los tres genes microsomales (el gen de 

P450c21 (CYP21B), el gen de P45017a (CYP17) y el gen de P450arom (CYP19) 

aparentemente son diferentes en el número de intrones. Además, la expresión de estos 

genes P450 es específica para cada tejido, así como para cada tipo celular. 

El análisis de las regiones promotoras de los genes P450 esteroidogénicos revelaron varios 

elementos cis- internos, incluyendo secuencias de respuesta AMP cíclico (AMPc) y factores 

de transcripción. Los estudios acerca de la regulación genética de los citocromos P450, 

identifican un factor de transcripción conocido como Factor esteroidogénico -1 

(steroidogenic factor: SF-1), también llamado proteína adrenal ligadora-4 (Ad4BP), 

esencial para la expresión específica al tejido de los P450s (Omura y Morohashi, 1995). 

Este factor interactúa con elementos promotores para regular la expresión coordinada de 

hidroxilasas dentro de las células esteroidogénicas. Adicionalmente, las secuencias de 

unión a SF-1 se encuentran en todos los genes P450 esteroidogénicos del embrión 
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(Morohashi et al./ 1992). En el ratón, SF-1 es esencial para los órganos esteroidogénicos, 

así como en la regulación de la función reproductiva en los tres niveles del eje hipotálamo 

- pituitaria - gónada (Luo, et al'/ 1999). Los factores de transcripción son esenciales para 

la expresión específica al tejido de los P450s esteroidogénicos; tanto en los embriones de 

animales como en la diferenciación sexual de las gónadas en el feto de la oveja (12 días 

después de la formación gonadal y durante la temprana de los folículos). Las células 

mesenquimales y mesangiales de los mesonefros en esta especie expresan mARN y/o 

proteínas para StAR, 3¡3-HSD, P450scc y P450arom (McNatty et al'/ LDOO). 

Diversos factores de transcripción son esenciales para la expresión de los P450 

esteroidogénicos en diversas células, además se han encontrado diferencias entre 

especies. 

1.6.1 Gen CYP19. 

La biosíntesis de estrógeno es catalizada por un complejo enzimático conocido como 

aromatasa, el producto del gen CYP19, y acoplada a ésta, una flavoproteína ubiquitina, 

citocromo NADPH P450 reductasa (Conley y Hinshelwood, 2001). Esta enzima se localiza 

en el retículo endoplásmico (RE) de las CG en las que se expresa (Omura y Morohashi, 

1995). La biosíntesis de estrógenos a partir de andrógenos es catalizada por el complejo 

aromatasa. Este es el producto de un único gen llamado CYP19, perteneciente a una 

superfamilia de citocromos P450 que contiene mas de 600 miembros pertenecientes a 100 

familias de las cuales P450 aromatasa es el único miembro de la familia 19 (Simpson et 

al'/ 1994). El gen CYP19 de P450arom es el único miembro considerado como una de las 

líneas más antiguas de la superfamilia. P450arom parece tener más de un billón de años 
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atrás, lo cual coincide con la separación de las formas de vida procarionte y eucarionte 

(Akhtar et al./ 1997). 

En el bovino, este gen se ha ubicado en la banda q2.6 del cromosoma 10 (Goldammer et 

al./ 1994, citado por Fürbass et al./ 1997). La región genómica que flanquea al exón 1.1 se 

extiende hasta los exones 1.3 - 10. La estructura genómica de CYP19 muestra la región 

codificante (exones 2 - 10) y tres 5'-UTR (región no codificada) (exones 1.1, 1.3 y 2). 5'­

UTR de las variantes del transcrito, consisten de un primer exón adicional y una parte 

corta del exón 2. Durante el procesamiento de estos transcritos CYP19, el dinucleótido 

(dnt) adenina guanina (A G) dentro del exón 2 se localiza 40 nucelótidos (nt) corriente 

arriba, desde el codón de comienzo translacional (ATG). 3'-UTR del ARNm del bovino 

(2kb), se confina a uno de los exones más largos. La longitud del intrón varía entre 0.5 a 

más de 15kb. Estas secuencias y sus terminales 5 'y 3' conforman la secuencias consenso 

para los intrones del mamífero (Fürbass et al./ 1997). 

1. 6.2 Expresión de aromatasa 

El nivel de expresión de cada enzima esteroidogénica varía en la especificidad d~ la 

expresión en el tejido y en la célula es determinada durante la diferenciación celular; 

(Omura y Morohashi, 1995), en la expresión basal (en ausencia de estimulación hormonal 

trófica) y la expresión regulada por la señal hormonal (Hanukoglu, 1992). 

La expresión específica al tejido del gen es regulada por la región promotora 2 en el 

ovario, contiene 2 cajas TATA consenso, una de ellas localizada en la posición -29 del sitio 

de comienzo transcripcional y la otra en la posición -30 del sitio de comienzo. Los tres 

elementos CAAT así como SFl, se encuentran dentro de las 1176 pb en la secuencia 
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(Fürbass et a( 1997). La expresión es mediada por un promotor próximo, promotor II, 

cuya actividad es regulada por AMPc y requiere factores CREB (cAMP Response Protein 

Element Binding) y SF- 1 (Steroidogenic Factor -1, Carlone y Richards., 1997). 

Recientemente se ha detectado un transcrito de CYP19 que incluye una región codificante 

invariable y una región variable 5' no-traducida en tejidos de ovinos y bovinos. En 

contraste al ovario y al cerebro que expresan variantes homólogas de transcritos, en la 

placenta se presentan diferentes transcritos, sugiriéndose que también hay regiones 

promotoras específicas a la placenta que a su vez actúan diferente en estas especies 

(Vanselow et a( 2)01). 

Los sitios de expresión del gen es en el tejido adiposo, y se observa expresión en la 

placenta, en las CG, en glándula adrenal (Fürbass et al., 1997) y en el cerebro (Lephart, 

1997). En cerdos, la aromatasa se expresa en las células de la teca interna, en CG de los 

folículos preovulatorios y en el trofectodermo de blastocistos pre-implantados (Conley et 

al., 1997). En equinos, también se expresa en el trofectodermo de blastocistos pre­

implantados (Walters et al., 2)00). En ovinos y bovinos, CYP19 se expresa tambié'n en 

placenta fetal, CG y en otros órganos como el cerebro (Vanselow et al., 2)01). 

En el cerebro, la biosíntesis de estradiol y la expresión de aromatasa se requiere para el 

comportamiento sexual normal y la exhibición de caracteres relacionados con el 

dimorfismo sexual. Conley y Hinshelwood (2001) mencionan que la actividad de la 

aromatasa es alta en la amígdala, el núcleo periventricular preóptico y el núcleo preóptico 

medial y baja actividad en el núcleo supraquiasmático, el hipotálamo anterior, el 

hipotálamo anterior periventricular y el núcleo arcuato. 

En el ovario, las gonadotropinas LH y FSH actúan incrementando concentraciones de AMPc 
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intracelular para inducir la expresión de P450arom (Conley y Hinshelwood, 2001) en las 

CG de los folículos preovulatorios (Fortune et al. 1988, Voss y Fortune, 1993b) así corno 

durante el reclutamiento folicular (Bao et al./ 1998a). La presencia de un elemento 

actuando en cis en el gen CYP19 reprime la activación. Al parecer, un elemento adicional 

previene la expresión total del gen CYP19 del bovino en CG luteinizadas (Hinshelwood et 

al., 1997). 

1.2. REGULACIÓN ENDOCRINA DE FOLICULOGÉNESIS 

En los mamíferos existen tres órganos endocrinos que se especializan en la producción de 

hormonas esteroides: la glándula adrenal, el ovario y el testículo. Los ovarios son el 

principal sitio de producción de esteroides y conforme los folículos crecen y maduran su 

respuesta a esteroides se incrementa, debido a que los folículos dominantes poseen una 

gran capacidad de producir esteroides. Las células del ovario responden a las 

gonadotropinas de una manera coordinada (Amsterdam et al., 1992). Las hormonas 

pueden influenciar la expresión de enzimas esteroidogénicas en folículos. Driancourt 

(2000), menciona que existen tres características en los folículos que se desarrollan hacia 

el estado de ovulación : 1) en cada ciclo estral, ocurren dos o tres oleadas de crecimiento 

folicular y cada una conlleva una fase de reclutamiento, selección, desviación, dominancia 

y ovulación o atresia., 2) la variabilidad de parámetros numéricos (número de oleadas por 

ciclo y el número de folículos por oleada, así como los requerimientos temporales como el 

tiempo de selección, la duración de la dominancia) y 3) la importancia de las 

gonadotropinas para llevar a cabo la foliculogénesis. En la vaca, el éxito reproductivo 
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depende de los procesos fisiológicos y de la secreción de FSH y LH desde la glándula 

pituitaria. 

1.2.1 Gonadotropinas 

La hormona liberadora de gonadotropinas se sintetiza en el hipotálamo y se libera de una 

manera pulsátil. La GnRH es sintetizada en neuronas distribuidas en el área preóptica; así 

como el hipotálamo anterior. La GnRH regula el número de receptores para GnRH, la 

expresión de los genes de gonadotropinas, biosíntesis y liberación (Zanisi y Messi, 1991). 

Igualmente, la GnRH y sus agonistas actúan sobre las células de granulosa e incrementan 

la producción de pregnenolona, progesterona y la actividad de la aromatasa (Gore­

Langton y Armstrong, 1994; Harris et al./ 1998). Para ello, requieren de una disminución 

en la sensibilidad a estrógenos, los cuales se producen por el folículo dominante, que a su 

vez, alcanzan la dominancia a través del soporte gonadotrópico. 

La GnRH se une a receptores específicos en los gonadotropos y provocan la liberación de 

ca++ intracelular, causando una liberación transitoria tanto de LH como de FSH aunque en 

menor grado (Brown y McNelly, 1997; Brown y McNelly, 1999). La GnRH libera de manera 

episódica a la LH y la frecuencia en que se libera se controla por la retroalimentación de 

estradiol. La liberación de FSH no es de carácter pulsátil y generalmente no coincide con la 

liberación de LH. Los gonadotropos representan sólo el 10% de las células de la pituitaria 

y se dividen en células monohormonales (18% de las células para LH y 22% para FSH) y 

el 60% multihormonal (células para LH + FSH). La GnRH se une a su receptor de 7 

dominios transmembranales los cuales se acoplan a la proteína G y activan diferentes 

fosfolipasas para proveer Ca ++ y moléculas mensajeras derivadas de lípidos. Inicialmente 
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la fosfolipasa C (phospholipase C: PLC) se activa después de la activación de fosfolipasa 

A2 (phospholipase 2: PLA2) y fosfatidil inositol (fosfatidil inositol: FL). La generación de los 

segundos mensajeros inositol trifosfato y diacilglicerol (DAG) llevan a la movilización de 

ca++ intracelular y del AA el cual se libera por la acción de PLA2. Diferentes diálogos 

internos de ca++, AA y PKC, pueden generar una señal de transducción para elementos 

que sufren desensibilización los cuales se activan durante la acción neurohomonal. Entre 

estos elementos está la proteína cinasa mitógeno-activada (Mitogen Associated Activator 

Protein Kinase: MAPK) la cual se activa por GnRH de manera dependiente con PKC, ca++ y 

proteína tirosina cinasas (protein tirosin kinase: PTK) (Naor et al./ 1998). 

Roche (1996), menciona que las gonadotropinas sintetizadas se almacenan en gránulos 

secretores dentro del citoplasma y se secretan diferencialmente por exocitosis. La LH 

puede almacenarse por un tiempo prolongado, sin embargo para FSH es por corto tiempo. 

Igualmente, el contenido de FSH en la pituitaria anterior es sólo del 2-3% del de la LH. La 

expresión de los receptores para FSH en CG se regula por FSH y estradiol (Knecht et al./ 

1984). Así mismo inhibina y estradiol actúan directamente en la pituitaria para disminuir la 

expresión del gen que codifica FSH (Roche, 1996). 

La GnRH regula la secreción y expresión de las gonadotropinas hipofisiarias (LH y FSH), 

éstas hormonas, junto con la TSH y eCG, son glicoproteínas estructuralmente similares, 

formadas por dos subunidades denominadas subunidad alfa y beta, unidas entre sí por 

fuerzas no covalentes. La subunidad alfa es idéntica entre estas glicoproteínas y está 

conformada por la misma secuencia de aminoácidos mientras que la subunidad beta es 

única para cada hormona y le confiere especificidad biológica. La secuencia primaria de 

aminoácidos que codifica para la subunidad alfa en diferentes especies presentan una 
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similitud del 75-100% por ejemplo, bovinos y equinos tiene una similitud del 82% 

mientras que el bovino y el humano solo tienen el 75% sin embargo entre bovinos y 

ovinos su secuencia es similar al 100%. La subunidad beta de cada glicoproteína tiene una 

secuencia de aminoácidos altamente conservada entre las diferentes glicoproteínas intra e 

inter especies (82% de similitud). Una particularidad de esta subunidad es que de ella 

depende la actividad hormonal específica en cada glicoproteína que se expresa en su 

totalidad, cuando esta subunidad se asocia con la subunidad alfa (Cooke et al./ 1996). 

