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RESUMEN

Esperanza Arrieta Ballesteros: DISTRIBUCION DE LAS ISOFORMAS
SERICAS E HIPOFISARIAS DE LA HORMONA LUTEINIZANTE (LH)
DURANTE EL DIESTRO DE LA OVEJA. (Asesores: Dr. Antonio Porras
Almeraya, Dr. Gerardo Perera Marin y Dr. Jaime Gallegos Sanchez)

El objetivo de este estudio fue comparar el patrén de distribucion de las
isoformas de la LH en suero e hipofisis durante la fase lutea de la oveja. Se
utilizaron 16 ovejas Pelibuey en diestro, de las cuales a 12 se les administro 100
ug de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), 30, 90 o 180 min antes
de su sacrificio (grupos T-30, T-90 y T-180, n=4) y a las 4 restantes se les
administro 100 pg de SS (Te). La adenohipofisis fue homogeneizada vy
centrifugada a 16000 x g por 2 h. Las muestras de suero fueron dializadas por un
periodo de 48 h y cada uno fue liofilizado después. La hipofisis y el suero de
cada oveja fueron colectados para su andlisis con el cromatoenfoque (gradiente
de pH de 10.5 a 3.5). La concentracion de la LH presente en suero e hipofisis se
determind por medio de un radioinmunoensayo homoélogo ovino para la LH. La
LH eluida en el cromatoenfoque se agrupd en isoformas basicas (pH > 7.5),
neutras (pH de 7.4 a 6.5) y acidas (pH < 6.4). El porcentaje de la LH recuperada
se transformé en arco seno y se realizd un analisis de varianza considerando los
efectos de grupo (T, T-30, T-90 y T-180) y de tipo de muestra (hipdfisis y
suero). El patrén de distribucion de las isoformas de la LH se caracterizé porque
las formas basicas fueron més abundantes que las neutras o éacidas (p<0.05),
independientemente del tipo de muestra. Ademas, se observo un mayor
porcentaje de isoformas basicas en hipofisis (T.=83 %, T-30=81 %, T-90=82 %,
T-180=83 %) que en suero (T-30=51 %, T-90=48 % T-180=54 %; p<0.05).
Mientras que un mayor porcentaje de isoformas neutras hubo en suero (T-90=20
%, T-180=23 %) que en hipdfisis (T-90=7 %, T-180=5 %; p<0.05), sin encontrar
diferencia para T-30. En isoformas acidas solo hubo diferencia para el grupo T-
30 (10 % en hipofisis vs 32 % en suero; p<0.05). Estos datos muestran que el
patron de distribucion de las isoformas de la LH, durante el diestro de la oveja, se
caracteriza por un predominio de las isoformas basicas. Ademas se observo que
en la hipofisis hubo una mayor proporcion de isoformas basicas pero una menor
proporcion de formas neutras y acidas al compararlas con el suero, lo cual
sugiere que las isoformas acidas en suero podrian ser un factor importante para
mantener la funcion del cuerpo luteo, al tener una vida media mayor en

circulacion.

Palabras clave: Hormona luteinizante, Isoformas, Diestro.
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ABSTRACT

Esperanza Arrieta Ballesteros: DISTIBUTION OF ISOFORMS SERIC AND
PITUITARY OF LUTEINIZING HORMONE DURING DIESTRUS IN
OVINE. (Asesores; Dr. Antonio Porras Almeraya, Dr. Gerardo Perera Marin y
Dr. Jaime Gallegos Sanchez)

The object of this study was to compare the pattern of distribution of LH
isoforms in serum and pituitary during the luteal phase in sheep. Six-teen
Pelibuey sheep in diestrus were used, of which to 12 received 100 ug of
gonadotropin releasing hormone (GnRH), 30, 90 and 180 min before sacrifice
(groups T-30, T-90 and T-180, n=4), and to the 4 rest it was administered to them
100 pg of SS (T¢). The anterior lobe of the pituitary gland were homogenizing
and centrifugated at 16000 x g for 2 h. The samples serum were dialyzed for a
period of 48 h and afterwards each was lyophilized. The pituitary and serum of
each sheep was collected for analysis by chromatofocus (pH gradient from 10.5
to 3.5). LH concentration in serum and pituitary was determined by a
radioimmunoassay homologous to ovine LH. Eluted LH was grouped into basic
(pH = 7.5), neutral (pH from 7.4 to 6.5) and acid isoforms (pH < 6.4). The
percentage of recovered LH was transformed into arc sine and analysis of
variance was performed considering the effects of the group (T,, T-30, T-90 and
T-180) and of the type of sample (pituitary or serum). The pattern of distribution
of LH isoforms revealed abundance of basic isoforms with respect to neutral and
acid isoforms (p<0.05), independently of the type of sample. Besides, a higher
percentage of basic isoforms was found in pituitary (T.=83 %, T-30=81 %, T-
90=82 %, T-180=83 %) than in serum (T-30=51 %, T-90=48 %, T-180=54 %;
p<0.05). On the other hand, a higher percentage of neutral isoforms were
observed in serum (T-90=20 %, T-180=23 %) than in pituitary (T-90=7 %, T-
180=5 %; p<0.05), finding no difference for T-30. In acid isoforms, the only
difference observed was for group T-30 (10 % in pituitary vs 32 % in serum;
p<0.05). These data show that the pattern of distribution of the LH isoforms
during diestrus in sheep 1s characterized by the predominance of basic isoforms.
In addition, the pituitary showed a higher proportion of basic and lower
proportion of acid isoforms than serum, which suggests that the acid isoforms in
serum can be an important factor to maintain the function of the luteal body,
since their half-life in circulation is longer.

Key words: Luteinizing hormone, Isoforms, Diestrus.
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I. INTRODUCCION

La FSH y LH son sintetizadas por los gonadotropos de la hipofisis
anterior. Ambas gonadotropinas pertenecen a la familia de hormonas
glicoproteicas, quimicamente estan compuestas por péptidos que forman
subunidades proteicas denominadas alfa y beta, que en conjunto con los
oligosacaridos forman un heterodimero biolégicamente activo (Ulloa-Aguirre et
al., 1995; Cooke et al., 1996). Las variaciones en el arreglo estructural de los
carbohidratos generan una serie de isoformas, las cuales presentan diferente
bioactividad, modificando funciones como: vida media en circulacion, union al
receptor y la capacidad para estimular los sitios de transduccion (Moore et al.,
2000; Creus et al., 2001; Barrios-De-Tomasi et al., 2002; Ulloa-Aguirre et al.,
2003).

Se han identificado diferentes tipos de isoformas que se clasifican de
acuerdo a su pH en formas acidas (pH <6.4), neutras (pH 6.5 a 7.4) y basicas (pH
>7.5; Cooke et al., 1996; Rojas, 2003; Perera et al.,, 2004). Morell et al. (1971)
encontraron que las isoformas acidas de las gonadotropinas, tienen una vida

media mayor en la circulacion que las formas basicas.

Factores como la edad, el estado reproductivo y nutricional de los
animales modifican los patrones de heterogeneidad de secrecion de las

gonadotropinas (Cooke et al., 1996; Moore et al., 2000).

Moore et al. (2000) observaron que la distribucion de las isoformas
hipofisiarias de la FSH cambia con la edad de los animales asi, las ovejas adultas
presentan un mayor porcentaje de isoformas acidas en comparacion con las

corderas.



También el patrén de las isoformas de la FSH y la LH se modifica en las
diferentes fases del ciclo reproductivo en los ovinos, de tal manera que durante el
anestro las 1soformas de FSH se tornan mas acidas en corderas o en hembras
adultas ovariectomizadas en comparacion con las isoformas identificadas en la
¢poca reproductiva (Moore et al., 2000). Zalesky et al. (1992) realizaron un
estudio con extractos hipofisiarios de ovejas detectando un mayor porcentaje de
isoformas de la LH basicas en la época reproductiva y un aumento de las

isoformas acidas en el anestro.

En general la informaciéon generada sobre la heterogeneidad de las
gonadotropinas se limita a observaciones a nivel hipofisiario, en diferentes
condiciones fisiologicas (Zalesky et al., 1992; Moore et al., 2000), existiendo un
nimero limitado de estudios de las isoformas a nivel circulante, los cuales han
sido descritos principalmente en la especie humana (Ulloa-Aguirre et al., 1995;
Burgon et al., 1996; Castro-Fernandez et al, 2000). Recientemente se ha
estudiado el patron de distribucion de las isoformas séricas de la LH en cabras y
bovinos en distintas fases del ciclo estral (Rojas, 2003; Perera et al., 2004). Asi,
Perera (2003) reportd que en bovinos las isoformas de la LH sérica predominante
en la fase folicular corresponden a las de tipo acido; mientras que, en la fase lutea
la mayor proporcion esta dada por las isoformas basicas. Por su parte Rojas
(2003) define que existen diferencias al incrementarse la proporcion relativa de
isoformas de la LH acidas circulantes en el anestro de cabras, en comparacion
con la fase folicular (pico preovulatorio), donde la proporcion relativa de

isoformas basicas fue mayor.



Escasos estudios han determinado si el patron de distribucion de las
isoformas presentes en hipofisis, es similar al patron de las isoformas circulantes.
Padmanabhan et al. (1992) encontraron, que el patron de distribucion de las
isoformas de la FSH en hipofisis es diferente al observado en suero debido
posiblemente a las bajas concentraciones de las gonadotropinas presentes en el

SUuero.

En la actualidad no se conoce si el patron de distribucion de las isoformas
de la LH sérica e hipofisiaria concuerdan; siendo importante el determinar si
existe variacion entre las isoformas de la LH presentes en hipofisis y suero lo
cual puede ser indicio de las formas que actuan a nivel de la célula blanco. El
objetivo del presente estudio fue identificar la distribucion de las isoformas de la
LH en estos dos diferentes compartimentos (hipofisis y en el suero), durante un

ambiente endocrino dominado por la progesterona (fase lutea).



I1. REVISION DE LITERATURA.

2.1 Hormonas glicoproteicas

Las hormonas glicoproteicas FSH y LH, son sintetizadas por los
gonadotropos de la adenohipofisis, mientras que la gonadotropina coridnica
equina (eCG) y la gonadotropina coriénica humana (hCG) son sintetizadas por
las células del trofoblasto, aunque estructuralmente similares, su origen es

distinto (Ulloa-Aguirre ef al., 1995; Cooke et al., 1996).

