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VIZCAYA SANCHEZ CECILIA. Caracterizacion de las isoformas
hipofisiarias de la hormona luteinizante bovina (bLH) (Bajo la direccién
de: Dr. Gerardo Perera Marin y MVZ Gerardo Arrellin Rosas)

Resumen

El objetivo del estudio fue comparar el patrén de isoformas de la LH de
extractos hipofisiarios de machos y hembras de la especie bovina por medio
del cromatoenfoque. Se analizaron cinco hipoéfisis de hembra y de macho sin
distincion de su condicion fisioldgica. A cada isoforma identificada se le
determind: punto isoeléctrico (pl), movilidad relativa (Rf), peso molecular (PM) e
interaccion antigeno-anticuerpo. ElI pl, se determinG por medio del
cromatoenfoque, la Rf con electroforesis en gel de poliacrilamida al 7% en
condiciones nativas (TRIS-PAGE), el PM con electroforesis en gel de
poliacrilamida al 12.5 %, en presencia de dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE)
y la reacciéon antigeno-anticuerpo por medio de inmunotransferencia y
radioinmunoensayo especifico para LH. El porcentaje de las isoformas C (pl
9.1) y D (pl 9.0) en el macho y hembra no se modificé, las isoformas B (pl 9.5,
2.8 + 0.9%), E (pl 8.3, 18.4 + 1.3%), F (pl 7.4, 8.7 + 1.5%), | (pl 6.0, 10.2 +
1.9%) vy K (pl 4.4, 2.7 + 0.9%) en la hembra fueron mayores (p<0.05)
observandose una menor cantidad (p<0.05) para las isoformas G (pl 6.9, 2.9 *
0.2%) y J (pl 4.7, 4.5 + 0.9%). La Rf de la banda méas importante en las
isoformas D, E, F, G, H, I y J en el macho fue de 0.06, 0.07, 0.11, 0.21, 0.26,
0.25y 0.26 cm, respectivamente. En la hembra, la Rf de las isoformas C, D, E,
F,I,JyS fuede0.11, 0.12, 0.11, 0.21, 0.05, 0.09 y 0.21 cm., respectivamente.
El PM del monomero correspondié en todas las isoformas a 29.5 Kilodaltones
(kDa), en tanto que la subunidad o y B fue de 215 y 18.2 kDa,
respectivamente. La inmunotransfererencia, identific6 bandas de PM de 59.0,
29.5y 21.5 kDa en el estandar USDA-bLH-5 y en las isoformas. Se present6 un
paralelismo entre las isoformas de la LH y el estdndar USDA-bLH-5. Los datos
presentaron una distribucion diferente entre machos y hembras, con un menor
porcentaje de isoformas basicas en el macho que en la hembra, y un punto
isoeléctrico (pl), peso molecular (PM) y movilidad relativa (Rf) semejante entre

SeXxos.



Introduccion
La hormona luteinizante (LH) es una glicoproteina heterodimérica,! involucrada
en la regulacion del proceso reproductivo del macho y la hembra, % * presente
en una variedad de formas moleculares en la hipéfisis, suero y orina, *°
polimorfismo que depende del tipo y estructura de sus oligosacaridos, asi como
de sus residuos de sulfato y/o acido sidlico terminal.®

En rumiantes la heterogeneidad de la LH se ha descrito en extractos
hipofisiarios, empleando métodos como la cromatografia de intercambio
14,15 y el

cromatoenfoque.’®*® Recientemente, con el cromatoenfoque, el polimorfismo

i6nico,”™ la  cromatografia de interaccién  hidrofébica
de la LH se ha identificado en el suero de caprinos,*® bovinos® y ovinos;*’ no
obstante, el nimero y cantidad de cada una de las isoformas identificadas
varian con el método empleado.

El patron de sintesis y secrecion de las isoformas de la LH se ha

21,22 2,4,20,23-25

correlacionado con el tipo de muestra, el estado fisioldgico, Sexoy

edad®®?’ del animal. Se han descrito trece isoformas de LH en extractos

hipofisiarios de hembras bovinas® y ovinas,"*

cuyo patron resultd mas
heterogéneo en el suero.*”*® Aunque en ambos tipos de muestra predominaron
las isoformas bésicas.