La LH está involucrada en los estados finales de desarrollo folicular y FSH en el 

crecimiento folicular, por lo que los niveles basales de gonadotropinas juegan un papel 

importante en la regulación del crecimiento folicular (Roche y Boland, 1991). La FSH es de 

gran importancia en el reclutamiento y selección de un FD. En la oveja, Campbell et al. 

(1991) muestran que la FSH puede inducir la producción de E2 e inhibina en presencia de 

insulina en las CG de folículos pequeños; sin embargo, requieren de grandes dosis de 

insulina y FSH. El incremento transitorio en la secreción de FSH precede la emergencia de 

las oleadas foliculares en el ganado (Webb et al./ 1992). Las bajas concentraciones de 

FSH al tiempo de la desviación pueden ser necesarias para que el folículo dominante 

continúe creciendo y desarrollándose (Bergfelt et al./ .JJOO). En folículos preovulatorios, el 

nivel de FSH en fluido folicular (FF) se incrementa antes del pico de LH y muestra una 

elevación alrededor de 4 hrs después del surgimiento de LH en el plasma. Alrededor de 6 

horas después del pico de LH en el plasma, las concentraciones de FSH en el FF muestran 

una disminución gradual (Adams et al./ 1992) hasta alrededor de 20 hrs después del pico 

de LH y nuevamente incrementa otra vez. Esta disminución se asocia con la selección de 

un FD, el cual empieza ser dependiente de LH (Roche, 1996). La alta concentració'n de 
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FSH en fluido folicular (FF) durante el tiempo de la ovulación, se debe a que se requiere 

de acciones combinadas de estradiol y FSH para estimular la inducción de receptores para 

LH sobre CG tanto in vivo (Evans y Fortune, 1997, Wang y Greenwald, 1993) como in vitro 

(Segaloff et al./ 1990). 

1.2.2 Receptor para Hormona Luteinizante 

El receptor para LH es un polipéptido que contiene un dominio hidrofílico situado 

extracelularmente, con 7 dominios transmembranales y la región intracelular en la 

terminal carboxilo. La terminal -N extracelular se ha relacionado a una familia de 

glicoproteínas ricas en leucina, y está involucrado en la unión de grandes hormonas 

glicoprotéicas, hCG y LH. La terminal carboxilo del receptor se relaciona a la familia de 

receptores semejante a rodopsin, el cual presumiblemente está implicado en el 

acoplamiento del receptor con la proteía G (Segaloff et al./ 1990). Tayar (1996), hace una 

analogía para explicar este proceso: el dominio extracelular, en particular la región rica en 

leucina, tiene la función de la persona encargada de "atrapar" la pelota en un partido de 

baseball, este dominio "atrapa" a la hormona y orienta la parte apropiada de ésta hacia su 

interacción con los 7 dominios-transmembranales del receptor. Esto le da sentido al 

cambio conformacional dado por el complejo de la proteína G; lo cual lleva ·a la 

estimulación de la síntesis de AMPc y la producción de esteroides. Los receptores de 

hormonas glicoprotéicas (LHR, FSHR, TSHR) poseen una secuencia invariante de 10-

residuos de aminoácidos. Se ha sugerido que Glu-Asp que se localizan en el punto medio 

de esta secuencia conservada son importantes en la señalización mediada por un ligando 

de LHR y/o la expresión del receptor, pero no en la unión con el receptor (Angelova y 
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Pret, 2002). En los mamíferos, el gen de LHR se compone de 11 exones. El dominio 

transmembranal de cada uno de los tres receptores para glicoproteínas es codificado por 

un solo exón (Kumar y Trant, 2001). 

La estimulación de las hormonas tróficas hacia las células esteroidogénicas induce la vía 

de segundos mensajeros como el AMPc. Este se forma a través de la unión hormona­

receptor acoplados a la proteína G, la cual es dependiente de guanidina tri fosfato 

(guanidine triphosphate. GTP). Es posible que la interacción del complejo hormona­

receptor con proteínas G, active directamente la vía de la enzima fosfolipasa A2 (PLA2), la 

cual cataliza la liberación del AA desde fosfolípidos. La proteína del AA conocida como 

ARTSt actúa como un intermediario en la regulación de la activación de PLA 2 por AMPc y 

ayuda a mediar la liberación de AA. Las observaciones de Kishi et al. (1997) indican que el 

incremento en AMPc causa la insensibilización del ARNm del receptor para LH/hCG, 

mientras que la actividad basal de AMPc se requiere para la expresión de ARNm de los 

receptores para LH/hCG. 

1.2.3 Receptor para LH en la foliculogénesis. 

El primer estadio reconocible de desarrollo folicular es la adquisición de la capacidad a 

responder a gonadotropinas. Este mecanismo se ha aceptado como fundamental en la 

fisiología del ovario. La capacidad de los folículos a producir estrógenos, se adquiere en los 

estados preantrales, cuando ellos poseen todos los componentes del modelo "dos células, 

dos gonadotropinas" (Drummond y Findlay, 1999). Este modelo se refiere a que se 

requieren tanto de los dos estratos celulares del ovario (CT y CG) como de LH y FSH. Es 

decir, para la síntesis de 17¡3-estradiol, se requiere de la producción de andrógenos por las 
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CT interna (CTI) por la enzima P450c17; bajo el estímulo de LH. Estos A4 sirven como un 

substrato obligatorio para la síntesis de estrógenos catalizada por P450arom en CG 

(Tetsuka y Hillier, 1997). El ARNm de esta enzima es inducido por la FSH en folíCulos 

preovulatorios de las CG y disminuye su expresión rápidamente a consecuencia de la 

oleada de LH (Fitzpatrick et al., 1997). Los estrógenos actúan vía receptores de 

estrógenos (E2r), los cuales se expresan en CG de folículos preantrales y antrales 

(Drummond y Findlay, 1999). Parte de las acciones locales mediadas por E2 se regulan 

por los efectos estimulantes sobre los receptores de LH, FSH y oxitocina. Igualmente, el 

estradiol secretado del FO regulan la secreción de gonadotropinas (Amiridis et al., 1999). 

En el ganado, como en otras especies, las funciones endocrinas en el ovario se limitan a 

dos compartimentos. Entre los estratos celulares de las CT y las CG, se forma una 

membrana basal de unión anatómica, las llamadas uniones gap. La transferencia de 

nutrientes y citocinas mediadas por las uniones gap, es estimulada por estrógenos 

(Schams y Berisha, 2002). Igualmente, el E2 promueve la comunicación célula-célula, la 

cual puede ser necesaria para la inducción del receptor para LH en CG (Farookhi y 

Desjardins, 1986). 

En el ovario el receptor para LH se encuentra en CT y en CG de folículos preovulatorios y 

en el CL. Durante el ciclo estral del bovino, los niveles de ARNm para el LHR en CG de FD 

incrementa conforme el desarrollo folicular progresa (Xu et al., 1995a). 

Los niveles de expresión de ARNm para el LHR generalmente incrementa durante la fase 

de crecimiento de la primera oleada (Rhodes et al., 1995b) y disminuye durante la atresia. 

En general el ARNm para LHR, P450scc, P450c17, 3[:3-HSD y StAR en CT se expresan al 
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tiempo de la formación del estrato de la CT hasta avanzados estados de atresia. Su 

expresión, sin embargo, disminuye al inicio de la atresia. 

Contrario a las CT, la expresión de genes para CG depende del estado folicular. Las CG 

adquieren receptores para FSH y las CT adquieren para LH antes del reclutamiento 

(emergencia de la oleada) y selección del FD (Richards, 1994). En folículos reclutados 

<4mm de diámetro, se encuentra sólo la expresión de ARNm para FSHR. Después del 

reclutamiento, la expresión de ARNm para P450scc y P450 aromatasa se detectó solo en 

CG. La expresión de ARNm para LHR y 3¡3-HSD en CG se detecto al inicio de la oleada, 

alrededor del tiempo de la selección del FD (Bao et al./ 1998a). La expresión de ARNm 

para receptores de gonadotropinas y enzimas esteroidogénicas, y StAR en CT y/o CG 

fueron altas en FD. En este tipo de folículos, se mantienen altos niveles de expresión de 

ARNm por pocos días y disminuyen con atresia de los FD. Conforme transcurre la oleada 

folicular, la expresión de todos los ARNm disminuyen, excepto el ARNm para LHR y P450 

aromatasa en CG, las cuales permanecen en niveles similares. Sin embargo, las CG de 

folículos antrales saludables poseen más receptores para LH que los folículos atréticos 

(Spicer y Echternkamp/ 1986), por lo que al comienzo de la atresia, en las CG del FD 

disminuyen los ARNm para LHR y P450aromatasa (Bao y Garverick, 1998b). Durante 

posteriores estados de desarrollo folicular, las CG de folículos saludables, secretores de 

estrógeno también adquieren receptores para LH (Ireland y Roche et al 1982; Xu et al./ 

1995). Por lo que se ha sugerido que la adquisición de LHR sobre CG juega un papel 

importante en la selección del FD (Jolly et al./ 1994). En ovejas los niveles de ARNm para 

LHR en CG son mayores en la fase folicular temprana que en la fase tardía (Abdennebi et 

al./ 1999). 

29 



Para resumir, los patrones de desarrollo folicular están asociados con cambios en la 

expresión de ARNm encodificando receptores de gonadotropinas (Xu et al"/ 1995a) y 

enzimas esteroidogénicas (Xu et al./ 1995b). Estos cambios en la la selección y dominancia 

de folículos, permiten la ovulación en respuesta al surgimiento de gonadotropinas. 

1.3. EFECTO DE LA RESTRICCIÓN NUTRICIONAL SOBRE LA REPRODUCCIÓN EN GANADO 

BOVINO. 

En México, uno de los principales problemas en la reproducción del ganado de carne es la 

desnutrición (García, 1996; González, 1996; Mendoza y Ricalde, 1996). Un adecuado 

programa nutricional es esencial para asegurar la productividad óptima y el 

funcionamiento reproductivo. La severa restricción de nutrientes provoca la pérdida de 

reservas energéticas del cuerpo, lo cual conlleva a una reducción de la masa corporal. La 

condición corporal (CC) es una medida subjetiva que nos permite hacer una relación entre 

el peso corporal y las reservas de grasa (Thompson et al. 1983). 

Se ha sugerido que la ovulación en mamíferos depende de la grasa corporal. Bronson y 

Manning (1991) mencionan que una hembra joven no puede ovular por primera vez hasta 

que ha acumulado una cantidad crítica de masa corporal. De la misma manera una 

hembra adulta cesará de ovular si sus reservas de grasa están por debajo del nivel crítico. 

Las bases evolucionarías para esta dependencia es la necesidad de retrasar la gestación 

hasta que la hembra haya acumulado suficientes reservas energéticas como para sostener 

la gestación. En el caso que no existieran estas reservas, la habilidad del tejido adiposo a 

convertir y almacenar esteroides será insuficiente comparado con el funcionamiento 

normal con las suficientes reservas energéticas. 
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1.3.1 ¿cómo es que la reproducción puede modularse por el balance energético? 

En la vaca, existe una relación muy estrecha entre el eje reproductivo y los cambios en la 

ingestión de nutrientes. Ya que la nutrición modula la concentración sanguínea de varias 

hormonas; por ejemplo, éstas responden a una disminución en la ingestión de nutrientes y 

en consecuencia se provoca un anestro. Varios investigadores concuerdan en que las 

vacas empiezan en anestro 23-26 semanas después del inicio de la restricción alimenticia; 

cuando las vacas tienen una condición corporal de 3.5 y pierden entre 20-36% de su peso 

corporal inicial (Richards et al./ 1989, Rhodes et al./ 1996). 

Bronson y Manning (1991) proponen dos factores que permiten que la actividad del pulso 

generador de GnRH sea modulada por el balance energético; el combustible metabólico e 

insulina. Con respecto al primer factor, se ha establecido que la ovulación depende de la 

disponibilidad de aceites metabólicos oxidables, como glucosa y ácidos grasos. La 

concentración de NEFA se relaciona negativamente con el balance energético en las vacas 

(Lucy et al./ 1991, Bossis et al./ 1999) ya que la pérdida del peso corporal se asocia con 

un incremento en las concentraciones de NEFA (Richards et al./ 1989, Jorritsma et al./ 

LG03). Ya que NEFA y el balance energético están directamente relacionados, NEFA puede 

servir como una señal periférica del balance energético al sistema nervioso central 

(Canfield y Butler, 1998). 