2.1.1 Gonadotropinas hipofisiarias

Las gonadotropinas se caracterizan por participar en la regulacion del ciclo
reproductivo. La FSH en la hembra, promueve el desarrollo folicular, a través de
la union a sus receptores en las células de la granulosa del foliculo, en tanto que
en el macho actia en las células de Sertoli, estimulando la espermatogénesis. En
tanto que la LH, participa a nivel testicular (células de Leydig) estimulando la
sintesis y secrecion de andrégenos y en los ovarios actia en las células de la teca
interna estimulando la sintesis y secrecion de andrégenos, ademas de participar
en la maduracion folicular final, inducir la oleada preovulatoria de la LH que
provoca la ruptura de la pared folicular y la ovulacion, y posteriormente en el

desarrollo y mantenimiento del cuerpo luteo (Roa, 2001).

Las gonadotropinas LH y FSH, son sintetizadas, almacenadas y liberadas
en las células gonadotropas de la adenohipoéfisis. Estas células se han clasificado
con base a sus caracteristicas de tincion, en acidéfilas y basofilas. En particular
las células de los gonadotropos son de tipo basofilo, se localizan en la parte distal
de la adenohipéfisis, representando del 7 al 15 % de la poblacion total de las

células presentes en esta (Smith y Jennes, 2001).



Los gonadotropos son cé€lulas heterogéneas que cambian de forma, tamafo
y patron de almacenamiento segun la etapa del ciclo estral. Mediante estudios
inmunohistoquimicos, se han identificado dos grupos de gonadotropos; los
pequeiios (200 pm) o monohormonales que contienen solamente LH o FSH y
representan el 62 % de los gonadotropos. En tanto que los gonadotropos grandes
(400 um) o bihormonales, contienen ambas gonadotropinas y corresponden al 38

% restante de los gonadotropos (Childs, 1994; Smith y Jennes, 2001).

Lo anterior tiene implicaciones fisioldgicas importantes, asi por ejemplo,
en ovinos antes de la presentacion del pico preovulatorio de la LH se observa un
gran acimulo de gonadotropos de ambos tamafios y una mayor expresion del
ARNm encargado de codificar la subunidad beta (B) para la FSH y la LH
(Crawford et al., 2000; Molter-Gérard et al., 2000); en contraste, después de

darse el pico preovulatorio de la LH hay una disminucion del ARNm que

codifica para la subunidad B (McNeilly, 2000).

2.1.2 Estructura quimica de las gonadotropinas hipofisiarias

La LH y la FSH, quimicamente estan compuestas de dos subunidades
polipeptidicas denominadas alfa (o) y beta, unidas por fuerzas no covalentes, que
en conjunto con los oligosacaridos forman un heterodimero biologicamente
activo. La actividad bioldgica solo se expresa cuando estas subunidades se
encuentran unidas (Keel et al., 1987; Stumpf et al, 1992; Hamernik, 1995;
Moore et al., 2000).

La subunidad alfa, es idéntica para las diferentes gonadotropinas dentro de
una misma especie, ya que es codificada por un mismo gen, presentando una

gran homologia entre especies por ejemplo, en ovinos y bovinos del 100 %,



bovinos y equinos 82 % y para bovinos y humanos del 75 % (Pierce y Parsons,

1981).

En la especie humana este gen se localiza en el cromosoma seis, también
se ha descrito en otras especies, por ejemplo en ovinos, bovinos y roedores
(Gharib er al., 1990); el gen que codifica la subunidad o estd compuesto por 4
exones y 3 intrones, con un peso molecular entre 5.4 Kilobases (Kb) a 13 Kb.
Este gen codifica una proteina con un peso molecular de 20 Kilodaltons (KD),
caracterizada por dos sitios de glicosilacion del tipo N-unidos, localizados en los
aminoacidos (aa) 56 y 83 en especies como la bovina, ovina, porcina y equina, en
tanto que en humanos estos sitios de glicosilacion se localizan en el aminoécido
52 y 78 teniendo el mismo tipo de union (Gharib et al., 1990; Cooke et al., 1996;
Perlman et al., 2003).

La subunidad beta en comparacion con la subunidad a, es especifica para
cada hormona ya que es codificada por diferentes genes, esto le confiere la
especificidad biologica a la hormona. Diferentes estudios en el humano han
determinado que el gen que sintetiza la subunidad B de la LH se localiza en el
cromosoma 19, mientras que para la FSH el gen se encuentra localizado en el
cromosoma 11; el gen estd compuesto por 3 exones y 2 intrones con un peso

molecular de 1.5 Kb (Pierce y Parsons, 1981; Gharib et al., 1990).

El gen que codifica la subunidad P para la LH sintetiza una proteina, con
un peso molecular de 16 KD, que presenta de | a 6 sitios de glicosilacion del tipo
N-unidos y O-unidos, localizados en diferentes aminoacidos asi, la LH en la
especie bovina, ovina y porcina se localiza en el aminoacido 13 siendo del tipo
N-unido, en tanto que en humanos este sitio de glicosilacion se localizan en el

aminoacido 30 del tipo N-unido y en equinos los sitios de glicosilacion se
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localizan en el aminoacido 13 del tipo N-unido y varios sitios del tipo O-unidos

(Gharib et al., 1990).

La B-FSH se compone de 110 a 111 aa (Perlman et al., 2003), la B-TSH
tiene de 112 a 118 aa, la B-LH va de 117 a 121 aa, mientras que la B-hCG y B-
eCG se constituye de 145 a 149 aa (Combarnous, 1988).

2.1.3 Oligosacaridos de las glicoproteinas

Los oligosacaridos que componen las hormonas glicoproteicas presentan
dos tipos de unidn; O-unidos que se unen covalentemente al oxigeno del
hidroxilo del aminoécido serina (Ser) o treonina (Thr); mientras que los N-unidos
se unen de manera covalente al nitrégeno del grupo amida de la asparagina (Asn;

Pierce y Parsons, 1981; Ryan et al., 1987).

La glicosilacion de tipo N-unido ocurre de forma cotraduccional en el
reticulo endoplasmico rugoso (RER), dada por una molécula de dolicol
pirofosfato (lipido insaturado), la cual se localiza en la membrana del RER; unida
a esta se encuentra un oligosacarido compuesto por dos residuos de N-
acetilglucosamina, nueve residuos de manosa y tres residuos de glucosa, los
cuales son los que se incorporan al péptido recién sintetizado mediante la
utilizacion de la enzima glucosiltransferasa al encontrar especificamente la
secuencia Asn-X-Ser o cuando se presenta la secuencia Asn-X-Thr (X
corresponde a cualquier otro aminoacido exceptuando la prolina; Hirschberg y

Snider, 1987).

Una vez terminada la sintesis del polipéptido e incorporado el o los
oligosacaridos, la proteina sufre modificaciones de tipo postraduccional en el

lumen del RER; el cual inicia con la remocion del péptido senal, mediante una



péptidasa de sefial. Posteriormente las subunidades o y 3 se unen para formar el
heterodimero funcional (Garcia-Campayo y Boime, 2001). La primera
modificacion que presenta el oligosacarido es la eliminacion de un residuo de
glucosa por medio de una enzima a-glucosidasa I, ademés de la remocion de los
dos siguientes residuos de glucosa por la a-glucosidasa II, por altimo la enzima

a-manosidasa corta 4 residuos de manosa (Cooke et al., 1996).

Después de que ocurren las modificaciones, el polipéptido es enviado al
aparato de Golgi (AG), de manera especifica al Cis-Golgi, donde la enzima al,2-
manosidasa elimina residuos de manosa; cuando la proteina llega a la region
media del AG la enzima N-acetilgalactosamina transferasa incorpora al
polipéptido residuos de N-acetilgalactosamina; se da la eliminacion de manosas
por la enzima a-manosidasa II, mientras que la N-acetilglucosamina transferasa
incorpora N-acetilglucosamina. En su paso por el Trans-Golgi actiian las enzimas
como la galactosa transferasa que incorpora galactosa, la sialiltransferasa que une
acido sialico terminal, la N-acetilgalactosamina transferasa y la sulfotransferasa
que incorpora grupos sulfatos terminales (Baenzinger y Green, 1988; Green y

Baenzinger, 1988; Breen, 2002).

Los oligosacaridos que forman parte de las gonadotropinas presentan en la
parte final acido sidlico y sulfato; originando tres tipos de oligosacaridos;
sializados, sulfatados y mixtos (sializados/sulfatados), ademas de tipo neutral. La
LH ovina presenta principalmente oligosacaridos de tipo monosulfatados (56 %),
disulfatados (13 %), neutral (26 %), monosializados (1 %) y mixto (4 %);
mientras que la FSH bovina y humana presentan oligosacaridos monosializados,

disializados y trisializados y algunas hormonas como la FSH ovina, la LH



humana y la hormona estimulante de la tiroides (TSH) humana presentan ambos

tipos de oligosacaridos (Pierce y Parsons, 1981; Ryan et al., 1987).

Las principales funciones de los oligosacaridos en las hormonas
glicoproteicas son: modificar la tasa de eliminacidon en circulacion de las
proteinas, la cual dependera del tipo de residuo del oligosacarido; si es sializado,
la hormona tiene una mayor vida media en circulacion, en contraste a lo
observado cuando presentan residuos de oligosacaridos con terminacion sulfato
(Perlman et al., 2003). Los oligosacaridos, también participan en el plegamiento
de las subunidades, dando una mayor estabilidad a la proteina y evitando el
agregado de formas moleculares; también modifican la afinidad por su receptor
en la célula blanco (Pierce y Parsons, 1981; Ryan et al., 1987; Baenzinger y

Green, 1988; Ulloa-Aguirre et al., 2003).

2.1.4 Mecanismos de accion de la hormona luteinizante

2.1.4.1 Receptor de la hormona luteinizante

El receptor de la LH pertenece a la superfamilia de receptores acoplados a
la proteina G, dicho receptor se localiza en la membrana plasmatica de la célula
blanco; en las hembras se encuentra en las células de la teca y de la granulosa, en
los machos se localiza en las células de Leydig y de Sertoli, teniendo como

caracteristica una alta afinidad y especificidad por su ligando (Ji et al., 2002).