La proporcion de isoformas que existen de la LH y FSH con relacion al
sexo y la edad se han descrito en humanos, cuyos resultados mostraron un
incremento en las isoformas mas acidas de LH y FSH en machos como en

individuos seniles de ambos sexos.?®

Dependiendo del estado fisiolégico y neuroendocrino al momento de la
colecta de la hipofisis y del suero, se puede encontrar que durante la fase
folicular del ciclo estral del hamster,*® rata® bovino®’ y el ciclo menstrual en
humanos * la proporcién de isoformas menos acidas de la FSH se incrementan
(mayor bioactividad in vitro), a diferencia del porcentaje observado en un
ambiente enriquecido por progesterona (fase lutea), en donde la proporcion de
isoformas &cidas disminuye (menor bioactividad in vitro).2%:%/28:32
En la especie bovina, el porcentaje de isoformas &cidas de LH en la fase

folicular también se incrementa, mientras que en el diestro, este porcentaje



disminuye con el consiguiente aumento en el porcentaje de las isoformas
basicas,?® lo que sugiere una participacién diferencial de cada isoforma en el

proceso reproductivo de estas especies.

1. Hormona luteinizante (LH)
La LH es una glicoproteina, miembro de la familia de hormonas que incluye a la
estimulante de la tiroides (TSH), foliculo estimulante (FSH) y la gonadotropina
coriénica (GC). 3¥3°
La LH participa en la regulacién ovarica y testicular;*® induciendo la
maduracion folicular,®” la ovulacién,®® el desarrollo y mantenimiento del cuerpo
liteo y la secrecion de progesterona en hembras, mientras que en machos
regula la secrecién de testosterona.®*** Ademas interviene en la sintesis y
modificacién de las hormonas esteroides, factores de crecimiento y citocinas.®
La LH es una proteina heterodimérica compuesta por dos subunidades

glicosiladas a y B,***

ésta es sintetizada dentro de un grupo heterogéneo de
células localizadas en la hipofisis anterior, llamadas gonadotropos. Los
gonadotropos se dividen en mono-hormonales (llamados asi por que son
reconocidos especificamente por anticuerpos anti-LH o anti-FSH) y bi-
hormonales (identificados por ambos anticuerpos).** La proporcién de estas

células varia de acuerdo a la fase del ciclo estral.*>*’

1.1 Subunidad a

La subunidad a, dentro de una especie, es codificada por un solo gen, por
ejemplo, en humanos el gen esté localizado en el brazo corto del cromosoma
6, y su secuencia de amino&cidos es idéntica entre los miembros de una

familia.

El ADN complementario y el gen de la subunidad a han sido
caracterizados en humanos, bovinos, ratones y ratas.*® El tamafio del gen varia
de 8 a 16.5 kilobases (kb) debido a la variacion de tamafio del primer intrén,
que oscila de 5.4 kb a 13 kb.*®

En algunas especies, el ARNm-a estd formado por 730 a 800

nucledtidos, con una homologia del 70 a 90% dependiendo de la especie; el



ARNmM, codifica para un péptido lider de 20 a 24 aminoacidos y para una
cadena proteica de 92 a 96 aminoacidos en todas las especies.*’

La subunidad o presenta dos sitios de N-glicosilacion (oligosacaridos
unidos en el grupo amida del aminoacido asparagina), en posicion Asn®2°%¢y
Asn®° ® de |a cadena primaria de aminoécidos en mamiferos, aves, anfibios y

peces.?*

1.2 Subunidad 8

A diferencia de la subunidad a, la subunidad B de los otros miembros de la
familia de glicoproteinas (FSH, TSH y CG), no es codificada por un solo gen.
La subunidad B es la que determina la especificidad.*®* Los genes de la BLH
son mas pequefios, con una longitud aproximada de 1.5 kb, conformados por

352 a 233 nucledtidos en los humanos.