Las concentraciones de glucosa en plasma están influenciadas por la condición corporal 

(Vizcarra et al./ 1998; Booth, 1990). El metabolismo de la glucosa en rumiantes se 

caracteriza por una gran habilidad de adaptación a los cambios en la homeorresis 

(Bauman y Currie, 1980). La mayoría de la glucosa utilizable en los tejidos de los 

rumiantes se suple con la gluconeogénesis, ya que menos del 10% de la glucosa total 
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utilizada se absorbe como tal en el intestino. La gluconeogénesis puede llevarse a cabo a 

partir de propionato, de aminoácidos, de lactato y glicerol. Primeramente, los rumiantes 

dependen de la gluconeogénesis hepática pues todos los carbohidratos de la dieta se 

fermentan a ácidos grasos volátiles (AGV) en el rumen. El substrato más importante que 

contribuye para la gluconeogénesis, es el propionato producido durante la fermentación 

ruminal y el intestino delgado. Aunque la utilización de propionato para la gluconeogénesis 

es mayor, los aminoácidos son importantes como substratos gluconeogénicos cuando la 

demanda de glucosa incrementa (Overton et al., 1999). Por ejemplo todos los 

aminoácidos excepto leucina y lisina (que son completamente cetogénicos) pueden hacer 

una contribución neta a la síntesis de glucosa; pero típicamente, alanina y glutamina 

hacen la mayor contribución (Drackley et al., .2001). 

Krehbiel et al. (1992) demostraron que en vaquillas alimentadas con dietas altas en 

concentrados que el lactato contribuye en un 44% de carbono de glucosa. Igualmente, la 

conversión de lactato a glucosa aumenta si la actividad de la enzima Piruvato carboxilasa 

(PC) incrementa. Si se presenta una deficiencia en la ingestión de energía, la utilización de 

lactato para la gluconeogénesis conlleva el reciclaje de carbono, ya que el lactato 

circulante se forma durante el catabolismo de glucosa o por catabolismo parcial de 

propionato (Danfaer et al., 1995). Hawkins et al. {2000) mencionan que en estas 

condiciones, ocurre una disminución del oxalacetato (OM) el cual es un intermediario 

clave para la gluconeogénesis. Estos ajustes provocan la reducción en la eficiencia del 

metabolismo energético como lo refleja un incremento en suero de 8-hidroxibutirato. 

En respuesta al balance energético negativo, varias hormonas, como el eje somatotrópico 

(Hormona de crecimiento (GH) y factores de crecimiento semejantes a la insulina (IGF), 
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insulina (Adams et al./ 1996; McGuire et al./ 1992) y leptina (Smith et al./ LD02) 

responden a cambios en la nutrición. 

En condiciones de desnutrición, la GH se eleva y estimula la gluconeogénesis y la insulina 

se reduce, disminuyendo la lipogénesis y la glicólisis. Sin la retroalimentación negativa de 

insulina, el glucagon se libera y estimula la gluconeogénesis, incrementando la pérdida de 

peso. El efecto de la GH sobre el ovario puede medirse a través de IGF-1 y/o insulina al 

nivel de ovario (Adams et al./ 1996). Sin embargo, esta relación entre IGF-1 se desacopla 

durante el balance energético negativo e IGF-1 se eleva sólo ligeramente (Downing et al./ 

1995). 

El IGF-1 podría ser un mediador entre los efectos nutricionales y la reproducción ·ya ·que, 

en vaquillas (Spicer et al./ 1992) y en vacas (Spicer y Enright/ 1991) subalimentadas, se 

reducen las concentraciones de IGF-1 en plasma (Pushpakumara et al./ LD03) . Esto 

probablemente se deba a que el estradiol tiene un efecto positivo sobre la secreción de 

IGF-1 por el hígado y la desnutrición inhibe el efecto positivo del estradiol sobre IGF-1 

(Richards et al./ 1991). 

Similarmente, en vaquillas (McCann y Hansel, 1986) y en vacas (Richards et al./ 1989) la 

restricción de energía disminuye las concentraciones de insulina. En un estudio se 

comprobó que si se les administra una infusión de glucosa a vacas alimentadas con 

restricción de energía, las concentraciones ¡3en suero de insulina permanecen elevadas; 

comparadas con vacas alimentadas con dietas en mantenimiento (Richards et al.; 1989). 

Muchas dietas que incrementan la producción de propionato se asocian con un incremento 

en las concentraciones de insulina (Vizcarra et al./ 1998), por lo que los AGV estimulan la 

secreción de insulina en rumiantes (Harmon, 1992). Sin embargo, las CG de folículos de 
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los ovarios de vacas inducidas a anestro nutricional tienen la capacidad de responder a 

IGF-1 e insulina in vitro, indicando que la alimentación restringida no reduce la respuesta 

del ovario a IGF-1 o insulina (Hamilton et al./ 1999). 

Como mencionamos anteriormente, la restricción alimenticia aguda reduce IGF-1 e 

insulina; igualmente se disminuye el ARNm de leptina en tejido adiposo y sus 

concentraciones circulantes (Amstalden et al./ 1999). La leptina tiene efectos directos 

sobre la función de las gónadas, ya que las CG y las CT tienen habilidad para responder a 

leptina (Spicer y Francisco/ 1997; Spicer y Francisco, 1998) y en condiciones de 

desnutrición esta hormona inhibe la esteroidogénesis en el bovino (Spicer y Francisco, 

1998). Los mismos autores mencionan que la leptina puede inhibir el efecto de la insulina 

sobre la producción de P4 y estradiol en CG así como la producción de P4 y 

androstenediona en CT. 

En rumiantes con diferente nivel de ingestión de alimento o condición corporal, se ha 

detectado diferencia en las concentraciones de gonadotropinas circulantes y en la 

pituitaria (Rhind y Schanbacher/ 1991). Ya que las gonadotropinas circulantes modulan el 

crecimiento y desarrollo de los folículos y cuerpo lúteo (Baird y McNeilly, 1981); es lógico 

pensar que estos cambios debidos a la desnutrición pueden inhibir la ovulación. Las vacas 

desnutridas carecen de actividad ovárica debido a una supresión de la liberación pulsátil 

de LH desde la glándula pituitaria anterior y disminución en la frecuencia de pulsos de LH 

(Richards et al./ 1989). Esta liberación se controla por la liberación de GnRH desde el 

hipotálamo. Algunos componentes metabólicos actúan sobre el eje ovárico-pituitaria­

hipotálamo conforme se altera el estado nutricional del animal (Randel et al./ 1990). 

Richards et al./ (1991) sugieren que si la disminución en las reservas de energía suprime 
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la secreción de LH, no es por un mecanismo dependiente al de retroalimentación 

hormonal en el ovario; sino por un efecto directo sobre el eje hipotálamo-hipófisis. 

La leptina puede actuar como una señal permisiva para incrementar la secreción de GnRH 

solo después de que el pulso generador ha sido sensibilizado al balance energético por 

otras vías metabólicas. Los receptores de leptina se ca-localizan en el núcleo arcuato, 

ventromedial del hipotálamo con neuropéptidos, como el neuropéptido Y (sus siglas en 

inglés: NPY). La síntesis y secreción de NPY incrementa durante la privación del alimento 

(Kalra et al., 1999). 

La leptina, insulina y NPY se liberan para regular el apetito y la secreción de LH. La leptina 

podría actuar indirectamente sobre el hipotálamo regulando la disponibilidad de glucosa o 

por otros mecanismos como la disminución en la liberación de insulina (Smith et al., 

.a)02). 

Zieba et al (2002) menciona que la leptina e insulina son secretadas bajo las mismas 

circunstancias metabólicas. Cada péptido provee señales a corto o largo término 

relacionadas al metabolismo y balance energético y son transportadas al sistema nervioso 

mediado por receptores. Los mismos autores concluyen que la leptina tiene potentes 

efectos positivos sobre la secreción de insulina y LH desde el gonadotropo en vacas en 

ayuno. El mecanismo por el cual la insulina y leptina tienen un efecto en la reproducción, 

es a través de la liberación de GnRH. El pulso generador monitorea los niveles de insulina 

y leptina en el fluido espinal cerebral. La leptina provee información al sistema nervioso 

central sobre la cantidad de energía almacenada en el tejido adiposo (Considine, 1997). La 

insulina influencia la disponibilidad hipotalámica de los substratos de aminoácidos, entre 

ellos tirosina. Este aminoácido es necesario para la síntesis de norepinefrina y serotonina, 

35 



los cuales son importantes neurotransmisores que estimulan la liberación del pulso 

generador de GnRH (Luck et al./ 1995). Estas observaciones sugieren que la leptina es 

una señal metabólica para el sistema reproductivo neuroendocrino y que, bajo condiciones 

de inadecuadas reservas energéticas, los niveles de leptina bajos actúan como una barrera 

metabólica para inhibir la actividad del eje reproductivo neuroendocrino (Cunningham et 

al'/ 1999). 

En condiciones normales, la ovulación normalmente sigue a la oleada preovulatoria de 

gonadotropinas. El surgimiento es inducido por la acción del incremento en las 

concentraciones periféricas de estradiol -17¡3, el cual causa una elevación de GnRH en la 

sangre portal hipofiseal. 

La producción de suficiente estradiol-17¡3 por el folículo es crítica para los cambios 

requeridos en las células de granulosa y de la teca, y la maduración folicular final. La 

esteroidogénesis por folículos preovulatorios depende de la estimulación por LH. Muchos 

folículos pequeños (>2mm) adquieren la habilidad a responder a LH y secretar 

androstenediona, pero sólo un número relativamente pequeño de folículos grandes 

(>Smm) tienen células de granulosa capaces de metabolizar androstenediona en estradiol-

17¡3. Si se presenta una estimulación insuficiente de LH en células de la teca, se produce 

una baja producción de andrógenos subsecuentemente, lo que conlleva a una insuficiente 

síntesis de estradiol-17¡3 y falla de la inducción de receptores de LH en células de la 

granulosa y en la ausencia de ovulación (Richards et al'/ 1989). 

Mackey et al. (1999) sugieren que la anovulación es siempre precedida por la ausencia de 

un surgimiento de gonadotropinas. Richards et al'/ (1989) encontraron una disminución en 

la frecuencia de pulsos de LH en ganado de carne bajo una dieta en restricción de 
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nutrientes. Rhodes et al., (1996) demostraron una asociación entre el anestro inducido 

nutricionalmente e insuficientes concentraciones de LH circulante para estimular la 

maduración del folículo ovulatorio. Richards et al., (1989) encontraron una disminución en 

la frecuencia de pulsos de LH en ganado de carne bajo una dieta en restricción de 

nutrientes. Rhodes et al. (1996) demostraron una asociación entre el anestro inducido 

nutricionalmente e insuficientes concentraciones de LH circulante para estimular la 

maduración del folículo ovulatorio. Esto soporta lo mencionado por otros autores (Gong et 

al., 1995 y 1996; Webb y Armstrong., 1998), que se requiere de LH para la maduración 

final del folículo ovulatorio en el ganado. 

Dawuda et al. (2002) indican que las vaquillas productoras de carne, tienen diferente 

sensibilidad en el eje hipotálamo-hipófisis-ovario a variaciones en los niveles de energía 

en la dieta; demostrado en la diferencia en el tiempo tomado por cada vaquilla para 

empezar a ser acícilica. En hembras jóvenes productoras de carne, uno de los mecanismos 

que pueden controlar esta aciclicidad es la hipersensibilidad a estrógenos. En vaquillas 

alimentadas con niveles limitados de energía en la dieta, presentan una gran inhibición de 

la secreción de LH en respuesta a implantes de E2, y esta sensibilidad continúa hasta 

después del ciclo estral siguiente a la realimentación (Imakawa et al., 1986). Los mismos 

autores alimentaron a vaquillas de carne con restricción en energía por corto tiempo. Ellos 

observaron que el E2 disminuye antes de que ocurra el inicio del anestro nutricional 

(Imakawa et al., 1987). En vaquillas alimentadas con una dieta que les provee el 50% de 

sus requerimientos diarios de energía por 9 semanas, se observa una inhibición de la 

secreción de LH por estrógenos, mientras que vaquillas cíclicas alimentadas con el 100% 

de sus requerimientos energéticos por un período de 8 semanas mantuvieron su 
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respuesta de LH a la señal de retroalimentación positiva del estradiol (Dawuda et a( 

..2002). Los mismos autores demostraron además una carencia de progesterona en 

vaquillas anéstricas. El efecto primario de la carencia de P4 puede deberse a la pérdida de 

receptores de P4 en la unidad hipotálamo -hipófisis durante las 9 semanas de que duró el 

tratamiento con 50% de sus requerimientos energéticos de mantenimiento. Se reporta la 

existencia de dos mecanismos potenciales involucrados en la anovulación como resultado 

de la restricción alimenticia: la falla de la señal de retroalimentación positiva de estradiol y 

la falla de P4 a organizar los eventos en el eje hipotálamo-hipófisis que llevan a un 

incremento en la secreción de GnRH/LH. 