El gen que codifica para el receptor de la LH se encuentra localizado para
la especie humana en el brazo corto del cromosoma 2, especificamente en la
banda p21, la region que codifica el receptor es de mas de 60 Kb generando una
proteina de 699 aa (Rousseau-Merck er al., 1990; Dufau, 1998). Este receptor se
encuentra compuesto por diez intrones y un exon de los cuales, los diez intrones

codifican el dominio extracelular y el exon codifica el dominio intramembranal e



intracelular (Roux y Milgron, 2001). El receptor es un glicoproteina formada por
un polipéptido monocatenario que contiene 674 aa y un peso molecular de 80 a

90 KD (Dufau, 1998).

El dominio extracelular externo del receptor estd compuesto por 341 aa,
presenta seis sitios de glicosilacion, un dominio transmembranal formado por
siete hélices conectadas por medio de tres asas extracelulares, tres asas
intracelulares y por un dominio intracelular, ademas de tener residuos de cisteina
en la primera y segunda asa extracelular que le permite formar puentes disulfuro
con los residuos de cisteina, dandole una mayor estabilidad a la estructura
transmembranal al formar hélices anfipaticas permitiendo con ello el

reconocimiento del ligando (Dufau, 1998; Ji et al., 2002).

El conjunto de las siete hélices transmembranales forman una estructura
tridimensional semejante a un cilindro, el cual se encuentra orientado
perpendicularmente a la membrana celular; este dominio es homologo para las
diferentes hormonas glicoproteicas en un 54 a 65 % entre LH, FSH y TSH
(Dufau, 1998; Ji et al., 2002).

El dominio intracelular presenta sitios de fosforilacion los cuales son
necesarios para la activacion e inhibicion del receptor, cuando se unen proteinas
transductoras de la sefial que une nucledtidos de guanina (proteina G); la
fosforilacion de la proteina cinasa catalitica (C) se da de forma potencial en el
sitio de presentacion de tirosina-cinasa unida a los residuos de serina y treonina

(Dufau, 1998; Ji et al., 2002).
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2.1.4.2 Mecanismo de accion de la hormona luteinizante

La accion de la LH en la célula de la teca folicular, se inicia al unirse la
hormona al receptor, formando el complejo hormona-receptor, el cual se une a la
proteina G, requiriendo en conjunto de guanosintrifosfato (GTP) y magnesio, y
formar el segundo men‘sajero llamado adenosin monofosfato ciclico (AMPc),
desatando el mecanismo que activa a la proteina cinasa A, siendo esta ultima la

encargada de modular mediante la fosforilacion, la funcion de diversas proteinas

intracelulares (Halvorson y Chin, 2001).

A pesar de que el mecanismo de accion mas conocido de las
gonadotropinas es la via del AMPc-proteina cinasa A se ha establecido la
posibilidad de una segunda via de accion, la cudl corresponde a la proteina cinasa
C generada a través del rompimiento de fosfolipidos provenientes de la
membrana plasmatica para producir 1,4,5 trifosfato (IP;) y 1,2 diacilglicerol
(DAG). El IP; acttia a nivel del reticulo endoplasmico liso liberando calcio (Ca™)
intracelular, incrementando la concentracion de Ca'" citosolico, mientras que el
DAG estimula a la proteina cinasa C. En consecuencia los receptores de las
gonadotropinas pueden estimular estos dos mecanismos, sin embargo la
activacion de una u otra via depende de la concentracion de la hormona en
circulacién, requiriéndose una mayor concentracion de gonadotropinas para

activar la proteina cinasa C (Halvorson y Chin, 2001; Salvador ez al., 2002).
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2.2 Regulacion neuroendocrina de la secrecion de la hormona

luteinizante
2.2.1 Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH)

Las areas y nucleos encargados de la sintesis de la GnRH son; el area
predptica anterior, especificamente el nulcleo predptico y el nucleo
supraquiasmatico, responsables de la secrecion ciclica de la GnRH en la hembra.
A diferencia del area medio basal que corresponde al nucleo arcuato y nucleo
ventro medial, responsables de la secrecion tonica de la GnRH. Las neuronas que
sintetizan y secretan a la GnRH, son reguladas por multiples inervaciones de
otras neuronas capaces de estimular o inhibir su secrecién (Bauer-Dantoin ef al.,

1995).

Las catecolaminas (noradrenalina y adrenalina), la serotonina y los
aminoacidos excitatorios (glutamato y aspartato; Smith et al., 2000) estimulan la
sintesis y secrecion de la GnRH, mientras que el acido aminobutirico (GABA)
inhibe su secrecion, al disminuir la excitabilidad eléctrica de las neuronas
(Seong-Kyu et al., 2002), mientras que el neuropéptido Y permite la liberacion
de la GnRH, ademas de potencializar la respuesta de los gonadotropos a esta
hormona (Kalra, 1993). Un dato interesante es que las neuronas productoras de la
GnRH, carecen de receptores para estradiol y progesterona, que son hormonas
esteroidales que controlan la secrecion pulsatil de la GnRH en diferentes estados
fisioldgicos del animal. Por lo tanto, esto indica, que la regulacion de la secrecion
de la GnRH se realiza de manera indirecta a través de neuronas periféricas

(Herbison, 1995; Mahesh y Brann, 1998; Phogat et al., 1999).



La GnRH es liberada en forma pulsatil, en el sistema porta hipotalamo-
hipofisiario para asi llegar a la hipofisis anterior, donde induce la sintesis y
secrecion de las gonadotropinas (Bergland y Page, 1978; Phogat et al., 1999;
Krsmanovic et al., 2000).

Ademaés participa en la expresion de sus propios receptores, en la
glicosilacion de la LH (Liu et al, 1976; Vogel et al., 1986) y en el patron de
secrecion de las gonadotropinas dada por la frecuencia de su secrecion en las
diferentes etapas del ciclo estral (Caraty et al, 1998). La expresion del ARNm
que codifica para la subunidad o y B de la LH es mayor, cuando se presenta una
alta frecuencia de secrecion de la GnRH (fase folicular), pero cuando la secrecion
de la GnRH es poco frecuente (fase lutea) se incrementa la sintesis de la

subunidad B de la FSH (Dhillon et al., 1997; Nett et al., 2002).

El mecanismo de accion de la GnRH, consiste en su union al receptor
especifico localizado en la membrana celular del gonadotropo (Chabbert-Buffet
et al., 2000);, la interaccién hormona-receptor, induce la hidrolisis del fosfatidil
inositol 4,5 bifosfato presente en la membrana y se forma el inositol 1,4,5
trifosfato y diacilglicerol, simultdineamente, comienza la remocién del calcio
intracelular. El diacilglicerol, se encarga de activar la proteina cinasa que
fosforila a las proteinas, en tanto que el inositol de trifosfato, aumenta la entrada
de calcio extracelular y vacia el calcio intracelular, para activar la liberacion de
las gonadotropinas (Clayton y Catt, 1981; Catt y Stojilkovic, 1989). Los
mecanismos que dependen de la concentracion de calcio intracelular, son los
responsables de la liberacion inmediata de los granulos secretorios, ademas de

contribuir con la sintesis de la subunidades de las gonadotropinas.



2.2.2 Esteroides
2.2.2.1. Estrogenos

Se ha demostrado que el estradiol regula la actividad del eje hipotalamo-
hipofisiario en diversas especies. Hamernik et al. (1987) observaron que al
administrar estradiol a ovejas previamente ovariectomizadas, se presenta una
liberacion de la LH, semejante al pico preovulatorio de ésta; debido a que se
incrementa la sintesis de receptores para la GnRH en el gonadotropo en un
tiempo corto (4 a 6 h; Gregg et al.,, 1990). A su vez, se presenta una secrecion
constante de la GnRH, de 12 a 15 h después de la administracién de estradiol
(Moenter et al., 1991). Lo anterior permite deducir que el estradiol es el
encargado de inducir el pico preovulatorio de la LH, al ejercer una
retroalimentacion positiva en el hipotdlamo dandose una liberacion de forma
incrementada y sostenida de la GnRH, provocando la liberacion de la LH que
induce la ovulacion, actuando a nivel de la hipofisis al hacer mas sensible el

gonadotropo a la GnRH (Nett et al., 2002).

De esta forma durante la fase folicular del ciclo estral, las altas
concentraciones de estradiol circulante, inducen la secrecion del pico
preovulatorio de la LH. En algunos estudios se ha observado que es necesaria una
cantidad minima de estradiol (3 a 4 pg/ml), para potencializar la magnitud de
descarga de la LH durante el pico preovulatorio, se precisa de una concentracion
de 7 a 10 pg/ml de estradiol para inducir artificialmente un pico preovulatorio de
la LH similar al que ocurre durante el ciclo estral (Gallegos-Sanchez y
Rodriguez, 2002). Mientras que durante la fase lutea el estradiol controla la
secrecion tonica de la LH a través del mecanismo de retroalimentacion negativa,

(Thiéry et al., 1978; Przekop y Domanski, 1980).



La administracidon prolongada de estradiol en animales ovariectomizados,
va en decremento de la expresion del ARNm que codifica para ambas
subunidades de las gonadotropinas (Nett, 1990), a pesar de estos hallazgos no se
conoce del todo como se da la participacion del estradiol a nivel gendmico. Nett
et al. (2002) observaron la accion directa del estradiol en la sintesis y secrecion
de las gonadotropinas en los gonadotropos de las ovejas, encontrando que la
expresion del gen, que codifica para las subunidades de la LH aumenta, lo
anterior se refleja por un incremento en la cantidad de la LH que se almacena y
en la cantidad que es secretada; en contraste observaron una disminucion de la
FSH secretada, demostrando asi, la existencia de un mecanismo de liberacion
diferenciado para las gonadotropinas, debido principalmente, a que el gen que
codifica para la subunidad 3 de la LH es regulado positivamente por el estradiol,
siendo inversa a la expresion del gen que codifica para la subunidad 3 de la FSH

(Nett, 1990).

La influencia que ejerce el estradiol en la expresion del ARNm que
codifica para la GnRH, es dependiente del drea en que se encuentran localizadas
las neuronas en el hipotalamo; por ejemplo, los estrogenos estimulan la expresion
del ARNm de las neuronas que se encuentran en el area predptica. Se ha descrito
que bajas concentraciones de estrogenos, inhiben la expresion del ARNm que

codifica para la GnRH en ratas ovariectomizadas (Herbison, 1998).