El gen codifica un péptido lider de 24 aminoacidos y una proteina madura
de 121 aminoacidos, con una homologia de aproximadamente 82% entre
especies.*® Ademas la subunidad B presenta 12 residuos de cisteina unidos por
6 puentes disulfuro.®

El nimero de aminoacidos en la subunidad B, varia dependiendo de la
hormona. Por ejemplo la subunidad BFSH esta formada por 110 a 111; la BTSH
por 112-118; BLH por 117-121, mientras que la BhCG y la BeCG contienen de

145 a 149 aminoacidos. >

Los sitios de glicosilacion varian de acuerdo a la especie y tipo de
hormona. En la BLH de especies como ovinos, bovinos, equinos, cerdos y
roedores, el sitio de glicosilacién se encuentra en la posicion Asn*?, mientras

que en la especie humana, el sitio de glicosilacion se localiza en Asn®.®

2. Tipo y funcion de los oligosacaridos de la LH

La LH contiene N-oligosacaridos conformados por una o dos ramificaciones,
que presentan como residuo final sulfato, acido sidlico o manosa; formando
estructuras de oligosacéaridos del tipo mono-sulfatados, di-sulfatados y/o
sulfatados-sializados. El tipo de ramificacion varia dependiendo de la especie,
por ejemplo, la LH bovina y ovina se caracterizan por presentar oligosacaridos



con residuos sulfatados (mono y bisulfatados), con un 76 % de ramas bi-
sulfatadas y un 24 % de mono-sulfatadas, mientras que la LH de origen
humano presenta tanto residuos sulfatados como sializados.

La composicion y estructura de la cadena de carbohidratos en las
gonadotropinas, en particular en la LH, son altamente variables, con un amplio
espectro en las unidades terminales del oligosacarido como son el &cido sialico
y el grupo sulfato.®** Estas variaciones constituyen las bases quimicas de la
formacion de las isoformas o la heterogeneidad estructural de la LH.**3

En las gonadotropinas, los carbohidratos representan el 30% del total
de la masa de la hormona® vy la adicion pos-traduccional de estos
oligosacaridos en estas hormonas juegan un papel importante en la

determinacion de sus propiedades y funciones.?>?

Por ejemplo, en el
plegamiento de la proteina, en el ensamblaje de las subunidades a/B, en la
maduraciéon conformacional y secrecion del heterodimero, en la tasa
metabdlica, en la afinidad de unidon a su receptor y en la capacidad de la
hormona para activar a su receptor de manera eficiente e inducir una sefal

intracelular.® 244°

3. Sintesis y regulacion de las isoformas de la LH
En varias especies las hormonas gonadotropicas (LH y FSH) son secretadas a

la circulacion en mudltiples formas moleculares,?®2°:32:53-%9

sin embargo, pocos
trabajos han caracterizado el patron de isoformas de las gonadotropinas en la
circulaciébn en animales domésticos durante diferentes estadios fisioldgicos.
Mucha de la informacion se ha documentado en relacién con el patron de
isoformas presentes en la hipdfisis anterior de rumiantes. Hormonas como la
GnRH, el estradiol y la progesterona participan en la regulacién de la cantidad
relativa y el patrén de distribucion de las isoformas de la LH en la hipdfisis y el

suero en rumiantes.

3.1 Estradiol (E)

Existen evidencias que los esteroides sexuales, particularmente los estrogenos,
estan involucrados en la regulacion, produccion y secrecion de las
gonadotropinas en los animales domésticos. Por ejemplo, en rumiantes el E; es

un importante regulador en el eje hipotalamo-hipdfisis-gonada; la



administracion aguda de E;, a animales ovariectomizados pre-sensibilizados o a
ovejas anéstricas, induce un pico similar al pre-ovulatorio de LH.%®®' Este
evento involucra dos fases, una a corto plazo (4 a 6 h en la borrega),®® que
consiste en la sintesis y generacion de receptores de la GnRH en la membrana
del gonadotropo; la segunda que incluye la secrecion de la GnRH por el
hipotalamo y comienza de 12 a 15 h después.®® Por lo tanto, se puede asumir
gue el pico pre-ovulatorio inducido por E; es el resultado de un incremento en
la sensibilidad de la hipdfisis al GnRH y/o una accién en el hipotalamo, que
provoca un incremento en la liberacion de la GnRH con una descarga masiva
de LH por el gonadotropo, necesaria para la induccién de la ovulacion.®
Ademas, el E, regula la expresion del ARNm que codifica para las

subunidades a y B de la LH;*%%%

modifica la sintesis y regulacion de la
GnRH*®y regula el proceso de glicosilacion de las gonadotropinas.?*
La participacion del estradiol en la heterogeneidad de las gonadotropinas