1.3.2 Efecto de la desnutrición en folículos de bovino. 

En animales desnutridos, existe crecimiento folicular hasta la desviación, pero no llegan 

hasta el diámetro necesario para ovular. La persistencia y el diámetro del FD se ve 

afectado por el tiempo de permanencia en anestro (Mackey et al., 1999; Bossis et al., 

1999; Bossis et al., ..2000). Rhodes y colaboradores (1995a), investigaron el efecto de la 

disminución en la masa viva en vaquillas Bos indicus. Estos animales tuvieron una pérdida 

de 10 kg en masa viva, que resultó en una disminución en el diámetro folicular del ovario 

de 0.3mm y en la persistencia de 0.4 días. Vaquillas de carne alimentadas por 10 semanas 

para perder peso corporal presentan una disminución en la persistencia y disminuye el 

diámetro máximo del FD comparado con vaquillas alimentadas para ganar pero corporal 

(Murphy et al., 1991). Igualmente, el FD tiene un diámetro menor en vacas con 18 

semanas en anestro en comparación a las vacas con 4 semanas en anestro (Prado et al., 

..2002). Bergfeld y colaboradores (1994) mostraron que las vaquillas prepúberes 
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alimentadas con mayores cantidades de energía en la dieta, presentan un FD de mayor 

diámetro. Por el contrario, las vaquillas alimentadas con menores cantidades de. energía 

en la dieta desarrollan FD pequeños, los cuales están asociados con un retraso en la 

pubertad hasta por 63 días. Conjuntamente, los estudios de Mackey et al. (1999) sobre 

desnutrición en vaquillas de carne, han demostrado que la restricción aguda desde 1.2 a 

0.4 de dieta de mantenimiento (Mn) por un período de 13-15 días, disminuye el índice de 

crecimiento y el diámetro máximo de FD. Induce también la falla de FD a ovular en el 

60% de las vacas, sin embargo, dentro de los confines del número limitado de animales, 

no compromete la fertilidad en vaquillas que ovularon. En el ganado de carne, se pueden 

observar ejemplos específicos de la influencia de la dieta sobre la función ovárica, ya que 

se ha documentado la relación negativa entre la pérdida de peso y el número de folículos 

(Rhind y Schanbacher, 1991; Gutiérrez et al., 1997) y en el potencial esteroidogénico de 

las CG en folículos pequeños (Armstrong et al., .aJ02). 

La desnutrición aguda de vaquillas o vacas tiene efectos deletéreos sobre el crecimiento 

folicular y ovulación (Roche et al., .aJOO). Los resultados encontrados indican que el inicio 

de anestro inducido nutricionalmente se acompaña por la falla en la ovulación del FD 

después de la luteólisis. Durante el período posparto temprano, la desnutrición puede 

provocar un estado similar al estado prepuberal, en el cual, el estradiol inhibe la secreción 

hipotalámica de GnRH. Esto podría crear una situación en la que el crecimiento del FD 

después de la desviación podría producir un aumento en la cantidad de estradiol. El 

incremento en estradiol circulante, podría inhibir GnRH y por consiguiente, los pulsos de 

LH (Wiltbank et al., .aJ02). 
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Cuando el estado nutricional se mejora, las concentraciones de insulina, leptina, NPY y 

ciertos aminoácidos en el fluido cerebro espinal interactúan para modular la secreción de 

GnRH (Miller et a( 1998) con la subsiguiente liberación de gonadotropinas. Ryan et al'/ 

(1994) encontraron que en vacas de carne, las concentraciones de IGF-I en suero y en el 

fluido folicular incrementan conforme aumenta la condición corporal. Igualmente, este 

incremento gradual en las concentraciones de IGF-I en plasma, se asocia ·con un 

incremento gradual en el tamaño del FD durante la realimentación de vaquillas inducidas a 

anestro nutricional (Bossis et al., 2:>00). De acuerdo con Rhodes y colaboradores (1995a), 

la ovulación en vaquillas después de terminado el anestro, ocurre cuando el diámetro 

máximo del FD es similar al observado en los folículos ovulatorios antes del inicio de la 

restricción alimenticia; y cuando presentan una CC variando entre 2.5 a 6.0. La duración 

del período de reinicio de ovulación después del anestro, se relacionó inversamente con el 

tiempo de disminución de masa viva requerido para inducir el anestro. La realimentación 

de vacas de carne inducidas a anestro nutricional resultan en un incremento lineal en el 

índice de crecimiento y el tamaño de los FD (Rhodes et al., 1995ª; Bossis et al., 2:>00). 

Después del anestro, las vaquillas exhibieron ciclos estrales cortos caracterizados por 

concentraciones de progesterona excediendo a lng/ml por < 12 días (Mackey et al., 1999). 
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Hgura l. En esta figura se muestran los posibles sitios de acción de leptina en el sistema 

reproductivo neuroendócrino. El núcleo arcuato (ARC) y el núcleo hipotalámico ventromedial (VMH) 

contiene receptores para leptina, neuropéptido Y (NPY), pro-opiomelanocortina (POMC) y galanina 

(GAL) (a). La restricción alimenticia aguda reduce IGF-1, insulina y leptina e incrementa las 

concentraciones de NEFA, GH y NPY. Ya que la leptina se presenta como la señal metabólica de las 

reservas energéticas inadecuadas, los bajos niveles de leptina actúan como una puerta metabólica . 

para inhibir la actividad del eje reproductivo neuroendocrino. La leptina junto con los neuropéptidos 

antes mencionados, regulan el apetito y podrían mediar la secreción de GnRH relacionado al 

balance energético (b). En animales desnutridos, existe crecimiento folicular hasta la desviao6n, 

pero no llegan hasta el diámetro necesario para ovular. Esto se debe a las insuficientes 

concentraciones de LH circulante para estimular la madurao6n del folículo ovulatorio, ya que se 

requiere de LH para la maduración final del folículo ovulatorio en el ganado. La esteroidogénesis 

por folículos preovulatorios depende de la estimulao6n por LH (e). Muchos folículos pequeños 

(>2mm) adquieren la habilidad a responder a LH y secretar androstenediona, pero sólo un número 

relativamente pequeño de folículos grandes (>5mm) tienen células de granulosa capaces de 

metabolizar androstenediona en estradiol-178. Si se presenta una estimulación insuficiente de LH 

en células de la teca, se produce una baja produco6n de andrógenos subsecuentemente, lo que 

conlleva a una insuficiente síntesis de estradiol-178 y falla de la inducción de receptores de LH en 

células de la granulosa y en la ausencia de ovulación (d). 
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OBJETIVO 

CAPITULO II 

OBJETIVO E HIPÓTESIS 

Caracterizar la expresión de P450 aromatasa y receptor para LH en folículos de 

bovino con condición corporal regular y ciclando o en condición corporal baja y anestro. 

HIPOTESIS 

La expresión de ARNm de P450 aromatasa y receptor para LH en folículos de bovino con 

condición corporal regular y ciclando; es diferente a la expresión de ARNm de P450 

aromatasa y LHR en folículos de bovino con condición corporal baja y anestro. 
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CAPITULO 11 

MATERIALES Y METODOS 

El hombre encuentra a Dios detrás de cada puerta que la ciencia logra abrir 

Albert Einstein 
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3.1. EXPRESIÓN DE P450AROMATASA Y LHR EN FOLÍCULOS OVÁRICOS DE BOVINO POR 

HIBRIDACIÓN IN SITU. 

3.1.2 Animales y tratamientos: 

Se utilizaron 15 vaquillas de la raza Cebú X Suizo, de 24 a 30 meses de edad, peso 

corporal de 322 ± 9 kg y una condición corporal (CC) de 3.0 (1.0 = muy flaca y 9.0 = 

obesa, según lo descrito en la escala para el ganado bovino de carne Richards et al. 

(1986). 

Las vaquillas que se encontraban ciclando regularmente se dividieron en 2 grupos (n=S) 

para proceder con los siguientes tratamientos. 

Grupo 1): Vaquillas con alimentación para ganancia de peso (lOOOg/día). 

Grupo 2): Vaquillas con restricción nutricional hasta desencadenar el anestro. 

Adicionalmente se contó con un grupo de vaquillas que se encontraban en anestro desde 

el inicio del estudio. 

En el grupo 1, las vaquillas fueron alimentadas para ganancia de 1 kg por día hasta que 

alcanzaron la condición corporal de 6.0 (8.2 kg de materia seca, 2.7 Mcal/kg de energía 

metabolizable y 10.3 % de PC; NRC, 1996). Además se les proporcionó agua y una mezcla 

de sales minerales ad libitum y se registró la condición corporal así como el peso v.ivo cada 

semana. 

Con respecto a las vaquillas del grupo 2, después de un período de adaptación y de 

comprobar que estuvieran ciclando regularmente, fueron sometidas a un programa de 

restricción alimenticia consistente en 4.0 kg de materia seca (MS), 2.4 Mcal/kg de energía 

metabolizable (EM) y 7.6% de proteína cruda (PC) hasta provocar el anestro (ausencia de 
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estro, falla en la ovulación del folículo dominante y de la formación del cuerpo lúteo), así 

como niveles de progesterona por debajo de 1 ng/ml durante un período de 20 días. Una 

vez que las vaquillas dejaron de ciclar se continuó la restricción alimenticia por 25 días 

más. El grupo 3, vaquillas en anestro (n=5) se les mantuvo con la misma ración 

alimenticia para permanecer con una condición corporal < 2.0 y en anestro durante todo 

el estudio. El pesaje de las vaquillas se realizó semanalmente, mientras que la condición 

corporal se evaluó cada dos semanas mediante la técnica descrita por Richards et al 

(1986). Además, con base a los cambios de peso vivo se ajustaron los ingredientes de la 

dieta cada 15 días. 

El ciclo estral de las vaquillas que se encontraban ciclando fue sincronizado con un 

análogo de PGF2a 15 mg por dosis-prosolvin, (Luprostol, Lab Intervet). El estro fue 

detectado por observación continua entre las 24 y 100 horas posteriores al tratamiento de 

PGF2a. 

Mediante ultrasonografía se detectó el día de la ovulación (día O). En el día 3 del ciclo 

estral, se efectuó la ovariectomía unilateral en el ovario que manifestó la ovulación y 

formación del cuerpo hemorrágico. Igualmente, para el grupo de vaquillas que se 

encontraban en anestro, se practicó una ovariectomía unilateral 3 días después de haber 

iniciado una oleada folicular (crecimiento notable de folículos reclutados y seleccionados) 

para coincidir con la dinámica folicular de las vaquillas ciclando. Los ovarios fueron 

embebidos con parafina y almacenados a -20°C hasta su utilización. 

3.1.3 Templado 

El ADNc que codifica para un fragmento de 573 bp de P450 aromatasa y el ADNc que 
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codifica para un fragmento de 730bp del receptor para LH, se clonaron en el plásmido 

pBluescript II SK (pBlueScript® II Phagemid Vector, Stratagene) en el sitio de Smal y 

fueron donados amablemente por el Dr Armstrong. 

3.1.4 Transformación del plásmido 

Se transformaron 40 ng de plásmido recombinante en células competentes de la ·cepa de 

Escherichia coli DHlOB. Esta mezcla se incubó en hielo por 30 minutos, un minuto a 42ºC 

y posteriormente 2 minutos en hielo. Se adicionó 900 µg de medio Luria Bertani (LB) y se 

incubó por una hora a 37°C. Se espatularon 100µ1 de la mezcla en placas de medio LB 

agar, suplementando con ampicilina 100 µg/ml, Xgal e IPTG 266µg/ml e incubando a 37ºC 

por 24 horas. Se identificaron las clonas que indujeran la expresión del gen reportero Lac 

Za partir de la observación de las colonias de E co/irecombinantes (colonias blancas). Las 

clonas obtenidas se preservaron en LB- ampicilina (lOOµg/ml)/ glicerol 16% a -70ºC. 

3.1.5 Extracción de ADN de plásmido (Minipreparaciones) 

El ADNc transformado se aisló en pequeñas cantidades, primeramente a travé~ del 

protocolo de minipreparación (Sambrook et al., 1989). Una colonia recombinante de cada 

plásmido se cultivó en 3 mi de LB-Ampicilina (lOOµg/ml) durante toda la noche a 37ºC en 

agitación constante. Posteriormente se centrifugó a 12, 000 rpm durante 6 minutos. Se 

recuperó la pastilla la cual se resuspendió en 200 µI de solución de lisis (Sacarosa 8%, 

Tritón X-100 5%, EDTA 50mM, Tris-HCL pH 8) incubando 10 minutos a temperatura 

ambiente (TA). Se agregó Lisosima (1.5 µg/ml) incubando 10 minutos a TA y 

posteriormente a 98ºC por un minuto. Después de centrifugar 12, 000 rpm, 10 minutos, 
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se recuperó el sobrenadante adicionándole ARNsa (lOµg/ml) incubando a 37ºC p~r 30 

minutos y Proteinasa K (50µg/ml). Se incubó a 65ºC por 30 minutos y se precipitó con dos 

volúmenes de etanol frío. Nuevamente se centrifugó a 14, 000 rpm por 5 minutos y 

después de decantar se le adicionó a la pastilla 100µ1 de etanol 70% y se centrifugó a 14, 

000 rpm por 5 minutos. Después de decantar el etanol se resuspendió el ADN en 50 µI de 

H20 y se cuantificó por fluorometría. Posteriormente se purificaron usando columnas de 

Qiagen (QIAlfilter Plasmid Midi Kit) siguiendo las indicaciones del proveedor. 