2.2.2.2 Progesterona
La progesterona ejerce su accion a nivel genomico mediante la union a su
receptor intracitoplasmatico regulando la expresion de su propio gen, ademas de

tener accion a nivel de la membrana (control no genomico) en los canales 10nicos



(paso del calcio), receptor de neurotransmisores y de otras hormonas como la

oxitocina (Gina y Nett, 1995; Chabbert-Buffet ez al., 2000).

La progesterona regula la pulsatilidad de la GnRH en el hipotalamo,
mientras que en la hipofisis reduce el nimero de receptores para la GnRH en el
gonodotropo, al inhibir la transcripcion del gen que codifica el ARNm para este.
Por lo que la progesterona disminuye la cantidad de la LH secretada al regular la

liberacion de la GnRH (Gina y Nett, 1995).

En la oveja la progesterona es un importante esteroide inhibitorio al
presentar una correlacion inversa entre progesterona periférica y la secrecion
pulsatil de la LH durante el ciclo estral, asi cuando se incrementa la
concentracion de progesterona la frecuencia de los pulsos de la LH se reduce y
cuando la progesterona disminuye durante la liteolisis la pulsatilidad de la LH se

incrementa (Gallegos-Sanchez y Rodriguez, 2002).

Cuando hay una alta concentracion de progesterona disminuye la
expresion de los genes que codifican para la subunidad a y B de la LH,
posiblemente se deba a la remocion del tallo poly A del ARNm (Gina y Nett,
1995).

Existen evidencias que demuestran que la sintesis del receptor de la
progesterona requiere de niveles altos de estradiol de manera previa, sin embargo
la progesterona regula de forma negativa la presencia de receptores tanto suyos
como de estradiol. Por otra parte no se ha demostrado la presencia de receptores
para progesterona en las neuronas que sintetizan la GnRH, lo que significa que
actia de manera indirecta a través de neuronas periféricas, quiza mediante el

sistema opioide colinérgico y mediante el GABA (Robinson, 1995).
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2.3 Ciclo estral de la oveja

A partir de la pubertad, las hembras desarrollan la capacidad para liberar
gametos funcionales en forma ciclica, aproximadamente cada 17 dias durante su
vida reproductiva. El ciclo estral de la oveja se puede dividir en dos fases; la fase
folicular que se caracteriza por €l crecimiento y desarrollo folicular, durante este
periodo ocurre la manifestacion del estro asi como la ovulacion. Mientras que la
fase lutea, se distingue por la formacion y actividad del cuerpo luteo y la

presencia de niveles altos de progesterona (Baird y McNeilly, 1981).

En ambas fases la secuencia de cambios en el ovario se encuentra
relacionada con los cambios endocrinos (Goodman y Hoodge, 1983). Asi,
durante la fase lutea la LH se libera en forma de pulsos de alta amplitud y baja
frecuencia (Baird y Scaramuzzi, 1976); mientras que, en la fase folicular se
incrementa tanto la amplitud y la frecuencia de dichos pulsos, con lo que se
estimula el crecimiento folicular final, la ovulacién y la formacion del cuerpo
luteo. La FSH presenta dos incrementos importantes en sus niveles, el primero
coincide con el aumento preovulatorio de la LH y el segundo se da dias después
de la ovulacion (Wheaton ef al., 1984); durante la fase Iutea existen dos
incrementos menores, uno sobre en los dias 4-5 y otro entre el 9-12 del ciclo

sexual. La FSH incorpora y selecciona foliculos en el proceso de crecimiento

(Baird y McNeilly, 1981).

El control endocrino del ovario se establece a través de diferentes
hormonas procedentes del hipotalamo, la hipdfisis, el ovario y el utero (eje
neuroendocrino central). En la fase lutea, el cuerpo luteo que se forma de la
ovulacion secreta progesterona, siendo esta hormona la encargada de mantener la

gestacion, impidiendo una nueva ovulacion al inhibir la secrecion de la LH al

¢



ejercer una retroalimentacion negativa a nivel de la GnRH (Wheaton er al.,
1984). Mientras que la FSH estimula constantemente el desarrollo folicular,
secretando estos foliculos, estrogenos e inhibina (Baird et al., 1975), las cuales

ejercen un efecto negativo sobre la liberacion de la FSH (Finday y Clarke, 1987).

La sintesis y liberacion de las prostaglandinas F, se da a nivel uterino
(Inskeep y Murdoch, 1980), al secretarse genera la lisis del cuerpo luteo; para
ello se requiere de una presensibilizacion por parte de la oxitocina que es

secretada por la hipofisis posterior y el cuerpo luteo (Donaldson, 1969).

Al descender los niveles de la progesterona y aumentar los niveles de
estradiol permite la secrecion de la GnRH, acelerando la frecuencia de liberacion
de la LH a un pulso cada hora (Baird et al., 1991), provocando asi la descarga
preovulatoria de la LH, horas después de comenzado el estro. La luteinizacion
del foliculo ovulatorio se encuentra regulada por la LH, generandose asi un
cuerpo luteo y el comienzo de un nuevo ciclo con la presencia de los eventos

endocrinos antes descritos (Goodman y Hoodge, 1983).

2.4 Isoformas de las glicoproteinas

Las hormonas glicoproteicas no estan constituidas por una estructura
tinica, sino que presentan variaciones en el arreglo estructural de los
carbohidratos, asi como ser de tipo sializados o sulfatados, para determinada

hormona (Ulloa-Aguirre et al., 1995; Cooke et al., 1996).

2.4.1 Tipos de isoformas de las glicoproteinas

Se han identificado diferentes tipos de isoformas que se clasifican por su
pH en formas; acidas (pH <6.4), neutras (pH 6.5 a 7.4) y basicas (pH >7.5; Ulloa-
Aguirre et al., 1995; Cooke et al., 1996; Moore ef al., 2000; Rojas, 2003; Perera



et al., 2004). Asimismo pueden ser clasificadas de acuerdo a la unidad de pH en
que eluyen (Perera, 2003; Rojas, 2003). Se han identificado diferentes isoformas
de la LH utilizando la técnica del cromatoenfoque en un gradiente de pH de 10.5
a 4 (Zalesky et al., 1992, Ulloa-Aguirre et al., 1995; Castro-Fernandez et al.,
2000; Perera, 2003; Rojas, 2003).

2.4.2 Caracteristicas de las isoformas de las glicoproteinas

El acido siadlico y los sulfatos, presentes en los oligosacaridos de las
gonadotropinas determinan su tasa de depuracion metabolica, a ia vez que,
modulan la potencia biolégica in vivo de la hormona; asi los aminoécidos
terminales sulfatados son removidos de la circulacion al pasar por las células
reticuloendoteliales hepaticas, uniéndose a un receptor especifico (Fiete et al.,
1991; Perlman et al, 2003; Ulloa-Aguirre et al., 2003), en contraste el acido
sialico tiene una menor afinidad por el receptor lo que le permite tener una mayor
vida media en circulacion (Morell et al., 1971). Moore et al. (2000) encontraron
que la vida media de las isoformas de la FSH es mayor en ovejas
ovariectomizadas, debido a que presentan una mayor proporcion de formas

acidas.

La variacion en la distribucién de las isoformas de las gonadotropinas para
la especie humana ha sido documentada en varias condiciones fisiologicas por
ejemplo; al inicio de la pubertad (Phillips et al., 1997), durante el ciclo menstrual
(Zambrano et al., 1995) y en la senectud (Anobile et al., 1998), asi como, en
mujeres con sindrome del ovario poliquistico (Ropelato et al, 1999) y en

hombres obesos (Castro-Fernandez ef al., 2000).
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2.4.3 Factores que modifican el patron de heterogeneidad de las

isoformas de las glicoproteinas

Existen factores como la edad (Moore et al., 2000), el estado reproductivo
de los animales y nutricional de los animales que modifican los patrones de
heterogeneidad de secrecion de las gonadotropinas (Cooke et al., 1996). Moore et
al. (2000) observaron que la distribucion de las isoformas hipofisiarias de la FSH
cambia con la edad de los animales asi, las ovejas adultas presentan un mayor

porcentaje de isoformas acidas en comparacidn con las corderas.

También el patron de las isoformas de la FSH y la LH se modifica en las
diferentes fases del ciclo reproductivo en los ovinos, de tal manera que durante el
anestro las 1soformas de FSH son mas acidas en comparacion con las isoformas
identificadas en la época reproductiva (Moore et al,, 2000). Una importante
diferencia entre ovejas en anestro y en é€poca reproductiva es su ambiente
endocrino, debido principalmente a que disminuye la secrecion de la GnRH en
las hembras durante el anestro, lo cual permite que las isoformas de la FSH que

predominan sean muy acidas.

Las hormonas gonadales (estrogenos/progesterona) modulan el patron de
las isoformas de las gonadotropinas en hipoéfisis, modificando el patrén de
distribucion de las isoformas de la LH. Zalesky et al (1992) realizaron un
estudio con extractos hipofisiarios de ovejas, detectando un mayor porcentaje de
isoformas de la LH basicas en la época reproductiva y un aumento de las
isoformas acidas en el anestro. Los cambios observados durante el anestro
pudieran deberse a que hay un mayor nimero de receptores para estradiol en
hipéfisis en comparacion con la época reproductiva, siendo el hipotalamo

particularmente mas sensible a la retroalimentacion negativa. In vitro el patron de
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liberacion de i1soformas de LH con que cuenta la hipodfisis son medianamente

alcalinos (pH 9.3 a 9.1) siendo secretadas selectivamente (Zalesky et al., 1992).

Keel et al. (1987) encontraron que la ovariectomia en las ovejas da como
resultado un alto porcentaje de isoformas basicas, mientras que, al aplicar
estrogenos de manera exdgena da como resultado un alto porcentaje de isoformas

acidas (Stumpf et al., 1992).

Por su parte Zalesky et al. (1992) sugieren que al presentarse un aumento
en la concentracion de estradiol circulante durante la fase folicular, da como
resultado un alto porcentaje de isoformas acidas siendo esto similar a lo

observado en ovejas ovariectomizadas y tratadas con estradiol.

Diversos estudios sefialan que los estrogenos y andrégenos modifican el
patron de heterogeneidad de la LH; por ejemplo, los estrogenos favorecen el
incremento en el porcentaje de isoformas acidas de la LH ovina; mientras que,

con los androgenos la proporcion de formas basicas aumenta (Christianson ef al.,

1998).