en rumiantes se ha descrito en ovinos?®%%®

y bovinos.®®"° Recientemente
durante la fase folicular del ciclo estral, se ha demostrado el polimorfismo de la
LH en suero de bovinos® y cabras.'® En suero colectado en la fase de anestro,
algunos estudios indican que el medio ambiente enriquecido con estradiol,
induce una tendencia hacia las isoformas de tipo acido, con un patrén similar,
aungue no idéntico al observado en extractos hipofisiarios de ovinos después
de un tratamiento crénico con dihidroxitestosterona® y al observado por Rojas
et al. (2001). Por el contrario, el patron de distribucion de las isoformas de la
FSH en suero bajo las mismas condiciones fisiol6gicas, presenta una tendencia
de isoformas hacia formas mas basicas.>?" 37072

Por lo tanto, estos datos confirman la hip6tesis de que la
heterogeneidad de las gonadotropinas es un fendbmeno regulado por el medio
ambiente endocrino, con la participacidon de factores hipotalamicos y los
productos finales generados en las glandulas blanco, bajo el control de estas

hormonas tréficas.”>"®

3. 2 Hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH)

La GnRH es un factor que controla los niveles de sintesis y pulsos de secrecion

de las gonadotropinas.”® En las células gonadotropas la GnRH induce la



sintesis de la subunidad a, comun a LH, FSH, hCG, eCG y TSH y subunidad
de LHy FSH.”’

La GnRH es liberada de forma pulsétil, la frecuencia de pulsos varia en
amplitud, regulando la biosintesis y secrecién de las gonadotropinas en la
hipofisis anterior. Por ejemplo, durante la fase folicular, la pulsatilidad de la
GnRH/LH es alta (inicialmente es de 1 pico/h y culmina en un pico preovulatorio
en vacas); por el contrario, durante la fase lutea la LH es secretada con menor
frecuencia (1 pico cada 4 h en la vaca), generando pulsos de mayor
amplitud.®*"®

Existe una considerable variacion en los resultados descritos acerca del
papel de la GnRH en la glicosilacién de las gonadotropinas. En un estudio in
vitro, utilizando hipdfisis de ovinos y bovinos, perfundidas con una sola dosis de
GnRH con el propésito de cuantificar el cambio de las isoformas de LH
secretadas y almacenadas, se encontrd que las isoformas en estado basal y
las secretadas después del estimulo con la GnRH, reflejaron el patron de
isoformas presentes en la hipdfisis anterior de ambas especies.”® Otro estudio

59 v ovinos,'” bajo el estimulo de una dosis Unica de

in vivo en humanos
GnRH, encontro que el perfil de secrecidn de las isoformas de la LH con carga,
no cambian después de la administracion exdgena de la GnRH tanto en las
mujeres adultas como en la fase lutea del ciclo estral del ovino. Ademas, bajo
el estimulo de una sola dosis de GnRH, los gonadotropos analizados en la fase
lutea del ciclo estral presentaron una expresion inestable del ARNm para la
subunidad-B de LH.®° La administraciéon de una dosis de GnRH durante el
diestro en bovinos, no incrementa el ARNm para receptores de GnRH en el
gonadotropo.®*

La administracion pulsati de GnRH a ovejas ovariectomizadas,
restringidas en su crecimiento por la alimentacion, no produce cambio en el
patrén de distribucién de isoformas de la FSH intracelular ni circulante.®? En
contraste, en humanos, la infusion de GnRH incrementa la proporcion de las
isoformas bésicas de la LH en el suero® y en la trascripcién del gene para B-
LH.2* En el ovino, la inmunizacién contra la GnRH disminuye su pulsatilidad y
favorece un patron de isoformas de la LH hacia formas basicas, que también es
regulado en conjunto con la secrecion de hormonas esteroides de origen

gonadal. ?2%°



Por lo tanto, todo parece indicar, que el efecto agudo de la GnRH
raramente induce la sintesis de novo de LH y que Unicamente participa en la
liberacion de la LH presente en los granulos de secrecién del gonadotropo;
ademas de los resultados de la administracion pulsétil de la GnRH, infiere que
la LH presente en la hipdfisis y suero, en las diferentes condiciones fisioldgicas,

es regulada en parte por la pulsatilidad de la GnRH.