3.1.6 Restricción del ADNc 

Mediante la restricción con Eco RV en el promotor T3, se obtuvo el antisentido para los 

ADNc de P450aromatasa y LHR y con Xba 1 en el promotor T7 se obtuvo el sentido para 

ambos. Las restricciones se llevaron a cabo preparando las mezclas de reacción de la 

siguiente manera: 

Para ambas muestras se utilizaron lOµg de plásmido, 20 µI de amortiguador lOX 

(Amortiguador 2, New Englancl Bio Lab), lU/ug de la enzima Eco RV (New England, B(o 

Lab), lmM de espermidina y el volumen se ajustó hasta 200µL con H20 desionizada 

(dH20) y estéril. Una alíquota de la digestión se evaluó por electroforesis en gel de 

agarosa al 1 % con amortiguador TBE lX (TRIS base 10.8 g, Ácido bórico 5.5 g, EDTA 

0.5M, 10 g). Las condiciones de electroforesis fueron: 85 V durante 30-40 minutos. 

Los geles se tiñeron con bromuro de etidio (5 µg/mL) y se fotografiaron (Digital Graphic 

Printer, UD-0860, Sony). Las masas moleculares de los plásmidos recombinantes 

pBluescript +P450aromatasa y pBluescript de LHR se determinaron utilizando como 

marcador de peso molecular 'A ADN BstE II Digest (ADN tamaño estándar New England, 

46 



Bio Lab). 

Los plásmidos linealizados por digestión se purificaron con un volumen de fenol: 

cloroformo: alcohol/isoamílico (25:24: 1). Se centrifugó a 12 000 rpm por 10 minutos1 se 

recuperó la fase acuosa, se mezcló con un volumen de cloroformo: alcohol/isoamílico 

(24: 1), se centrifugó nuevamente a 12 000 rpm por 10 minutos y la fase acuosa se 

precipitó con dos volúmenes de alcohol absoluto, incubando una hora a -20ºC. Se 

centrifugó a 14 000 rpm por 10 minutos, se decantó y se lavó con EtOH al 70%. Se 

centrifugó a 10,000 rpm por 5 minutos, se decantó y se resuspendió en 50µ1 de agua 

estéril y se cuantificó. 

3.1.7 Transcripción in vitro 

Las sondas antisentido y sentido fueron sintetizadas in vitro y marcadas radioactivamente 

con 5' (35S) rUTP (lOmCi/ml) utilizando un producto comercial de transcripción 

(Riboprobe Systems/ PROMEGA). Se transcribieron sondas antisentido y sentido de 

plantillas de ADNc para generar ARN marcado utilizando la polimerasa T3 en antisentido y 

T7 en sentido. El protocolo de transcripción in vitro fue el siguiente: Se agregan 

amortiguador de transcripción lX, DTT 100 mM, ARNsin (20 Uhd), la mezcla de 

nucleótidos 10 mM: rATP, rGTP, rCTP (10 mM) y rUTP (100 µM). El ADN de 

P450aromatasa y LHR (0.2 mg/ml), RNA polimerasa T3 y T7 (15 U/µI)., Se agregaron 

5 '(35S) rUTP (10 µCi/ml). Se incubó a 37°C por una hora. Los nucleótidos no incorporados 

se eliminaron con TCA 5%. Se tomó lµI de la dilusión 1:10 de la sonda marcada y se 

colocó en filtros (Whatman GF/A, 24 mm). Se diluyó la sonda marcada 1:10 y se mezcló 

con 100 µL de esperma de salmón y 0.5 mi de TCA 5% por 5 minutos. Se lavó dos veces 
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con 5 mi de TCA 5% frío y se enjuagó con 2 mi de acetona y se llevó a un contador de 

centelleo. 

3.1.8 Hibridación 

El tejido ovárico a hibridar conteniendo al folículo de mayor tamaño presente se 

cortó histológicamente (10 µm de espesor) utilizando un microtomo. Las secciones se 

montaron en laminillas y se fijaron con formaldehído al 4%, se enjuagaron con PBS lX por 

5 minutos. Posteriormente se deshidrataron con pasos sucesivos de EtOH al 60, 80,95 y 

100% por 2 minutos cada uno. Se incubaron en SSC 2X por 5 minutos, TriE/HCL/AA por 

10 minutos, SSC 2X por 3 minutos y EtOH al 60, 80, 95 y 100 % por 2 minutos y se 

secaron al aire. 

Para la hibridización, las sondas de ARN (35S) se diluyeron alrededor de 2X107 cpm/ml en . 

amortiguador para hibridación (formamida 50%, NaCI 0.3M, Tris (pH 8.0) lümM, EDTA 

(pH 8.0) lmM, solución Denhardt ' s lx [Ficol 0.02, PVP 0.02% y BSA 0.02%], DTT lOmM, 

ARNt 500 µg/ml y sulfato dextran 10%). Se utilizaron 50 ul de la sonda diluida sobre cada 

sección de tejido, se cubrieron con parafilm y se mantuvieron a 55ºC por 20 hrs para 

hibridizar. 

Posterior a la hibridización, los portaobjetos con el tejido se lavaron dos veces en SSC 2X 

( 45° C), SSC 2X a temperatura ambiente (TA) por 15 minutos y se tratarán con RNAsa A 

(50µ1/ml en 2X SSC) por una hora a 37ºC. Las laminillas se lavaron a 55°C en SSC 2X 

conteniendo ~-ME 0.1 % por 15 minutos, SSC lX con 50% de formamida y 0.1 % de ~-ME 

por 30 minutos, y dos veces en SCC lX/ ~-ME 0.1 X por 15 minutos. Los portaobjetos se 

secaron al aire. Se colocaron en una emulsión Kodak NTB-2 (Kodak products) por 2 
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semanas para el LHR y por 3 días para P450 aromatasa a 4ºC. Posteriormente se 

revelaron los portaobjetos y se observaron en el microscopio óptico. Esta metodología se 

siguió según el protocolo descrito por Xu et al. (1995 a y b). 

La hibridación en situ es una técnica que se utilizó para determinar la expresión de P450 

aromatasa y receptor para LH. Consistió en marcar una sonda en antisentido y un control 

en sentido, que detectaría el ARN de interés con una marca radiactiva. La sonda se incubó 

con el tejido para luego ser detectada y visualizada en un microscopio óptico. Por lo 

anterior la calidad del tejido es un factor importante y cuánto del mismo se ha fijado. En 

esta técnica, no se puede tener información acerca de la integridad del ácido nucléico, por 

lo que es esencial la buena preservación del tejido. Probablemente el proceso de fijado en 

parafina y el almacenamiento de las muestras embebidas en parafina por mas de dos años 

a 4ºC pudo haber ocasionado la degradación de ARN en el tejido por lo que no se 

observaron resultados. Por lo anterior se buscó la utilización de tejido fresco de folículos 

de ovarios de animales recientemente sacrificados, utilizando además la técnica de 

northern blot que sí permite evaluar la integridad del ARN y la caracterización de la 

expresión de genes. 
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3.2. EXPRESIÓN DE P450AROMATASA Y LHR EN FOLÍCULOS OVÁRICOS DE BOVINO POR 

NORTHERN BLOT 

3.2.1 Animales 

Se seleccionaron 5 vacas de condición corporal baja (CC: 1.0-2.0) y que no 

estuvieran ciclando (Grupo 1) y 5 vacas con condición corporal media de 2.5-3 .5 y 

ciclando (Grupo 2). Se tomó como criterio de ciclicidad la presencia de un CL en cualquiera 

de los dos ovarios. Al sacrificio se identificó nuevamente la vaca y se colectó hígado como 

control negativo y ambos ovarios. Se separaron el cuerpo lúteo y el folículo dominante del 

resto del ovario. Inmediatamente después, los ovarios se congelaron con nitrógeno 

líquido, se colocaron sobre hielo seco y se transportaron al laboratorio. 

3.2.2 Aislamiento de ARN 

El aislamiento de ARN se realizó a partir de 50-lOOmg de folículo dominante del ovario de 

bovino sacrificado recientemente. El tejido se pulverizó con un homogenizador Polytron PT 

10-35 adicionándole 1 mi de TRipure (TRipure Isolation Reagent, Roche Molecular 

Biochemiclas). Se incubó a temperatura ambiente por 5 minutos. Se adicionó cloroformo 

(200 ul) y se incubó 15 minutos a TA. Se centrífugó 10,000rpm/15'/2°C. Se adicionó 

isopropanol 500 µI, se incubó por 30 minutos a 4°C. Se centrífuga 10,000rpm durante 10 

minutos a 4ºC y se lava a continuación con etanol al 75%, se centrífuga 10,000 rpm por 5 

minutos y se le agrega H20 tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0.01 %. Se cuantificó 

con relación 260/280. 
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3.2.3 Electroforesis con gel desnaturalizante 

La integridad del ARN se determinó por electroforesis en gel de agarosa al 1 % (Agarosa 

1 %, MOPS lOX, formaldehído 6%). Se colocó 10 µg de ARN en un cocktail (MOPS lOX, 

formaldehído 15%, formamida 40%) y amortiguador de carga (formaldehído 6%, 

formamida 50%, MOPS lX, azul de bromofenol 0.25%). Se desnaturalizó a 55ºC por 10 

minutos colocando la muestra inmediatamente en hielo. Se utilizó MOPS IX como 

amortiguador de corrida. Se corrió la electroforesis del gel a 5V por cada centímetro de 

longitud del gel, deteniendo la corrida hasta que el amortiguador de muestra mig~ó 

aproximadamente hasta el 80% de la longitud del gel. El gel se tiñó con bromuro de etidio 

en H20 tratada con DEPC y el ARN se visualizó a través de luz UV. Se enjuagó en SSC lOX 

(175.3 g NaCI, 88.2 g Na Citrato, 800 mi ddH20). 

3.2.4 Transferencia de ARN en Northern Blot 

El ARN se transfirió a una membrana de nylon (ICN, Biotrans Nylon Membranes, CA) 

mediante un dispositivo de transferencia (Posiblot 30-30 pressure Blotter and pressure 

control system) a una presión de 75 mm Hg por dos horas y posteriormente se fijó el ARN 

en la membrana con luz UV (Stratalinker UV Crosslinker) por 40 segundos. 

3.2.5 Marcaje de ADNc con la técnica de Reacción en Cadena de la Polimersasa PCR 

El ADNc se amplificó bajo las condiciones de alineación que se muestra en el anexo II. El 

ADN amplificado por PCR se marcó con dATP (a -32P) lOµCi/µI. Las sondas marcadas se 

separaron de los dATP (a-32P) no incorporados por centrifugación a través de 

minicolumnas con Sephadex G-50. Posteriormente se determinó el porcentaje de 
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incorporación tomando 2 µI del producto de PCR antes y después del filtrado con filtros 

(Whatman GF/A 24 mm) y se cuantificaron. Posteriormente se determinó el porcentaje de 

incorporación y la actividad específica de la sonda: 

cpm totales /cpm incorporadas (50) 

3.2. 6 Pre- hibridao6n e Hibridización. 

Se pre-hibridizó la membrana por al menos 2 horas a 68°C en amortiguador de hibridación 

(SSC 6X, Denhardt's 2X y SDS 0.1%). Posteriormente se adicionó la sonda radiomarcada 

con al menos 1X106 cpm/ml directamente al amortiguador de hibridación a 68°( en un 

aparato de hibridación (UVP Lab Products, Hibridizer HB-1000) toda la noche. Al día 

siguiente se lavaron las membranas dos veces en SSC O.lX, SDS 0.1 % a 68ºC por 20 

minutos cada uno. Se expuso a continuación a una película para obtener la imagen 

(Phosphoimager) por dos horas. 

En la técnica de northern blot, las moléculas de ARN tienen que ser separadas por 

electroforesis y transferidas a una membrana, para a continuación detectar secuencias 

específicas por medio de sondas marcadas de ADNc. Esto implica un paso más en el que 

se expone el ARN a contaminación por ARNasas. Primero se tiene que confiar en una 

transferencia óptima de ARN del gel hacia la membrana y en la permanencia del mismo a 

través de la fijación del ARN a la membrana con luz UV. Una técnica que evita la 

transferencia de ARN a la membrana y permite determinar si la muestra contiene la 

secuencia de ácidos nucléicos buscada es el Dot Blot (Hibridación sobre mancha). El ARN 
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fijado en una membrana se enfrenta directamente con la sonda marcada cuya secuencia 

reconoce y se unirá específicamente a la muestra (Darling y Brickell, 1994). El Dot blot 

permite conocer la integridad del ARN ya que antes de utilizarlo en la técnica se visualiza 

en un gel de agarosa al 1 %, de tal manera que se utiliza el ARN de la calidad que se ha 

observado anteriormente. 

3.3. EXPRESIÓN DE P450AROMATASA Y LHR EN FOLÍCULOS OVÁRICOS DE BOVINO POR 

DOT BLOT 

3.3.1 Aislamiento de ARN 

El aislamiento de ARN se realizó a partir de 50-lOOmg de folículo dominante del ovario de 

bovino a través del método estándar con TRipure Isolation Reagent (Roche Molecular 

Biochemiclas) tal como se describió en el northern blot. 

3.3.1 Preparación de las muestras de ARN 

Se utilizaron muestras de ARN a una concentración de 10 µg. Se le agregó amortiguador 

desnaturalizante (formamida 50%, formaldehído 6% y MOPS lX). Se desnaturalizó el ARN 

por 5 minutos a 100° C colocándose inmediatamente después en hielo. 