En un estudio realizado por Christianson et al. (1998) con corderos
castrados, utilizaron implantes de Sa-dihidrotestosterona (DHT), observaron que
la DHT disminuye la concentracion de la LH, en comparacion con los corderos
castrados sin implante y los corderos intactos. Los andrégenos pudieran
anticiparse al aumento total de la biopotencia de la LH al incrementarse las
isoformas que eluyen a un pH de 9.2 a 9.4; mientras que un alto porcentaje de
isoformas medianamente basicas, refleja una mayor sintesis de formas menos

maduras (Christianson et al., 1998).
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El polimorfismo de las gonadotropinas se debe en parte a la estructura de
los oligosacaridos que las conforman, lo cual modifica la actividad biologica (in
vitro e in vivo), generando caracteristicas diferentes para cada familia de
gonadotropinas, lo anterior ha sido documentado en humanos y algunos
rumiantes en hipofisis y recientemente en suero en bovinos y caprinos. Es por
ello que el trabajo se enfoco a conocer el patron de heterogeneidad de la LH en

circulacion e hipofisis en ovinos.



III. OBJETIVO E HIPOTESIS

OBJETIVO

Determinar el patron de distribucion de las isoformas séricas e hipofisiarias de la

hormona luteinizante en ovinos durante la etapa de diestro.

HIPOTESIS

Existen variaciones entre las isoformas a nivel sérico y las isoformas hipofisiarias

en oveja.



IV. MATERIAL Y METODOS

4.1 Localizacion

El trabajo de campo se realizo en el Centro de Ensefanza Practica e
Investigacion en Produccion y Salud Animal de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, ubicado en el km 29 de la Carretera
Federal México-Cuernavaca (19°13' LN) a 2760 msnm. El clima de la region es
de tipo c(w) (w)b (ij), que corresponde a semifrio-semihiimedo, con lluvias en

verano y una precipitacion pluvial anual de 800 a 1200 mm (Garcia, 1987).

4.1.1 Seleccion de los animales

Se utilizaron 16 ovejas adultas de la raza Pelibuey, se detectaron estros,
dos veces al dia desde el mes de Junio y hasta el mes de Diciembre mediante la
introduccion de un macho celador. Ademas se les tomd una muestra de sangre
dos veces por semana mediante puncion de la vena yugular utilizando tubos
Vacutainer® (Becton Dickinson), con el objetivo de evaluar su actividad ovéarica

mediante la determinacion de los niveles plasmaticos de progesterona.

Su alimentacion consistio en avena henificada, concentrado comercial para
etapa de mantenimiento y agua ad libitum, lo que permitio conservar una
condicion corporal mayor de 2, dentro de una escala subjetiva de 1 a 5

(Thompson y Meyer, 1994).
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4.2 Diserio del estudio
4.2.1 Estudio Previo

Una vez corroborada la actividad ciclica de las ovejas, se realizd un
estudio para determinar el tiempo requerido para que se eleven, mantengan y
desciendan los niveles de la LH después de la aplicacion de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), y con ello estimar el tiempo 6ptimo de

sacrificio de los animales después del estimulo.

Para ello se sincronizo su actividad estral mediante una doble aplicacion
de prostaglandina (Preloban®, Hoechst Roussel Vet) con un intervalo de 11 dias
entre una y otra aplicacion. Veinticuatro horas después de la segunda aplicacion
de prostaglandina, se realiz6 la deteccion de estros mediante la introduccion de
un macho celador tres veces al dia; una vez detectado el estro se considerdé como
el inici6 del ciclo estral (dia 0). Nueve dias después (diestro) se les administrd
100 png de GnRH (Fertagyl®, Intervet) por via intramuscular, y se tomaron
muestras sanguineas por puncion de la vena yugular a intervalos de 15 min

durante 5 h.

Las determinaciones hormonales se realizaron en el Laboratorio de
Endocrinologia, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM, mediante radioinmunoanalisis (RIA), en el caso de la progesterona por
medio de un RIA en fase solida, mientras que para la LH se empleo un sistema

homologo ovino en fase liquida.



4.2.2 Fase experimental

Una vez conocido el patron de secrecion de la LH después de aplicar la
GnRH, se procedid a identificar el patron de distribucion de las isoformas de la
LH tanto en la hipofisis como en el suero, en la etapa de diestro. Para ello, se
sincronizO nuevamente a todas las ovejas con una doble aplicacion de
prostaglandina con un intervalo de 11 dias entre una y otra. Veinticuatro horas
después de la segunda aplicacion de prostaglandina, se detectaron estros
mediante la introduccion de un macho celador tres veces al dia, una vez
detectado el estro se consideré como el dia cero del ciclo estral. Nueve dias

después (diestro) los animales se distribuyeron al azar en cuatro grupos (n=4):

Grupo testigo (T,): Las ovejas de este grupo recibieron 1 ml de solucion salina

por via intramuscular y se sacrificaron inmediatamente post-estimulo

colectandose las hipofisis (Figura 1).

Grupo 30 min (T-30): Se les administré 100 pg de la GnRH por via
intramuscular, treinta minutos después, los animales fueron sacrificados (en el
ascenso de la LH post aplicacion de la GnRH) y se colectaron las hipodfisis; asi

como 500 ml de sangre (Figura 1).

Grupo 90 min (T-90): Se les administré 100 pg de la GnRH y 90 min después

fueron sacrificados, considerado como el tiempo en que ocurre la mayor

concentracion de la LH post-tratamiento, se colectaron las hipofisis y 500 ml de

sangre (Figura 1).

Grupo 180 min (T-180): Se les administré 100 pg de la GnRH y 180 min
después se sacrificaron. Se considerd como el tiempo en que ocurre el descenso

de la LH post-estimulo, se colectaron las hipofisis y 500 ml de sangre (Figura 1).
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4.3 Procesamiento de las muestras biologicas

4.3.1 Suero

El volumen de sangre colectado de cada animal se mantuvo a temperatura
ambiente con el fin de obtener el suero, el cual fue dializado en membranas con
limite de exclusién de 12000 a 14000 daltons por un periodo de 48 h,

posteriormente fue liofilizado y almacenado a 4°C hasta su utilizacion.

4.3.2 Homogeneizado de hipofisis

Cada adenohipofisis se homogeneizo en amortiguador Tris (50 mM), NaCl
(150 mM), pH 7.4 que contenia | mM fenilsulfonilmetilfluoruro (PMSF), EDTA
(1 mM) y 200 U/ml de aprotinina (I ml/100 mg de tejido himedo), mediante la
utilizaciéon de un homogeneizado de tejidos (Tissue Tearor™, Biospec Products
Inc). El homogeneizado se centrifugd a 16000 x g por 2 h a 4°C. El sobrenadante

fue fraccionado en un volumen de 2 ml y liofilizado.

4.4 Determinacion de la heterogeneidad de la hormona luteinizante

4.4.1 Cromatoenfoque

El patron de elucion de las isoformas de la LH presentes en el suero e
hipdfisis se determiné por medio del cromatoenfoque (CF), método por el cual
las proteinas son separadas al interaccionar la carga de superficie de la molécula
con un soporte de carga inmovilizado (intercambiador i6nico). Se emple6 el
intercambiador i6nico PBE™-118, (Pharmacia) empacado en columnas de 27 cm
de longitud x 0.5 c¢cm de didmetro, equilibradas con 20 volimenes de

Trietilamina®, 0.025 M pH 11.0 (Sigma-Aldrich).
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Antes de depositar la muestra, se colocaron 3 ml de Pharmalyte™ 8-10.5,
(Pharmacia) diluido 1:45 pH 7.0, con el fin de evitar la exposicion de la muestra

a gradientes extremos de pH.

La muestra de suero liofilizado (20 mg de proteina) y el extracto de
hipofisis (6 mg de proteina) se resuspendieron en 5 ml y 3 ml de Pharmalyte
respectivamente. Cada muestra una vez resuspendida, se agit6 durante 30 min y
al término se centrifugd a 3000 x g durante 30 min. El sobrenadante obtenido se
aplico a columnas independientes. Una vez incorporada la muestra al
intercambiador i6nico se inici6 la corrida con Pharmalyte pH 7.0 y se colectaron
80 fracciones (2 ml c/u) con un flujo de 7 ml/h. Posteriormente, el amortiguador
fue sustituido por el Polybuffer™ 74, (Pharmacia) 1:8 pH 3.5 y continud la
corrida colectando un total de 50 fracciones. Al terminar de colectar dichas
fracciones el amortiguador se sustituyd por una solucion de NaCl 1 M con el fin
de recuperar las proteinas que no eluyeron dentro del intervalo de pH de 10.5 a
3.5 y se colectaron 30 fracciones (Figura 2). Se midio el pH a cada fraccion con

el fin de conocer el gradiente de pH en que eluyo la proteina.

Una vez determinado el pH, las fracciones colectadas fueron neutralizadas
con 200 pul de TRIS 1.1 M pH 7.4 (1 a 80 fracciones) y con 200 pl de Imidazol
1.1 M pH 7.0 (81 a 160 fracciones) y se determind la concentracion de la LH por

duplicado en el RIA posteriormente descrito.

Todos los amortiguadores y la resina fueron desgasificados durante 30 min
antes de ser empleados, para evitar la formacion de iones de bicarbonato que

produjeran fluctuaciones en el gradiente de pH.
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La LH inmunoreactiva obtenida en cada cromatoenfoque de extractos
hipofisiarios y muestras séricas se agrup6 por el pH correspondientes a proteinas
acidas (pH < 6.4), neutras (pH 6.5 a 7.4) y basicas (pH > 7.5) simultaneamente se
analizé por unidad de pH (> 10, 9.0 29.99,8.02 8.99,7.0a 7.99,6.0a2 6.99,5.0 a
599, 40 a 499 y 3.0 a 3.99) y finalmente se analiz6 por tipo de isoforma

obtenida en cada cromatoenfoque.

4.5 Determinacion hormonal

4.5.1 Radioinmunoanadlisis para Progesterona

Se realizdé con un kit comercial Diagnostic Products Corporation (Coat A
Cont®, DPC) en fase solida, la fraccion unida se cuantifico en un espectrometro
de radiaciones gamma durante 1 min. El sistema presentd una sensibilidad de 0.1

ng/ml con un coeficiente de variacion intraensayo de 6.41 % e interensayo de

5.68 %.