3.3 Progesterona (Py)

La P, es una hormona esteroidal, esencial para el establecimiento y
mantenimiento de la gestacién. La P4 es secretada por el cuerpo luteo después
de la ovulacién bajo el control de LH.** En el hipotadlamo, la P, regula la
liberacién pulsatil de la GnRH.8%® Su papel a nivel del hipotalamo-hipéfisis es
principalmente la inhibicion de la pulsatilidad de la GnRH y subsecuentemente
de los picos de la LH.”” Ademéas en adenohipéfisis disminuye la sintesis de
receptores a GnRH.

A nivel celular, la P, puede actuar por diferentes vias: los efectos
genomicos involucran la unién de la P4 a sus receptores nucleares especificos
para regular la transcripcion de sus genes blanco.®®>’"®" Por ejemplo, la P,
disminuye la expresion de los genes que codifican para la subunidad a comun
de todas las glicoproteinas y de la subunidad BLH, ademas reduce el ARNm
para las diferentes subunidades, presumiblemente por modificar la estabilidad
del ARNm al eliminar la cadena de polyA.®® Por otro lado también reduce la
expresion del ARNm para los receptores de la GnRH, E»y Pa.

Aunque es clara la participacion de la P4 en el ciclo reproductivo en
diferentes especies,”* no se ha documentado su participacién en la
heterogeneidad de las gonadotropinas, particularmente de la LH en los
animales domeésticos. Recientemente Perera-Marin et al. (2006), analizando la
cantidad relativa de las isoformas de las gonadotropinas en la hipofisis anterior
de bovinos, no identific6 cambio alguno en la proporcién de isoformas de la LH
y FSH presentes en un grupo de vaquillas ovariectomizadas comparado con
otro de vaquillas ovariectomizadas tratadas con P,.

En contraste, las vaquillas no ovariectomizadas presentaron una alta

proporcion de isoformas basicas de la LH, mientras que la proporcion de las



isoformas acidas de la FSH se incrementaron en la fase latea del ciclo estral,
en tanto que las isoformas neutras disminuyeron. Estos resultados indicaron
gue las gonadotropinas de la hipéfisis dependen en parte de la Pg.

Esta proporcién observada en vaquillas en la fase lutea del ciclo estral,
fue similar a la proporcion de isoformas de la LH presente en el suero de

humanos en la fase lGtea del ciclo menstrual®>®’ y durante la pubertad.>



Planteamiento del problema

Aunque se cuenta con informacién de la caracterizacion parcial de algunas de
las isoformas de la LH bovina secretadas a la circulacién % y con la purificacién
de dos, tres y cinco isoformas de la LH a partir de extractos hipofisiarios de
caprinos'® bovinos®®y equinos,® respectivamente; la tasa de eliminacién de las
isoformas basicas de la LH es mayor al observado en las isoformas de tipo
acido.”> Ademas se ha documentado que las glicoformas basicas presentan
una mayor actividad biologica in vitro a diferencia de su contraparte acida.
Basados en estas consideraciones, se puede asumir que las isoformas mas
acidas estimulan el proceso de maduracién folicular que requiere mayor
tiempo, pero menor intensidad, en tanto que las isoformas menos &cidas
parecen proveer un potente estimulo de corto tiempo, necesario para la
induccion de la pubertad o la ovulacion.

Por otro lado, actualmente no esta documentada la comparacion del
patron de las isoformas de la LH en extractos hipofisiarios de machos y
hembras en la especie bovina, asi como su caracterizacion a través de su
movilidad relativa (Rf), peso molecular (PM) y la identificacion inmunoldgica.

Se recurrio al modelo bovino, con la finalidad de analizar el patrén en
bovinos y ver si es comparable al descrito en el humano, o si es propiedad de

la hormona o de la especie.



Hipotesis
En la especie bovina, la proporcién relativa y el patron de las isoformas de la
LH entre el macho y la hembra son diferentes, en base a su peso molecular
(PM), movilidad relativa (Rf) y punto isoeléctrico (PI).



Objetivo
Identificar la proporcidn relativa y patron de distribucion de las isoformas de la
hormona luteinizante de la adenohipéfisis bovina de machos y hembras, por

medio del cromatoenfoque (PI, PM, Rf e inmunotransferencia).