3.3.2 Dot Blot 

La membrana húmeda con H20-DEPC se colocó en el dispositivo de gota sobre un filtro 

(Whatman 3 mm) con amortiguador de NaOH 0.3M. Consecutivamente se transfirieron las 

muestras a la membrana colocándolas en el centro de cada círculo del dispositivo. A 
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continuación se procedió a fijarla con luz UV (Stratalinker UV Crosslinker) por 40 

segundos. 

El marcaje de ADN por PCR, la pre hibridación así como la hibridación se realizaron de 

manera similar a lo descrito anteriormente en el northern blot. 

Debido a que no se obtuvo hibridación en las técnicas mencionadas anteriormente, en las 

que se tomó especial cuidado en mantener la integridad del ARN, se pensó en que 

probablemente existe una falla en la secuencia del ADNc con el que se trabajó en todos 

estos experimentos. Por lo anterior, se procedió a secuenciar el ADNc de P450aromatasa y 

receptor para LH (Instituto de Biotecnología, UNAM). 
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CAPITULO IV 

RESULTADOS 

Puede ser cierto en la teoría pero no vale en la práctica 

Kleineno Schriftenzur 

55 



4.1 HIBRIDACIÓN IN SITU 

4.1.1 Dinámica folicular. 

Al inicio del programa de restricción nutricional todas la vaquillas se encontraban ciclando. 

En vaquillas a las que se les indujo a anestro, el cese de ciclicidad ocurrió 60+ 5 días 

después de iniciada la restricción de nutrientes, cuando las vaquillas perdieron eritre 15 y 

18 % de su peso vivo inicial. Se observó diferencia significativa (P<0.01) al compararse el 

índice de crecimiento del folículo dominante de vaquillas en la etapa de transición hacia la 

ciclicidad y vaquillas ciclando (1.1 +0.07 y 1.1 +0.04 mm/día respectivamente), respecto a 

vaquillas en transición al anestro y en anestro (0.70+0.10 y 0.66+0.07mm/día 

respectivamente). Esta diferencia (P<0.01) también se observa en relación con el número 

de folículos pequeños y medianos, donde se observa un menor número en vaquillas en 

transición hacia el anestro y en anestro (9.0±0.70 y 10.3+0.04) en comparación con 

vaquillas en la etapa de restricción nutricional, transición a la ciclicidad y ciclicidad 

(11.7+0.52, 11 +0.49 y 11.1 +0.27, León, 2003). 

4.1.2 Restricción de ADNc de P450aromatasa y LHR en pBlueScript con Eco RV en 

orientación antisentido y XBAl en orientación en sentido. 

Como es deseable copiar solamente la secuencia de ADNc, el plásmido se linealizó a través 

de la enzima Eco RVen orientación antisentido para P450aromatasa y LHR (Figura 2 y ~) 

y con la enzima Xba 1 en orientación en sentido (Figura 4 y 5) para ambos ADNc. Después 

de la restricción se obtuvieron 44 ng/µI de ADNc de P450 aromatasa y 224 ng/µI de ADNc 
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de receptor para LH purificados con fenol: cloroformo: alcohol: isoamílico. Se obtuvieron 

10 µg para P450aromatasa y 2 µg para LHR después de la restricción con Xbal. 

P450arom 
digerido por 

Eco Rv 

P450arom 
intacto A. DNA-BstEIJ Digest 

8, 454 pb 

4, 822 pb 
4, 324 pb 

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa 1 % teñido con bromuro de etidio (lmg/ml) del 

producto de digestión de P450 aromatasa con Eco RVen el primer carril en orientación 

antisentido y en el segundo carril P450aromatasa intacto. En el tercer carril se observa el 

marcador de peso molecular A- DNA-BstEII Dígest. 
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8, 454 pb 

4, 822 pb 
4, 324 pb 

A. DNA-BstEJI Digest 
LHR 

intacto 

LHR 
digerido por 

Eco Rv 

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa 1 % teñido con bromuro de etidio (lmg/ml) de 

productos de digestión de receptor para LH con Eco RVen orientación antisentido, el cual 

se muestra en el tercer carril, en el segundo carril LHR intacto y en el primer carril A-

DNA-BstEII Digest. 
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8, 454 pb 

4, 822 pb 
4, 324 pb 

A. DNA -BstEII Digest 

P450arom 
P450arom digerido por 

intacto Xba J 

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa 1 % teñido con bromuro de etidio (lmg/ml) de 

productos de digestión de P450 aromatasa con Xba I en orientación en sentido, el cual se 

observa en el tercer carril, en el segundo carril P450aromatasa intacto y en el primer carril 

A DNA-BstEII Digest. 
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A DNA-BstEil Digest 

8, 454 pb 

4, 822 pb 
4, 324 pb 

LHR LHR 
intacto digerido 

por Xba J 

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa 1 % teñido con bromuro de etidio (lmg/ml) de 

productos de digestión de receptor para LH con Xba 1 en orientación en sentido (segundo 

carril) y LHR intacto (tercer carril). En el primer carril se encuentra el marcador de peso 

molecular A, DNA-BstEII Digest. 
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Después de linealizar el plásmido, el ADNc restringido se utilizó como plantilla para 

generar ARN marcado (utilizando la polimerasa T3 en antisentido y T7 en sentido) y poder 

hibridar el tejido con esta sonda radiomarcada. Después de la hibridación no se observó 

hibridación para el ARNm de P450aromatasa y LHR en los folículos ováricos. 

4.2. NORTHERN BLOT 

4.2.1 Extracct6n de ARN a partir de muestras de fol/culo dominante de ovario de vacas 

en diferente condición corporal. 

El ARN obtenido de cada grupo (animales sin ciclar: Grupo 1 y animales ciclando: grupo 2) 

se cuantificó por espectrofotometría a 260 y 280nm, obteniéndose valores que se 

presentan en el cuadro 1, donde se indican las concentraciones en µg de ARN. 

Cuadro l. Cuantificación de ARN extraído de folículos de ovario de vacas sin ciclar (grupo 

1) y de vacas ciclando (Grupo 2). 

o.o., o.o Relación 
Grupo 1 260nm 280nm 260/A280 ARN µq/µI 

1-1-A 0.080 0.048 1.7 3.4 
3-1-A 0.070 0.079 1.5 2.85 
7-1-A 0.052 0.032 1.7 2.05 
8-1-N 0.033 0.017 1.8 1.45 
9-1-N 0.033 0.016 1.7 1.55 

Grupo 2 
1-2-A 0.110 0.077 1.62 3.5 
2-2-A 0.073 0.044 1.7 2.7 
4-1-N 0.043 0.024 1.7 2.0 
4-2-N 0.083 0.049 1.6 3.55 
5-1-A 0.059 0.040 1.6 2.15 

Hígado 

1 1 1 
control (-) 0.257 0.162 1.57 10.4 
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28 

18 

1 2 

Grupo 1: 1 

2 1 1 2 2 1 2 1 

Grupo 2: 2 

Figura 6. Electroforesis de ARN extraído de folículos de ovarios de vacas anéstricas (grupo 

1) y vacas ciclando (Grupo 2). El ARN obtenido de los ovarios de las vacas se separó en 

un gel de agarosa-formaldehído y se tiñó con bromuro de etidio. En el carril número uno 

se observa el marcador de peso molecular. En el resto de los carriles el ARN total . 

Denotándose dos bandas correspondientes a las dos subunidades ribosomales (285 y 185 

respectiva mente). 
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4.2.2 Amplificación de ADNc producto de la alineación por PCR. 

Mediante PCR se obtuvo un producto de amplificación correspondiente a los ADNc 

generados a partir del iniciador M13 Universal que se muestran en la figura 7. Este 

producto fue marcado con radioactividad produciendo una sonda específica de ADNc, 

capaz de reconocer la secuencia de ARN de P450 aromatasa y LHR, uniéndose a ella para 

formar de nuevo la doble cadena. 

A DNA -BstEJI Digest 

1264 pb 

702 pb 

Figura 7. Electroforesis de los productos de la amplificación por PCR de AD.Ne . para 

P450aromatasa y LHR en pBlueScrip. En el carril número 1 se observa el marcador de 

peso molecular "A DNA-BstEII Digest, en el carril 1 y 2 P450aromatasa y en el 

carril 3 y 4 LHR. 
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Sin embargo, no se observó la presencia de una secuencia complementaria en la muestra 

al exponerse a phosphoimager o un film de Rayos X. Esta sonda también se utilizó para la 

prueba de Dot Blot, sin encontrar hibridación en su evaluación. 

Debido a la falta de hibridación en northern y dot blot y a pesar de la buena calidád de 

ARN (Figura 4) se decidió secuenciar el ADN para corroborar que fuera correspondiente a 

las secuencias buscadas. 

4.3. SECUENCJACJÓN DE ADNC DE P450AROMATASA Y LHR 

La secuencia se comparó con el programa Chromas (Versión 1.62, Technelysium) que 

permite verificar el electroferograma y determinar las bases que no fueron reconocidas 

por el secuenciador automático. La secuencia corregida se comparó con los datos 

obtenidos de GenBank (NCBI, Home Page National Center far Biotechnology Information) 

con la aplicación BLAST (Basic Local Alignement Search Tool). En este programa se 

observó la similitud de la secuencia obtenida con secuencias que han sido reportadas 

anteriormente de otros organismos. En este punto, las secuencias de P450aromatasa y 

receptor para LH no se encontró similitud con las secuencias reportadas. 

Las secuencias de los ADNc obtenidos se integraron al programa Contig Manager del 

paquete DNASIS (Windows versión 2.6 DNA and Protein Séquense Análisis System, Hitachi 

Sofware Engineering America LTD) para poder ser comparadas. 
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4.3.1 P450aromatasa 

La secuencia obtenida de ADNc de P450aromatasa se alineó con la secuencia reportada 

por Vanselow y Furbass (1995) a la cual se refiere el GenBank No Z3274 y a continuación 

se muestran los resultados de alineación. 

Longitud total de secuencias alineadas de 5 224 bps 

Bases apareadas : 502/5 224 (9%) 

Gaps: 4236/5 224 (81 %) 

Homología local bloqueada en este alineamiento: O 

4.3.2 Receptor para LH 

Se alineó la secuencia enviada de receptor para LH con la secuencia previamente 

reportada por Lussier et al. (1995) referida en el GenBank No U20504 Bos taurus 

luteinizing hormone receptor mRNA. 

Longitud total de secuencias alineadas de 2 775 bps 

Bases apareadas : 412/2 775 (14%) 

Gaps: 1958/2 775 (70%) 

Homología local bloqueada en este alineamiento: O 

Estos resultados nos muestran que no hay similitud de pares de bases de las secuencias 

de P450aromatasa y receptor para LH obtenidas, comparadas con las secuencias 

reportadas previamente por Vanselow y Furbass (1995) y por Lussier et al., (1995). 

Esto indica que el ADNc utilizado para estos experimentos probablemente no haya sido el 

adecuado. Una manera de identificar la presencia de ARN buscado es la reacción en 
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cadena de la polimerasa- transcripción reversa (Reverse Trancription Polymerase Chain 

Reaction: RT-PCR).La RT-PCR es una técnica que simplifica y acelera el proceso de 

cuantificación reproducible de ARNm y también se utiliza para caracterizar patrones de 

expresión de ARNm. Como el ARN no sirve como templado para una PCR, el primer. paso 

es la trascripción reversa del templado de ARN a ADNc y a su amplificación exponencial en 

una reacción de PCR. (En el anexo III se encuentra la secuencia de pares de bases del 

ADNc de P450aromatasa y LHR comparadas con la secuencia reportada por Vanselow y 

Furbass, (1995) y Lussier et al ., (1995) respectivamente). Los iniciadores se diseñaron con 

base a la secuencia de [3-Actina (GenBank con No. AY141970, Suchyta et al., 2002), 

P450aromatasa y receptor para LH de bovino reportada por Vanselow y Furbass (1995) y 

Lussier et al., (1995) respectivamente (Cuadro 2). Por carencia de tiempo no se 

expondrán los resultados obtenidos a través de esta técnica en esta tesis. Estos iniciadores 

tienen la siguiente secuencia. 

Cuadro 2. Secuencia de los iniciadores diseñados para la detección de P450aromatasa y 

LHR en folículos de ovario de vacas sin ciclar y vacas ciclando. 

Iniciadores Secuencia 

í3 ACTINA F ATATTGCTGCGCTCGTGGTC 

í3 ACTINA R CATAGATGGGCACCGTGTGG 

P450AROM F TCGTCCTGGTCACCCTTCTG 

P450AROM R TCTCCTGCCTAGCTGACAAC 

LHR F GCCTGGAGAAGATGCACAAC 

LHR R AGGCAATGAGCAGCAGGTAG 

F: Forward R: Reverse 
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CAPITULO V 

DISCUSIÓN 

Cada afirmación, en este oficio, atrae más preguntas que las que le dieron origen, por lo que el 

interminable juego de la ciencia se reinicia permanentemente con una interrogación. 