4.5.2 Radioinmunoanadlisis para la Hormona Luteinizante

La concentracion de la LH en las muestras de suero, asi como las
fracciones colectadas en cada uno de los cromatoenfoques desarrollados, se
determino con un sistema de RIA homologo ovino en fase liquida con 120 h de

incubacion a 4°C, utilizando como sistema de separacion al segundo anticuerpo.

Para la concentracion de la LH en extractos hipofisiarios y las fracciones
colectadas en el cromatoenfoque se utilizo el mismo sistema de RIA ovino
modificado en la disminucion del tiempo de incubacion que correspondié a 20 h
a 4°C y se utilizo como sistema de separacién a la proteina A del Staphylococus

aureus (Pansorbina® Cells, Calbiochem).



En ambos sistemas de RIA, se utilizaron los siguientes reactivos: como
estandar de referencia al NIDDK-oLH-I-2 (AFP7071B) a una dosis de 0.03 a 16
ng/tubo, el primer anticuerpo (NIDDK-0LH-26) a una dilucion final de 1:80000
y como trazador se empled a la NIDDK-oLH-I-2 marcada con '*’I con el método

de IODO-GEN (Perera ef al., 1996).

El sistema RIA para muestras séricas consistio en colocar en el tubo de
reaccion 100 ul del estandar y/o 300 ul de suero, con 200 ul de la dilucion del
primer anticuerpo (1:80000) que contenia suero normal de conejo (1:1600) e
incubacién por un periodo de 48 h a 4°C, al término de esta incubacion se colocod
100 pl de la hormona marcada con '*I (24000 cpm) y contintio la incubacién por

un periodo de 48 h.

La separacion de la fraccion unida (antigeno-anticuerpo) de la fraccion
libre, consistio en colocar 200 pl de segundo anticuerpo (1:80) el cual se incubd
por 24 h, al término se adiciond 1 ml de amortiguador del ensayo (PBS-BSA al
0.1 %) y se centrifug6 a 1500 x g a 4°C durante 15 min, previa incubacion de 15
min a 4°C. La fraccién unida se cuantificé durante 1 min en un espectrémetro de
radiaciones gamma. y la concentracion de la LH se determiné con el programa

“riastat” precargado en el contador (Figura 3).

La sensibilidad del sistema fue de 0.03 ng/tubo con un coeficiente de
variacion intraensayo de 13.86 % e interensayo de 13.33 %. La especificidad del
sistema correspondio a 0.005 ng/tubo para FSH y TSH. La GH y prolactina no

fueron detectables.
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El sistema RIA para muestras de hipéfisis consistio en colocar en el tubo
de reaccion 100 pl del estandar y/o 100 pl, 50 pl, 25 pl, 10 pl, 5 pl segun la
fraccion correspondiente del extracto hipofisiario, con 200 pl de la dilucion del
primer anticuerpo (1:80000) que contenia suero normal de conejo (1:1600) y 100
ul de la hormona marcada con '*°I (24000 cpm) con una incubacién de 20 h a

4°C.

La separacion de la fraccion unida (antigeno-anticuerpo) de la fraccion
libre, consistio en colocar 1 ml de PBS 0.05M, pH 7.4 que contenia 15 pl/tubo de
la suspension de proteina A del Staphylococus aureus, se centrifugd a 1500 x g a
4°C durante 15 min, previa incubacion de 15 min a 4°C. La fraccion unida se
cuantifico durante 1 min en un espectrometro de radiaciones gamma, y la
concentracion de la LH se determino6 con el programa “riastat” precargado en el
contador (Figura 4). El sistema present6 una sensibilidad de 0.03 ng/tubo con un

coeficiente de variacion intraensayo de 10.42 % e interensayo de 6.82 %.

4.6 Analisis Estadistico
El porcentaje de la LH eluida por grupo de pH, asi como por unidad de pH y por
tipo de isoforma en que eluyo la proteina de extractos hipofisiarios y suero

fueron transformados en arco seno, con la finalidad de normalizar los datos.

Se realizé un analisis de varianza (ANDEVA) para determinar las diferencias
entre grupos (T,, T-30, T-90 y T-180) y la prueba de t-student para determinar si
hay diferencias entre hipofisis y suero para cada grupo, para lo cual se utilizo el

paquete estadistico System Analisys Stadistic (SAS, 1999).
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V. RESULTADOS

5.1 Estudio Previo

Se observo un incremento significativo en la concentracion sérica de la LH
(8.40£0.99 ng/ml) a los 30 min que se consider6 como el periodo de ascenso de
la LH, a los 90 min alcanz6 una concentracion de 17.00+1.84 ng/ml que se tomé
como el tiempo de mayor concentracion de la LH posterior al estimulo, y
finalmente a los 180 min ocurri6 el descenso en la concentracion de la LH
(10.82+1.25 ng/ml). Considerando estos resultados se decidid sacrificar a los
animales a los 30, 90 y 180 min después de la aplicacion de la GnRH. La Figura
S muestra el patron de secrecion de la hormona luteinizante después de la

aplicacion de la GnRH en ovejas en diestro.

5.2 Fase experimental

5.2.1 Distribucion de isoformas de la LH en extractos hipofisiarios

5.2.1.1 Grupo de pH
El patréon de elucion de los extractos hipofisiarios ovinos analizados por
medio del cromatoenfoque se muestran en la Figura 6, presentando el patron de

distribucion de isoformas de una oveja por grupo.

En todos los grupos se observd una mayor proporcion de isoformas de la
LH basicas, que representd el 83.9 % en el grupo testigo (T.) y el 80.6 % en el
grupo T-30; mientras que las isoformas neutras representaron el menor
porcentaje de elucion, siendo el mas bajo de 3.7 % (T¢) y el mayor de 8.6 % (T-
30). Para las isoformas acidas los porcentajes oscilaron entre 10.3 % (T-30) hasta
el 12.2 % (T.). No se encontraron diferencias (p>0.05) entre los porcentajes de

distribucion de las isoformas en hipofisis entre los grupos.



5.2.1.2 Tipo de isoformas

En todos los grupos se identificaron 10 isoformas de la LH en los extractos
hipofisiarios con el gradiente de pH utilizado (10.5 a 3.5); encontrando cuatro
isoformas basicas (A, B, C, D), dos isoformas neutras (E y F), ademas de cuatro
isoformas acidas (G, H, I, J) predominando la isoforma B (pH 9.7+0.04) con el
mayor porcentaje de la LH recuperada en todos los grupos, mientras que para las
isoformas 4cidas predomind la forma G (pH 6.4+0.03). No se encontraron
diferencias (p>0.05) entre las isoformas identificadas en los extractos
hipofisiarios para los grupos. Sin embargo, al comparar los porcentajes de las
diferentes isoformas dentro de cada grupo se observaron diferencias (p<0.05),

como se muestra en el Cuadro 1.

5.2.1.3 Unidad de pH
Al analizar los resultados por unidad de pH se encontré un alto porcentaje
de LH eluida a pH de 9 a 9.99 siendo de 59.3 % (T-180) a 51.3 % (T-90).
Mientras que, las isoformas eluidas a un pH de 4 a 4.99 correspondieron a un 3.6
% (T-180) a 2.9 % (Te). Al realizar la comparacion por unidad de pH entre

grupos no se encontr6 diferencia (p>0.05), como se muestra en el Cuadro 2.

5.2.2 Distribucion de isoformas de la LH en muestras séricas

5.2.2.1 Grupo de pH
El patron de elucion de las muestras séricas de ovinos analizadas por
medio del cromatoenfoque se muestran en la Figura 4, presentando el patron de

distribucion de isoformas de una oveja por grupo.
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Independientemente al grupo, nuevamente se observo que el mayor
porcentaje de isoformas de la LH se encuentra a pH basico, con un 54.2 % para el
grupo T-180 y del 47.8 % para el grupo T-90; sin embargo, a pH neutro, se
observo un aumento (22.6 %) en el grupo T-180 y una disminucion (16.7 %) en
el grupo T-30. Mientras que para las isoformas acidas los porcentajes oscilaron
entre el 31.9 % (T-30) hasta el 23.2 % (T-180). No se encontraron diferencias

(p>0.05) en el porcentaje de distribucion de isoformas séricas entre los grupos.

5.2.2.2 Tipo de isoformas

El analisis por tipo de isoforma permitié identificar cuatro isoformas de la
LH en suero con el gradiente de pH aplicado (10.5 a 3.5), encontrando dos
isoformas basicas (A y B), una neutra (C) y una isoforma acida (D). No hay
diferencia entre el porcentaje de las diferentes isoformas en el suero entre los
grupos (p>0.05). Sin embargo, al comparar el promedio de las diferentes
isoformas séricas, se encontrd diferencia (p<0.05), predominando la isoforma B
(pH 8.76+0.05) con el mayor porcentaje de la LH recuperada en todos los grupos,

como se muestra en el Cuadro 3.

5.2.2.3 Unidad de pH
El porcentaje de isoformas eluidas a un pH de 9 a 9.99 es el predominante
al encontrar un alto porcentaje de la LH que va de 25.9 % (T-30) a 23.8 % (T-
180); en contraste el porcentaje de isoformas eluidas a un pH de 3 a 3.99
corresponde un 8.1 % (T-180) a 6.1 % (T-90). Al realizar la comparacion entre
los grupos no se observo diferencia (p>0.05) para cada unidad de pH, como se

muestra en el Cuadro 4.
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5.2.3 Comparacion de la distribucion de isoformas de la LH presentes
en extractos hipofisiarios y muestras séricas
5.2.3.1 Grupo de pH

Cuando se comparo la proporcion de isoformas presentes en los extractos
hipofisiarios y en el suero, se observé una mayor proporcion de isoformas de la
LH a pH 4cido en suero el cual fue diferente (p<0.05) para T-30; en tanto que, las
isoformas eluidas a pH bésico son diferentes (p<0.05) entre los grupos
comparados (T-30, T-90 y T-180). En las isoformas neutras hay diferencia
(p<0.05) para T-90 y T-180 y para T-30 no hay diferencia (p>0.05), como se

muestra en el Cuadro 5.

5.2.3.2 Tipo de isoformas
Cuando se compar6 por tipo de isoformas presentes en los extractos
hipofisiarios y en el suero se realizo tomando en cuenta el pH al que eluyeron
dichas isoformas por lo que en total se compararon cuatro isoformas siendo estas,

isoforma B, D, F y H para los extractos hipofisiarios y las cuatro isoformas

séricas (A, B, Cy D).