Material y métodos

A) Identificacién del polimorfismo de la LH
El estudio inicial se encamind a identificar el patrén y porcentaje relativo de las
isoformas de la LH presentes en los extractos hipofisiarios de machos y
hembras bovinas por medio del cromatoenfoque.

Coleccion de las hipofisis:

Las hipdfisis de machos (n=5) y hembras (n=5), se colectaron en el rastro
municipal de Tlalnepantla, Estado de Meéxico, sin distincion del estadio
fisiologico del animal. Cada animal fue sacrificado utilizando una pistola de
perno oculto dirigido a la region occipital de la cabeza del animal, con el fin de
no dafar la hipdfisis, posteriormente, se separd la cabeza y se colect6 la
hipdfisis, inmediatamente se coloco en hielo seco y fue transportada en estas

condiciones al laboratorio donde se mantuvo a —70°C hasta su procesamiento.

Extraccion de proteinas:

Cada hipofisis se diseco del tejido que la rodeaba y el I6bulo anterior se separé
del resto de la hipdfisis y se pesd. El I6bulo anterior se homogeneiz6 en
amortiguador Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4 (1ml/100 mg de tejido
humedo), que contenia 1 mM fenilsulfonilmetilfluoruro (PMSF), EDTA 5 mM y
200 unidades/ml de aprotinina. El extracto homogeneizado fue centrifugado y el
sobrenadante obtenido se dializ0 a 4°C en membranas con un limite de
exclusion de 12 a 14 kDa durante 48 h en bicarbonato de amonio 0.01M, pH
7.5, haciendo cambio del amortiguador cada 8 h. A cada sobrenadante se le
determind la concentracion de proteinas por el método de Bradford modificado
por Bollag.?® Una vez determinada la concentracién de proteinas el
sobrenadante se liofilizo. Cada muestra se conservd hasta su analisis

(cromatoenfoque).



Cromatoenfoque:

Las isoformas de la LH presentes en cada extracto hipofisiario se identificaron
por medio de cromatoenfoque.

Se empacO una columna de vidrio (27cm de longitud X 0.7cm de
diametro interno) con resina PBE-118 (intercambiador i6nico) y se equilibré con
20 volumenes de trietilamina-HCI 25 mM a un pH de 11.0, manteniéndola a
4°C. Se resuspendieron 50 mg de proteina de cada extracto hipofisiario
dializado y liofilizado en 5 ml de Pharmalyte® (Pharmacia®), diluido 1:45, es
decir, por cada volumen de pharmalyte, se adicionaron 44 voliumenes de agua
desionizada ajustando a pH 7.0 con HCI 5N; para evitar la exposicién de la
muestra a un pH extremo, se aplicaron 3 ml del amortiguador inicial
(Pharmalyte®). Se inici6 la elusién de las proteinas presentes en cada extracto
hipofisiario, eluyendo con el amortiguador de pharmalyte; 1:45, pH 7.0 a un
flujo de 7 mil/h y se colectaron fracciones de 2 ml cada una. Al llegar a un pH de
7.0 y estabilizarse durante mas de diez fracciones, obteniendo las proteinas de
pH 7.0 a 3.5, el amortiguador de elusién se cambié por el Polybuffer 74°
(Pharmacia®), diluido 1:8, es decir por cada volumen de polybuffer 74 se
adicionaron siete volumenes de agua desionizada y al volumen final se le
ajusto el pH a 3.5 con HCI 5N. Finalmente las proteinas unidas a la resina,
después de la elusion con pH inferior (pH 3.5), se recuperaron con NaCl 1.0 M.
En total se recolectaron 150 fracciones a las cuales se les determiné el pH, las
primeras 70 fracciones colectadas con pharmalyte, pH 7.0, fueron neutralizadas
con 200ul de una solucion Tris-HCI, 1.1M, pH 7.4 y las 80 fracciones restantes
con 200ul de imidazol 1.1M. A cada una de las fracciones se les determinoé la

concentracion de LH mediante la técnica de radioinmunoensayo (RIA).