Kurt Mendelssohn 
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Como un delicado sistema de causa y efecto, muchos de los mecanismos concernientes a 

la supervivencia, crecimiento y diferenciación celular son el resultado de diferentes 

patrones de expresión de genes. En reproducción el arsenal de técnicas moleculares 

encontró eco en esta área, llevando progresivamente desde las primeras detecciones de 

expresión de genes en órganos como el ovario y el testículo hasta la clonación exitosa de 

mamíferos. 

El estudio de la expresión de ARN se vio rápidamente implicada en investigación básica y 

aplicada en reproducción, con metodologías como el northern blot, dot blot, la hibridación 

in situ y el RT-PCR. Hasta el momento la principal desventaja del trabajo con ARN es su 

alta sensibilidad al manejo y su fácil degradación, que lleva a la continua mejor.a de las 

técnicas, no siempre con resultados favorables. 

El análisis de hibridación in situ es un método complejo que permite la localización de 

transcritos en células especificas directamente sobre el tejido. En la presente investigación 

se planteo como primera opción, en vista de sus ventajas. Aunque los resultados fueron 

diferentes a lo esperado, la implementación de esta técnica amplia el potencial de trabajos 

futuros donde puede ser aplicada. 

La hibridación se llevo a cabo como lo describieron Xu et al. (1995 a y b). Diferentes 

factores determinan el resultado óptimo de la sonda para su utilización en experimentos 

de hibridación. Se requiere que el ácido nucléico del tejido se desnaturalice para que la 

sonda pueda tener acceso al mismo, tratando de preservar la morfología del tejido, por lo 

que la calidad del tejido y cuánto del mismo se ha fijado es esencial (Ivell, 1998). Por lo 

anterior es importante utilizar tejido bien preservado y tratar de que este sea fijado 

adecuadamente al portaobjeto. En esta investigación, el tejido con el que se trabajó 
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estaba incluido en parafina, el proceso para desparafinarlo involucró un paso más de 

manipulación lo que aumenta el riesgo de contaminación y de disminución en la calidad 

del ácido nucléico de la muestra. En tejidos embebidos en parafina, la sensibilidad de la 

técnica disminuye, por lo que se han mejorado la detección de ARNm y ADN a través de 

un tratamiento llamado "microonda", que consiste en el calentamiento de las secciones de 

tejido por 15- to 20-minutos en 800-W en amortiguador sodio citrato O.OlM,. pH 6.0 

(Sperry et al., 1996). 

Para esta técnica, se utilizaron sondas antisentido de un solo filamento (ribosondas), pero, 

en la práctica, muchos científicos utilizan oligonucleótidos por su tamaño de 300pb, son, 

en teoría, más fáciles de hibridar (www.GeneDetect.com). Igualmente, se aplicó una 

sonda similar pero en sentido como control. Lo que se asume es que el filamento en 

sentido tendrá el mismo índice y distribución de GC que la sonda contrasentido, por lo que 

no codifica cualquier producto y se puede verificar la unión específica del ácido nucléico. 

Sin embargo, esto sólo es verdad, si la linealización del plásmido utilizado para la 

transcripción in vitro es verdaderamente complementaria, ya que algunas sondas se 

preparan cortando en un sitio de restricción interno. Si el producto de la trascripción en 

sentido y en antisentido no son complementarios, el llamado control en sentido podría ser 

reemplazado efectivamente por alguna secuencia aleatoria (Ivell, 1998). 

Otra característica relacionada con el hibridación in situ, se relaciona a la cuantificación. 

Las sondas de ADNc marcadas radioactivamente claramente proveen una señal lineal. Se 

ha sugerido que se puede obtener una mejor visualización microscópica usando sondas no 

radiomarcadas con digoxigenina, ya que proveen el mismo grado de sensibilidad que la 
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sonda radio marcada con 355, el cual manifestó una débil expresión del ARN, así como 

mucho trasfondo (Komminoth et al., 1992). Sin embargo, la sonda marcada no 

radioactivamente es menos sensible que la sonda radiomarcada, ya que con ésta se 

detecta una fuerte señal que implica la presencia de ARN de interés. En este trabajo la 

sonda se marcó con 355 y en las laminillas se advirtió considerable trasfondo, aunque 

probablemente también se deba a las relaciones lineales de la sonda con el ARN buscado. 

Estas relaciones se rompen si las sondas radioactivas se visualizan por autoradiografía. En 

esta investigación, el receptor para LH estuvo con un tiempo de exposición de 15 días .Y 

P450 aromatasa 3 días, tal como lo describen Xu et al (1995a y b), Bao et al. (1998a y b). 

A este respecto, Ivell (1998) muesta que el film autoradiográfico tiene una capacidad 

limitada para convertir la emulsión en granos de plata, las señales muy fuertes llevan a la 

saturación de la emulsión fotográfica y a una señal no lineal a las relaciones con el ARN 

buscado. 

Con la experiencia obtenida se propone mejorar el procedimiento con la utilización de un 

procesador digital de imágenes que nos determine si la hibridación fue tan baja que no 

pudo ser detectada con el microscopio óptico. 

En la hibridación in situ no se puede conocer si la integridad del ácido nucléico a los que 

se va a unir la sonda es la óptima, prácticamente hasta el final del experimento se asume 

que así es y el tiempo de espera entra cada experimento es largo. Por ello se planteó 

utilizar un método que también permitiera identificar y localizar secuencias 

complementarias a la sonda. El northern blot es una técnica que permite tener 

conocimiento de la integridad del ARN en la mayoría de los pasos del protocolo, y también 
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se utiliza para la caracterización de la expresión de genes. Mucho de lo que se ha 

discutido arriba es igualmente importante para la detección de transcritos de ARNm por 

northern blot. Este método se refiere al ARN después de una electroforesis en un gel eje 

agarosa, transferido a una membrana e hibridazo con una sonda de ADN radio marcada 

(Berger, 1987). En el northern blot la posibilidad de que el ARN se degrade durante el 

proceso es latente y no controlable. Desde la obtención, la electroforesis y la transferencia 

se observaron todas las normas de manejo correcto de ARN. Hasta este paso, se puede 

controlar la cantidad y la degradación del ARN, pero no así la transferencia a la membrana 

de nylon, por lo que para asegurar su calidad se requiere esperar y observar el resultado. 

La nula señal de hibridación tanto de la sonda del receptor para LH como de 

P450aromatasa, así como de la sonda control de ~ actina, indican la necesidad de 

modificar la técnica desde la obtención del ADN hasta la transferencia e hibridación. El 

resultado fue que esta técnica se aplicó por primera vez en el laboratorio permitiendo su 

posterior perfeccionamiento. 

En la técnica de northern blot es necesaria la transferencia de ARN del gel hacia la 

membrana de nylon, un paso más que involucra manipulación del ARN. Una técnica que 

se utiliza cuando el objetivo es conocer las cantidades relativas de un ARN específico, en 

diferentes tejidos o estados de desarrollo es el dot blot. En esta investigación se empleó 

esta metodología para evadir la transferencia de ARN del gel a la membrana, evitando un 

paso más en el que es posible su degradación. 

Al no observarse hibridación en P450aromatasa y receptor para LH se decidió secuenciar 

el ADN de los mismos. Los resultados obtenidos de las secuencias indicaron que el ADN 

utilizado para estos experimentos probablemente no haya sido el adecuado. Por lo 
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anterior, la técnica de transcripción reversa y reacción en cadena de la polimerasa (RT­

PCR) es un método que permitirá la la detección de los genes del receptor para LH y 

P450aromatasa en ARN proveniente de muestras de ovarios frescos y para obtener nuevas 

sondas con miras a utilizarlas en el northern blot y la hibridación in situ. 

Los resultados a esperar son: la síntesis de los ADNc del receptor para LH y P450 

aromatasa verificados en electroforesis de acuerdo a su peso molecular y secuencia de 

pares de bases. Esto permitirá su clonación para su manipulación posterior. 

De esta manera, conociendo el origen y calidad de las sondas y con la experiencia 

obtenida en el hibridación in situ, northern blot y dot blot el presente trabajo tendrá las 

evidencias para soportar la hipótesis inicial. 
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CAPITULO VI 

CONCLUSION 

Pero entonces la ciencia es mucho más un proceso de aprendizaje. Al mismo tiempo es 

una cuestión de creer que exista una evidencia alternativa o evitar destruir la convicción 

Ivell, .1998 
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Se concluye que las metodologías utilizadas pensadas como indicadas en primer termino 

no contaron con suficientes resultados para verificar la hipótesis. 

El trabajo fue realizado con base en referencias de autores con experiencia en el área. Sin 

embargo se llega al punto de proponer nuevas metodologías como soluciones que puedan 

llevar a cumplir los objetivos. 

Se propone realizar nuevamente la hibridación situ, northern blot y el dot blot con sondas 

verificadas por secuencia y con sonda control (13 actina) que permitirá posibles puntos 

para confirmarlos resultados. 

Se propone el PCR en tiempo real como el próximo paso para poder determinar en el caso 

de la hibridación in situ si la expresión es tan baja pero presente, pero que requiera de un 

sistema mas sensible de detección. Esta técnica tendrá la ventaja de la poca manipulación 

del ARN para evitar su posible degradación como se observo en el northern blot. 

En el campo de la ciencia conforme avanza el conocimiento aparecen nuevas 

interrogantes. El presente trabajo permitió observar el amplio panorama que se vislumbra 

para resolver una pregunta, en este caso la cuestión fue la expresión de los genes de 

receptor para LH y P450 aromatasa en folículos de ovario de bovino ciclando y con anestro 

nutricional. 

Las preguntas serán resueltas aunando la experiencia obtenida y nuevos acercamiento:;, 

para conocer como los genes de P450aromatasa y receptor para LH se involucran en un 

sistema causa efecto donde su expresión es resultado de las interacciones de mecanismos 

genéticos que cada día responden preguntas pero definen nuevas interrogantes. 
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ANEXO l. ARN 

1.1 Cuantificación espectrofotométrica de ARN total 

Se tomaron 2 ~d de ARN total de cada una de las muestras y se realizó una dilución 

1:500 con H20 DEPC al 0.1 %. Se determinó la absorbancia a 260nm y 280 nm en un 

espectrofotómetro. La cantidad total de ARN recuperada se calculó con la siguiente 

fórmula: 

ARN total µl/ml = (A260 nm)(FD:500)/1000 ug/ul 

Siendo: A260= Absorbancia 260nm, 40= factor de conversión, FD= Factor de dilución 

=500, Cociente A 260/A280= Cociente entre las lecturas del espectrofotómetro a 260 y 

280nm. Este valor da una estimación de la pureza del ARN, considerándose preparaciones 

adecuadas las que presentan una relación 260/280 entre 1.5-2.0. 
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ANEXO 11 MARCAJE DE ADNc CON PCR 

2.1 Marcaje de ADNc con PCR 

Se amplificó ADNc bajo las condiciones de alineación que se muestra en el cuadro 3. 

Cuadro 3. Condiciones para marcar ADNc por PCR. 

Reactivo Concentración Concentración 1Rx Condiciones 
inicial Final (µI) 

P450arom 44 ng 44 ng 3 
LH 1 70 nq 70 nq 3 

BActirla 50 nq 50 nq 3 94ºC/ 3 min 
HzO' cbp20 µI 7.5 58°C / 30 min 30 

dNTP 2mM dATP 2 mM 0.02 mM 2 72ºC / 90 min 
0.02mM 

Primer M13 10 ~tM 0.2 ~LM 1 
10 PCR "Lr" 3 ug/µI 1 

taq polimerasa 5 U/mi 3 U/ rx 0.5 
dATP 32P 5 

Volumen final 20 
10 PCR "Lr" (BSA 0.15%, Tritón 0.1 %, Amortiguador "C" lX). 
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ANEXO III. 