Encontrando que entre las isoformas D y B (pH 8.70 y 8.76) no hay
diferencia (p>0.05) en T-30 y T-90; en contraste con las otras isoformas que si

son diferentes entre si (p<0.05) para todos los grupos, como se muestra en el

Cuadro 6.

5.2.3.3 Unidad de pH
El analisis por unidad de pH al comparar los extractos hipofisiarios y el
suero, no hay diferencia (p>0.05) a un pH de 10 para T-30 y T-90 pero si
(p<0.05) para T-180. Hay diferencia (p<0.05) entre extracto hipofisiario y suero,

35



para los tres grupos en el porcentaje eluido a un pH de 9 y 3; en contraste no se
encontro diferencia (p>0.05) a un pH de 6 y 4 entre el porcentaje de isoformas
eluidas en hipofisis y suero. Para las isoformas de la LH a un pH de 8 se presenta
diferencia (p<0.05) solo en T-30 y a un pH de 7 no hay diferencia (p>0.05) para

T-30, como se muestra en el Cuadro 7.
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VI. DISCUSION

Se ha demostrado que los oligosacaridos de las hormonas glicoproteicas
determinan en parte la heterogeneidad de las mismas, debido a que su
composicion y estructura influyen en el ensamblaje de las subunidades, ademas
de participar en la determinacion de su vida media (Morell ef al., 1971; Fiete et
al., 1991; Burgon et al., 1996; Cooke et al., 1996; Ulloa-Aguirre et al., 1999;
Ulloa-Aguirre et al., 2001), como en la capacidad de inducir una respuesta

biologica (Ulloa-Aguirre et al., 1995; Ulloa-Aguirre et al., 2001).

Se han realizado estudios, tanto en humanos como en roedores, en relacion
a la heterogeneidad de las gonadotropinas a nivel hipofisiario o sérico (Chappel
et al., 1982; Ulloa-Aguirre et al., 1995; Ulloa-Aguirre ef al., 2001). En rumiantes
existen diversos estudios en hipofisis (Keel et al, 1992; Stumpf et al, 1992;
Zalesky et al., 1992) y recientemente se han realizado estudios en suero (Rojas,
2003; Perera et al., 2004), bajo diferentes condiciones fisiologicas. Sin embargo,
no existen estudios que hayan comparado el patron de heterogeneidad de la LH

en hipofisis y suero, como lo realizado en el presente trabajo.

En este estudio se encontr6 que las ovejas en fase lditea presentan un
mayor porcentaje de isoformas basicas en ambos compartimentos, aunque en
circulacion estas disminuyen en un 30 % en comparacion con lo encontrado en
los extractos hipofisiarios (80 %); mientras que, en el suero el porcentaje de
formas acidas y neutras fue mayor al compararlo con la proporcion encontrada en
hipofisis (Cuadro 5). Este patron de distribucion, ha sido descrito para la FSH.
Ulloa-Aguirre et al. (1995), identifico que las 1soformas de la FSH en extractos

hipofisiarios eluyen a un pH menor de 5.5 y en suero la mayor parte de isoformas
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de la FSH eluyen a un pH de 4.5; mientras que, en la orina las isoformas

identificadas de la FSH eluyen a pH de 5.8 a 5.0.

Existe la posibilidad de que las diferencias observadas de las isoformas
contenidas en los diferentes compartimentos, se deba a su diferente tasa de
eliminaciéon, ya que las formas éacidas permanecen mayor tiempo en la
circulacion, que aquellas que eluyen a pH basico (Burgon et al., 1996; Cooke et
al., 1996; Stanton et al., 1996). Asi, la presencia de residuos terminales N-
acetilgalactosamina-SO4 o N-acetilglucosamina en los oligosacaridos terminales
de la LH de las isoformas basicas favorecen la depuracion metabdlica de la
misma por receptores especificos presentes en el endotelio hepatico y en las
célulus de Kiipffer (Fiete et al., 1991; Cooke et al., 1996, Fiete y Baenziger,
1997).

A su vez, la diferencia en la proporcion de isoformas de la LH en hipofisis
y en circulacion observada en este estudio, podrian deberse a la limitada
capacidad de enlace que presenta el intercambiador i6nico (PBE-118) a elevados
pH (Keel et al., 1987, Zalesky y Grotjan, 1991). Otra posibilidad, es que las
diferencias encontradas se deban a que en la hipdfisis la LH se encuentra en
diferentes etapas de sintesis; y si bien, las isoformas de la LH presentes en la
hipofisis son observadas en la circulacion, las diferencias en la proporcion
relativa de éstas, pueden ser debidas a que las formas “maduras” tinicamente son
las liberadas a la circulacion; mientras que en hipéfisis, existen hormonas en las
etapas de sintesis que podrian ser reconocidas por el anticuerpo utilizado en el
sistema de cuantificacion de la hormona (RIA), lo cual puede sugerir, que el
distinto porcentaje observado entre las isoformas en suero e hipofisis se deban a

la metodologia empleada (Crowe et al., 1997).
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En este estudio, el mayor porcentaje de isoformas hipofisiaria eluyeron a
pH de 9.7 (Cuadro 1), en comparacion con las isoformas séricas donde la mayor
proporciéon de éstas eluyen a pH de 8.7 (Cuadro 3). Ademas en suero se
incremento la proporcion de isoformas neutras y acidas. Estos hallazgos son
semejantes a lo descrito en ovinos gonadectomizados en presencia de androgenos
donde las isoformas hipofisiarias de la LH eluyen a un pH de 9.4 (Christianson ef
al., 1998); mientras que, Kojima ef al. (1995) encontraron que en bovinos las

isoformas hipofisiarias predominantes de la LH eluyen a pH de 9.3.

La informacion del polimorfismo de la LH presente en el suero es
limitada, sin embargo, en humanos hay evidencias de que en condiciones
fisiologicas normales y en algunas alteraciones hormonales, el patréon de
distribucion de las isoformas puede ser favorecida hacia formas basicas durante
la pubertad (Phillips et al., 1997), en sujetos extremadamente obesos (Castro-
Fernandez et al.,, 2000), asi como en mujeres con sindrome del ovario
poliquistico (Ropelato et al, 1999). Por otra parte, Perera (2003) observo en
bovinos una mayor proporcion de 1soformas basicas en circulacion que eluyeron
a pH de 9, ademas de un aumento en isoformas acidas durante la fase litea del
ciclo estral; siendo similar a lo observado por Keel ef al. (1987) en ovinos y por
Stumpf et al. (1992) en vaquillas; en contraste, Rojas (2003) observ6 un aumento
en la proporcion de isoformas acidas circulantes en la fase folicular (pico
preovulatorio de la LH), en cabras. Las evidencias antes descritas, indican la
posibilidad de que el medio endocrino del animal, favorece la presentacion de un
patron de distribucion de isoformas de la LH diferente en la circulacion, en este
caso la relacion progesterona/estradiol presente durante la fase Iutea, puede

influir en el incremento de formas basicas.
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La participacion de la progesterona en el proceso de glicosilacion de las
gonadotropinas se desconoce, sin embargo diversas investigaciones han dado a
conocer en parte el mecanismo de regulacion, el cual esta dado por el ambiente
endocrino hipotaldmico de los animales. Se ha observado que la administracién
cronica de progesterona en ovejas ovariectomizadas disminuye la frecuencia pero
no la amplitud de los pulsos de liberacion de la LH (Goodman y Karsch, 1980).
En un estudio realizado por Hamernik et al. (1987) bajo las condiciones
fisioldgicas descritas, observaron una reduccion en la concentracion de la LH
sérica. Ademas, se ha observado que una elevada concentracion de progesterona
reduce la cantidad y sintesis de receptores de la GnRH en estudios realizados in
vitro e in vivo (Hamemik et al,, 1987; Gina y Nett, 1995; Brown y McNeilly,
1997, Cowley et al., 1998).

Ademas, se ha descrito que la progesterona regula de forma negativa el
numero de receptores para estradiol presentes en el gonadotropo (Koligian y
Stormshak, 1977; Nett et al., 2002); asimismo, el efecto inhibitorio de la
progesterona hacia el estradiol pudiera explicar el incremento en isoformas de la
LH de tipo basico, ya que las enzimas que incorporan sulfato y N-
acetilgalactosamina estan reguladas por el estradiol (Dharmesh et al., 1993). La
administracion aguda de progesterona en cultivos celulares de hipofisis ovina
disminuye la expresion del ARNm para la subunidad o y B de la LH por 24 h
(Batra y Miller, 1985); asi también, remueve el tallo poli A presente en el ARNm

que es el encargado de codificar para ambas gonadotropinas en estudios in vivo

(Gina y Nett, 1995).
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Por otra parte, los resultados obtenidos en el presente estudio, no
mostraron indicios de haberse presentado una modificacion de la LH por la
aplicaciéon de la GnRH, lo cual puede deberse a una baja sensibilidad de la
hipofisis al presentar un menor nimero de receptores para la GnRH (Cowley et
al., 1998). La administracion de la GnRH, podria modificar las caracteristicas de
la LH liberada normalmente durante el diestro, al presentar un efecto a corto
plazo, es decir, inducir la sintesis de novo de la LH en el gonadotropo, dandose
un aumento de la transcripcion del gene para PLH; no obstante, se ha
documentado en diferentes especies el papel que tiene la GnRH al inducir un
pico de liberacion de la LH, al poder modificar o no el patron de distribucion de
las isoformas de la LH; asi como, la sintesis de novo por parte del gonadotropo
bajo la influencia de un estimulo agudo de la GnRH. Wide y Bakos (1993)
reportaron que la infusion pulsatil de la GnRH en nifios incrementa la proporcion
de isoformas basicas de la LH en suero; mientras que, Burger et al. (2002)
observaron un incremento en la transcripcion del gene para la subunidad 3-LH.
Sin embargo, estudios realizados con la administracion de una dosis unica de la
GnRH in vitro (Zalesky y Grotjan, 1991) e in vivo (Zambrano et al., 1995;
Castro-Fernandez et al., 2000), han demostrado que no se modifica el patréon de

isoformas de la LH secretadas por los gonadotropos.