3.1 Secuencia de pares de bases del ADNc de P450aromatasa comparadas con la secuencia 

reportada por Vanselow y Furbass (1995). 

arom seq rep 
AROM SEQ ENV 

arom seq rep 
AROM SEQ ENV 

arom seq rep 
AROM SEQ ENV 

arom seq rep 
AROM SEQ ENV 

arom seq rep 
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289 

---------cccacggtgtcttcatcagaggctccagagaggagtgaatagtgag----­
ccgntngggtccggggccccccctccggagggtccggccgggtnnccggattaagccttn 

gatttgcct t ggaggaacttgcgctgtggtgatgacgaaggacatcccactgcagaggca 
gattnncccnnnnnnnnccgccccncgggncngggcgncccnccgncctcccccgnggnt 

gctttgttactgcccttcaaaggacttatcacaaccaggactttaaattacttcccctga 
gc- -----nnnncncgncggngg-------------------------------------
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---------------------agccgt ---------------------------cgcncc 
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gggcc--- tncccgngcggncncgcngcctgttttcc------- -gcctcnng---ggcc 

707 ggaggaggtctgcaatgacttgggctatgtggacgtgttgaccctcatgcggcgcatcat 
372 ggngnnggt ----------- - ---------------------ccccttgcncgggggccn 

767 gctg- gacacctctaacatgctcttcctggggatccccttggatgaaagtgccatcgtgg 
399 gctgnggcnccnntacnngnctc- -----ggctcccc------------------ cgggg 

826 ttaaaatccaggggtattttgatgcatggcaagctctccttctcaaaccagacatcttct 
435 ggggncacgggggg---- ----- ------ ---gctnccc------ --- - -- ---~----- 8 
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gcatagatttcg~cactgagttgatttttgctgagaaacgtggtgaacttacaagagaga 

----ggcccccgccccntgg-------------------gtggcg-- ---------gcg0 

2tgt 222cc2gtgcat attgg222t gc tga tcgcagcgcca ga c2cc2tgtctgtt:c:: 
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-- - ---- --- -- --- --- -- -------ccggg ggccnggccnnggtn tgcccctccc=g : 

gc22agcctt2g 2gg2tg2tgtc2tcg2tggct2cc cggt g 222 22gggg2ct22c2::2 
ggggnctccctgncg tggccctctnc--- -- ---cccggggggnntggggggggccctc: 

tcctg2atcttgg22g22tgc2t2g2ctcg2gtttttccc222gcct22tg2gttc2c:c 
nccncccnc----- --- --- - ----- ---- - ---- - cg cctntgcccn gcg ggg nn~ c:~ ~ 

ttg2 aaactttgcc22 g2at gt tcttt2c2~gtactt tc2gcc2ttt---ggctttgg; c 

ncg-------ggcccngcccccncccnngngggaccgccccgccccccccggctt;gg~: 

cccgggcctgtgcggg222gt2c2tc2cc2tggtgacg2tg22ggtcgtcctggtc 2c cc 
cccggª6c------------------------- - -------- -- ---- - --- ---- --- -

ttctgagacgcttccacgtgcagactttgcaaggtcggtgcgttgagaagatgcag22ga 

222 2t gac tt2tccttgc2tcc2g2cg2g2cc2g2g2ccggct 2g222tgattttc2 c=c 

c2 2ga 22tt c2gaca2gtgcctcg2gcgct 2a2 g22gtttggtcagt ccctgcccc2ga g 

c2ctgctc22c2gaactcc2catggg22ccaccc2tctttgcc2ggt2gtcctcctc2c2 

tg22c22ccatggcctgtgcc2tttt2t2ggctt2cctcctgtgggttgtc2gct2ggc2 

gccaag2gtttgt2cagg2a2ctgcagccct22ag2ccc22ttcc2c2a22cat~c~~~g 

c2tg222gtg2222gtg2a2gt222gtcgttc2gt tgt gtccgactcttagc22cct cat 
---- - ------- --- --- -------------- ---- ------ --- - -- ---- - - -

gg2 t ttgc2gcct2ct2ggctcctccgtccatggg2ttttcc2ggc22g2gt2ctgg2gc 
-- -- --- -- - --------- ---------- -- ------ - -- -- -- ----------------
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3.2 Secuencia de pares de bases de receptor para LH comparada con la secuencia 

reportada por Lussier et al./ (1995). 

LHR 020504 
LHR SEQ ENV 

LHR 020504 
LHR SEQ ENV 

LHR 020504 
LHR SEQ ENV 

LHR 020504 
LHR SEQ ENV 

LHR 020504 
LHR SEQ ENV 

LHR 020504 
LHR SEQ ENV 

LHR 020504 
LHR SEQ ENV 

LHR 020504 
LHR SEQ ENV 

LHR 020504 
LHR SEQ ENV 

LH R 020504 
LHR SEQ ENV 

LHR 020504 
LHR SEQ ENV 

LHR 020504 
LHR SEQ ENV 

LHR 020504 
LHR SEQ ENV 

LHR 020504 
LHR SEQ ENV 

LHR 020504 
LHR SEQ ENV 

LH R 020504 
LHR SEQ ENV 

LHR 020504 
LHR SEQ ENV 

1 
1 

61 
50 

121 

181 
74 

240 
91 

297 
151 

355 
211 

415 

475 

535 

595 

655 
216 

715 

775 

835 

895 

955 

aattcgcggccgcgtcgacctccgggccatgggacggccgtccctcgcgctgaggctgct 
- cgatgggtccgggcccccctc----------ggaggtcgacggtatcgataagcttcat 

gctggcgctgctgctgctgccgccgccagcgccgttgctgtgggcgctgcgcccggcgcc 
aatcgaattcctgc-- --------------- - -----------------accgggcggc-

ctgcccagagccctgcagctgcccgcccgacggcgccctgcgctgccccggcccgqaggc 

cggcctcagccgactatcactcacctatctccctatcaaagtaat- cccatctcaagctt 
- ------------- - ----------------------------atccccatctcangctt 

tcagag- gacttaatgaggt - cataaaaattgaaatctctcagagtgattccc-tggaaa 
tcavagtgncttnntgaggtactnagaaattgaaatctctcngagtgattcccngggana 

agatagaagctaatgcc--tttgscaacctcctcaatttgtctgaaatactgatccagaa 
ngatanaagccaacnccctttggacnncctcctntatttgnccncnatnctgntncnnaa 

cactaaaaacctggtgcacattgaggctggagcgtttacssstctccctcggttaaaata 
cnct a --------------------- ------------------ - ------------- - -

cctaagcatctgtaatacaggcatccacaagcttccagatgttacgaagatcttctcctc 

tgaatttaatttcattctggaaatttgtgataacttacacataaccaccataccaagaaa 

tgcttttcaagggatgaataacgaatccataacgctaaaactatatggaaatggatttca 

agaaatacaaagtcatgcattcaatgggacaacgctgatttccctggagctgaaggaaaa 

tgcacgcctggagaagatgcacaacgacgccttccggggggccacggggcctagcatttt 
------------------------------------ - --------ggancnngcnt-- -

ggatatttcttccactaaactgcaggccctgcctacctacgggctagagtccattcagac 

actaattgccacatcatcctattctctgaaaaaactgccatcgagagaaaaat ttaccaa 

cctcctggatgccacactgacttaccccagccactgctgtgcttttagaaacttgccaac 

aaacgagcaaaatttttcattttccatttttaaaaacttttccaaacaatgtgaaagcac 

agcaaggagaccaaataatgaaacactttattctgccatctttgctgagagtgaactgag 
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LHR U205 04 1 015 t ggctgggattatgactatggtttctgcttacccaagacactccagtgtgctcctgaacc 
LHR SEQ ENV 

LHR U205 04 1075 agatgctttcaatccctgtgaagacattatgggctacaacttccttagagtcctgatttg 
LHR SEQ ENV 

LH R U20504 11 35 gctgattaatatcctagccatcacgggaaatgtgactgtcctctttgt tctcctgaccag 
LHR SEQ ENV 

LHR U20504 1195 tcgttacaaac tgacagtcccccgctttctcatgtgcaacctctcctttgcagacttctg 
LHR SEQ ENV 

LHR U2050 4 
LHR SEQ ENV 

LHR U20504 
LHR SEQ ENV 

LHR U20 504 
LHR SEQ ENV 

LHR U20504 
LHR SEQ ENV 

LHR U20504 
LHR SEQ ENV 

LHR U20504 
LHR SEQ ENV 

LHR U20504 
LHR SEQ ENV 

LHR U20504 
LHR SEQ ENV 

LHR U20504 
LHR SEQ ENV 

LHR U20504 
LHR SEQ ENV 

1255 
227 

1315 
233 

1375 

1 435 

1495 

1555 

161 5 

1675 
243 

1735 

1795 
248 

catggggctctacctgctgctcattgcctcagtcgatgcccagaccaaaggccagtatta 
------------------------------ - gncnat---- -------------- -----

caaccatgccatagactggcagacagggagtgggtgcagcgcggctggctttt tcactgt 
- ------ ------ ---- ----------------- tggagcgcng----------------

gtttgcaagtgaactctctgtctacaccctcacagtcatcacactagaaagatggcacac 

catcacctatgctattcaactggaccaaaagctgcgactgaaa catgccattccagtcat 

gctcggaggatggct c ttttctactctca ttgccgtgttgcctcttgtgggtgtcagcaa 

ttacatgaaggtcagcatttgcctccccatggatgtggaaagcactctctcacaggtcta 

catcttaaccatcctgattctcaacgtgatggccttcatcatcatttgtgcttgctaca-

taaaatttattttgcagttcaaaatccagagctgatggctaccaacaaagatacaaaga-
--- -- - -----------gntca- - -------------- ------------ - ---------

tgctaagaaaatggcagtcctcatcttcaccgatttcacctgca tggcaccaat ctctt -

c tttgccatctcagctgccttcaaagtgcccctcattacagtaaccaactcaaa-----­
---------- ------------------------nttncnactnnc - cctcaanttnnca 

LHR U20504 1849 - ----------------- ---------------------------------ggtt ----­
LHR SEQ ENV 273 ncccgncggnncngngnnngnnccnggnctccccncgcngngaccngntcggtcnnn 

LHR U20504 1853 - -----ctactggtt-----ctcttttatcctgt---- -- ---caattcatgcgccaatc 
LHR SEQ ENV 333 tccancccacnggtttcgnccacctggctgggggggncggnngcgnttcatngganatac 

LHR U20504 1893 cgtttctgtacgcaattttcacaaaggcat tccaaagggatttctttctgttgctgagca 
LHR SEQ ENV 393 ncnntngggtcgncantt --- -- anagngtccgggngggnncggngggta tnngngagc -

LHR U20504 1953 aatttggctgctgtaaatatcgagctgaactttataggaggaaggatttttcagct -- - t 
LHR SEQ ENV 44 7 ----------cngtgggnt tggngnnngngttt -- --gngnnnnggnntt tgagngnagt 

LHR U20504 2010 atatctccaactgcaaaaatggcttcactggatcaaataagcc ------ctcccggtcta 
LHR SEQ ENV 493 agngcactatgtccna-------gtcngtggntcnctnnanncancnnactgcccgncnt 



LHR U20504 
LHR SEQ ENV 

LHR U20504 
LHR SEQ ENV 

LHR U20504 
LHR SEQ ENV 

LHR U20504 
LHR SEQ ENV 

LHR U20504 
LHR SEQ ENV 

LHR U20504 
LHR SEQ ENV 

LHR U20504 
LHR SEQ ENV 

LHR U20504 
LHR SEQ ENV 

LHR U20504 
LHR SEQ ENV 

LHR U20504 
LHR SEQ ENV 

2064 
546 

2099 
606 

2148 
666 

2169 
726 

2202 
786 

2260 
843 

2275 
903 

2299 
963 

2343 
1023 

2393 
1083 

c -- - ------------ --- - ---cttcaagttgactacattacaatgtcaata--- ttca 
cnncgannngngnnngnntngnccntcgngngggggnnggtgcnaagngttttgngt ttn 

gctgtcctggacaagacttgc-- --- - tataaggaatgttaactg- -- -- tgatatcagt 
gatncccgngnggnnangtgcnngtnntnttggnnggntcctctggcgtatgntatnggt 

aaacacatta-- - ----ctgaattatac---------------- - --------------- · 
nannaantcnngcccnncgtnantatncgncnantnggcnangngnannntnntgcnnnn 

---- ttaaatatggaaaaaaatttatctccacca-----------------------gta 
gngattncgnaggnancngantngctcanagncnaggnnntggcnnttggcgtnngtgga 

atattaacaaagagttggtttcaggaaattatgt--gttaggcacatcaggcaaa 
atact--- cgananntggcnncacnanagggtgtagnncgnnaggtcgnngacnnnaga 

ct- --- - - --- -- - ctctacc- - -- - ---- - ---- - - - ----- tagctc---------- ­
tcnnggangnnanctcngccgtcnannncnnnngcntangnttnnctntngtgtcnacnn 

- -- - -------------------------------- - aaaatgtggtccatgaccatggcc 
cnngcgnt tgnnngtncgggtnncnnncagggcngnnannntncagtggtcgatgncggcc 

-cgtctaaaa------- - actatttgtcaagaatactgttggta- gcaagatag-----­
ccggntgtncgcggttgtgttanacncacgggannnngnggngncnacanagggnggcgc 

- - ggattgcattgaatctataaattgctttgg--- ----gtagtatactcattttcact ­
ccggntgtncgcggttgtgttanacncacgggannnngnggngncnacanagggnggcgc 

------ -- --------atattgattcttccaatccatgaacatggtat--- - atttctcc 
gncngcncgccgnaggangnngcnnnttgtntgccntgngtnnngtgnngncatntngtn 

LHR U20504 2433 atc- --------- -­
LHR SEQ ENV 1143 gttgctgtggnggan 



ANEXO IV. ABREVIATURAS 

Ditiotreitol (DTT) 

Tri-cloro acético (TCA) 

Amortiguador salino fosfatado (PBS) 

Etanol (EtOH) 

SSC (solución salina) 

Trietanolamina (TriE) 

Ácido clorhídrico (HCL) 

Ácido Acético (AA) 

Cloruro de sodio (NaCI) 

Ácido etilendiamino tetraacetato (EDTA) 

Polivinilpirolidona 8PVP) 

Mercaptoetanol (13-ME) 

Lauril sulfato (SDS) 

N-morfino propano sulfónico (MOPS) 
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