En particular, al estudiar el efecto de la administracion de la GnRH en la
especie ovina durante la fase lutea, se ha observado que aumenta la transcripcion
para la subunidad B-LH teniendo como respuesta sintesis de ARNm que codifica
para dicha subunidad la cual tiende a ser inestable (Brown y McNeilly, 1997),
por lo que la GnRH no modifica las caracteristicas de la LH secretada. Con lo
descrito anteriormente se puede especular que no hay efecto por parte de la

GnRH al inducir la secrecion de la LH como un estimulo agudo. Las evidencias
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anteriores indican que un efecto agudo de la GnRH, dificilmente involucra la
sintesis de novo de la LH, al menos durante el periodo estudiado (180 min). Estos
antecedentes permiten proponer, que la LH hipofisiaria analizada en la etapa de
diestro, es basicamente la hormona ya sintetizada en el gonadotropo y presente

en circulacion en esta etapa del ciclo estral.
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VII. CONCLUSIONES

En el presente estudio se observd que en ovejas Pelibuey en fase lutea las
isoformas de la LH predominantes, tanto en extracto hipofisiario como en el

suero son las formas basicas.

El porcentaje de isoformas acidas en el suero son significativamente mayor
a la proporcion encontrada en la hipdfisis, sin embargo la variabilidad encontrada
en el porcentaje de isoformas en suero fué mayor que la observada en la

hipofisis.

La administracion de la GnRH en dosis unica y farmacologica, no

modifico el patron de distribucidn de las isoformas de la hormona luteinizante.

El porcentaje de isoformas basicas de la LH en extractos hipofisiarios fue
diferente al presente en circulacion, lo que podria indicar los tipos de isoformas

que llegan a la célula blanco.
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IX. ANEXOS

Cuadro 1. Tipos de i1soformas de la hormona luteinizante en extractos

hipofisarios de ovejas en fase lutea (promedio + error estandar).

1 ~
Tipo de Grupos
pH
[soformas T. T-30 T-90 T-180
A | 1024004 001£0.005  0.03+0.02  0.01£0.003  0.005£0.003
. B | 97£0.04  53.8+5.6° 48.3+6.7°  47.7+4.7° 53.845.3*
o3
3 c | 92+0.02 4.4+0.8 6.842.5 3.7+0.5 5.541.4
D | 87+0.04  24.6+3.3" 25.2+1.2° 29.5+3.8° 23.5+4.0°
4 E | 7.4+0.04 1.940.6 4.0+1.5 2.540.5 2.040.4
Z F | 7.120.02 2.0+0.4 2.040.2 3.040.5 2.340.2
G | 641003  9.742.3° 7.7+1.4°¢ 9.4+1.7° 8.541.3°¢
. H | 494004  2.740.09 3.540.3 3.4+0.9 3.6+0.3
S
< I | 3.6+0.02 0.6+0.2 0.7+0.2 0.7+£0.09 0.6£0.2
J | 484008  0.2+0.02 0.3+0.09 0.240.04 0.2240.01

e e e e e e S|

Distinta literal indica diferencia (p<0.05) entre el mismo grupo.
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Cuadro 2. Analisis de la hormona luteinizante eluida por unidad de pH en

extracto hipofisiario ovino (promedio + error estandar).

Grupos
Unidad de pH
T. T-30 T-90 T-180

10 0.02+0.01 0.03+0.02 0.01+0.003 0.005+0.003
9 58.246.8 55.8+4.2 51.345.0 59.3+6.4
8 24.6+3.7 25.6+1.5 29.5+4 .4 23.544.7
7 3.9+1.1 6.2+2.1 5.5%1.1 4.34+0.5
6 9.7+2.7 79£1.7 9.5+2.0 8.5%1.5
4 2.9+0.1 3.5+¢0.3 3.4+1.0 3.6+0.3
3 0.6+0.2 0.3+0.1 0.7+0.1 0.6+0.2

NaCl 0.2+0.02 0.3+0.1 0.2+0.05 0.2+0.02

No se encontrd diferencia (p>0.05) estadistica.
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Cuadro 3. Porcentaje de isoformas de la hormona luteinizante presente en suero

ovino (promedio + error estandar).

Grupos
Tipo de Isoformas pH
T-30 T-90 T-180
A 9.8+0.05 17.7£3.4 14.4+4.5 16.1£2.9
8
Q
3
m
B 8.76+0.05 40.8+8.4 ° 40.6+7.9° 39.6+4.5*
5
E C 7.1240.02 14.7+4.0 ® 14.543.0° 25.4+3.1°
2
<
% D 5.27+0.09 26.849.2 30.8+11.2 19.2+3.8
<

Distinta literal indica diferencias (p<0.05) entre el mismo grupo.
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Cuadro 4. Analisis de la hormona luteinizante eluida por unidad de pH en suero

ovino (promedio + error estandar).

Grupos
Unidad de pH

T-30 T-90 T-180
10 5.65+2.7 4.13+1.8 2.18+1.1
9 25.90+6.2 25.87+6.0 23.79+4.9
8 18.37+£2.5 16.72+8.2 26.38+4.7
7 18.36+6.0 21.3745.4 22.65+2.4
6 6.21+1.7 5.04+1.7 5.61+3.1
4 4.62+0.8 9.64+5.9 3.78+0.7
3 T35%1.2 6.14+2.2 811235

e e e e ey T |

No se encontré diferencia (p=0.05) estadistica.
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90 min
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GnRH a T-30, T-90,

S
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Figura 1. Tiempo de sacrificio de las ovejas para la obtencion de suero e

hipoéfisis, después de la aplicacion de solucién salina (SS; grupo Te) o la

GnRH (Grupos T-30, T-90 y T-180).
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Cromatoenfoque

PBE 118
equilibrada Trietilamina

0.025M pH 11.0

Pharmalyte 1:45
pH 7.0
Fracciones 1-80

Polybuffer 74 (1:8)
pH3.5
Fracciones 81-130

NaCl 1M
Fracciones 131-160

Radioinmunoensayo

Figura 2. Cromatoenfoque de la LH para extractos hipofisiarios y muestras
séricas.
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RIA de la LH
Suero
Estandar y/o
fraccion
ler Anticuerpo ¢ -
(1:80000) Incubaciéon
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¢
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48 h a 4°C
i
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(1:80)
Incubacion
24 had°C
N |
PBS-BSA 0.1%
Incubacion
| 15 min a 4°C

<

Centrifugacion
1500 xg/15 min

g Cuantificacion

Figura 3. Radioinmunoanalisis de las muestras séricas de ovinos.
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Incubacion

<4
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Figura 4. Radioinmunoanalisis de los extractos hipofisiarios ovinos.
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Respuesta al estimulo de la GnRH
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Figura 5. Concentraciones séricas (promedio + error estandar) de la LH en
muestras colectadas a intervalos de 15 min durante 5 h, después de aplicar 100 pg

de la GnRH a las ovejas (n=16).

Las flechas indican los tiempos considerados para sacrificar a las ovejas T-30 (30 min), T-90 (90 min) y T-180 (180 min).
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Figura 6. Patron de elucion representativo de una oveja de cada grupo de la LH
hipofisiaria ovina.

La linea continua indica el gradiente de pH de elucion de las fracciones colectadas. La linea punteada indica la
concentracion de la LH para cada fraccion. Las flechas muestran los cambios de amortiguador.

Las letras seiialan los diferentes tipos de isoformas de la LH identificadas en el cromatoenfoque.
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Figura 7. Patron de elucidn representativo de la LH sérica se presenta una oveja
por grupo.

La linea continua indica el gradiente de pH de elucion de las fracciones colectadas. La linea punteada indica la
concentracion de la LH para cada fraccion. Las flechas muestran los cambios de amortiguador.

Las letras sefalan los diferentes tipos de isoformas de la LH identificadas en el cromatoenfoque.
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Figura 8. Patron de elucion de las isoformas del grupo T, de la LH hipofisiaria
ovina.

La linea continua indica el gradiente de pH de elucién de las fracciones colectadas. La linea punteada indica la
concentracion de la LH para cada fraccion. Las flechas muestran los cambios de amortiguador.

Las letras sefialan los diferentes tipos de isoformas de la LH identificadas en el cromatoenfoque.
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Figura 9. Patron de elucion de las isoformas del grupo T-30 de la LH hipofisiaria
ovina.

La linea continua indica el gradiente de pH de elucion de las fracciones colectadas. La linea punteada indica la
concentracion de la LH para cada fraccion. Las flechas muestran los cambios de amortiguador.

Las letras seialan los diferentes tipos de isoformas de la LH identificadas en el cromatoenfoque.
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Figura 10. Patron de elucion de las isoformas del grupo T-90 de la LH
hipofisiaria ovina.

La linea continua indica el gradiente de pH de elucion de las fracciones colectadas. La linea punteada indica la
concentracion de la LH para cada fraccion. Las flechas muestran los cambios de amortiguador.

Las letras sefalan los diferentes tipos de isoformas de la LH identificadas en el cromatoenfoque.
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Figura 11. Patrén de elucion de las isoformas del grupo T-180 de la LH

hipofisiaria ovina.

La linea continua indica el gradiente de pH de elucion de las fracciones colectadas. La linea punteada indica la

concentracion de la LH para cada fraccion. Las flechas muestran los cambios de amortiguador.

Las letras sefialan los diferentes tipos de isoformas de la LH identificadas en el cromatoenfoque.
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Figura 12. Patrén de eluciéon de las isoformas del grupo T-30 de la LH sérica
ovina.

La linea continua indica el gradiente de pH de elucion de las fracciones colectadas. La linea punteada indica la
concentracion de la LH para cada fraccion. Las flechas muestran los cambios de amortiguador.

Las letras sefialan los diferentes tipos de isoformas de la LH identificadas en el cromatoenfoque.
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Figura 13. Patron de elucion de las isoformas del grupo T-90 de la LH sérica
ovina.

La linea continua indica el gradiente de pH de elucion de las fracciones colectadas. La linea punteada indica la
concentracion de la LH para cada fraccion. Las flechas muestran los cambios de amortiguador.

Las letras sefialan los diferentes tipos de 1soformas de la LH identificadas en el cromatoenfoque.
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Figura 14. Patron de elucion de las isoformas del grupo T-180 de la LH sérica
ovina.

La linea continua indica el gradiente de pH de elucion de las fracciones colectadas. La linea punteada indica la
concentracion de la LH para cada fraccion. Las flechas muestran los cambios de amortiguador.

Las letras sefalan los diferentes tipos de isoformas de la LH identificadas en el cromatoenfoque
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“En mi final esta mi principio” —dice T.S. Eliot-
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