RIA parala LH

Las fracciones colectadas en el cromatoenfoque, se analizaron con un sistema
de RIA ovino especifico para la LH. En cada tubo de reaccion se colocaron
100 pl del estandar de LH (NIDDK-oLH-I-2 [AFP7071B]) a las dosis de 0.1,
0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 y 10 ng/tubo 6 100 pl de la dilucién 1:200, 1:400, 1:1000

0 1:4000 de extracto hipofisiario o fracciones colectadas del cromatoenfoque;



posteriormente se colocaron 200 ul del primer anticuerpo (anti-oLH-26) diluido
1:80,000, es decir por cada pl de anticuerpo crudo se colocaron 80ml de
amortiguador de fosfatos salino (PBS) 0.05M, pH 7.2, que contenia 0.02M de
EDTA. Ademas, a esta dilucion se le adicioné suero normal de conejo diluido
1:1,600. Finalmente, se colocaron 100 ul de trazador (NIDDK-oLH-1-2) u
hormona marcada con *?°I (20,000 cpm). Una vez colocados todos los
componentes del RIA en el tubo de reaccidn, los tubos se incubaron durante 20
h a 4 °C. Al término del tiempo de incubacion, con el fin de separar la fraccion
antigeno-anticuerpo del resto de los componentes a cada tubo de reaccion se
le colocd 1 ml de PBS 0.05 M, pH 7.2, que contenia 10 ul/ml de proteina A de
Staphylococcus aureus (Pansorbin®, Cells by Calbiochem®), y se centrifugaron
los tubos a 1,500g durante 15 minutos a 4 °C. Con estas condiciones, la
sensibilidad del radioinmunoensayo fue de 0.25 ng/ml (%B/B0=90%) con un
coeficiente de variacion intra e inter-ensayo del 2.0 % y 3.5 % respectivamente.

La validacion del sistema fue previamente informado.*’

Caracterizacion de las isoformas de LH

Una vez identificado el porcentaje relativo de cada isoforma y analizado el
patrén cromatografico y el Pl de cada isoforma de los extractos hipofisiarios de
machos y hembras, se procedié a su caracterizacion. Para esto, las fracciones
colectadas de cada isoforma (picos identificables por medio del RIA del patrén
cromatografico, Fig. 1 y 2 respectivamente) se agruparon y dializaron
(membranas, Spectra-Por® 4, limite de exclusién de 12 a 14 kDa) a 4°C con
bicarbonato de amonio 0.01M, pH 7.5 durante 48 h con cambios sucesivos

cada 8h. Al término, cada sobrenadante dializado fue liofilizado.

Cuantificacion de proteinas totales

Con el proposito de utilizar la misma cantidad de proteina para el andlisis de
cada isoforma, se determiné la concentracion de proteinas totales por el
método de Bradford modificado por Bollag.?® Cada fraccién liofilizada se
resuspendio en 4 ml de agua desionizada y de cada volumen se analizaron 10

ul de muestra por triplicado.



Electroforesis en condiciones nativas (TRIS-PAGE)

La Rf o carga eléctrica de las isoformas predominantes de LH de los extractos
hipofisiarios de machos y hembras obtenidas por medio de cromatoenfoque, se
determindé por medio de electroforesis en tubo bajo condiciones nativas,
utilizando poliacrilamida al 7.0 %, pH 8.3. Se colocaron 100 ug de proteina/tubo
y se aplicé un voltaje constante de 1.5 mV/tubo durante 3 h. Al término de la
corrida, los geles se tifieron con Amido-Black 10B® (Bio-Rad®) al 0.5% disuelto

en acido acético al 5%. La decoloracién se realizé con acido acético al 5%.

Electroforesis en qgel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE)

El PM de cada isoforma, se determind mediante electroforesis en placa

utilizando geles de poliacrilamida al 12.5%, pH 8.6, en ausencia de -mercapto-
etanol (condiciones no reductoras). Los geles se tifieron con plata’ y se

utilizaron como referencia marcadores de bajo peso molecular.

Inmunotransferencia

Con el proposito de identificar Unicamente las bandas de proteinas
correspondientes a LH para cada isoforma obtenida en la cromatografia de
intercambiador i6nico (PBE-118), las muestras fueron corridas en SDS-PAGE,
aplicando 100 ng de proteina por carril. Una vez realizada la electroforesis, las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (0.45 pum trans
blot®, Bio-Rad®) durante 90 minutos a 150 V constantes. El papel con las
proteinas transferidas fue incubado con el primer anticuerpo (anti-oLH-26,
diluido 1:500) durante 24 h a 4°C, posteriormente se incubaron durante 2 h a
temperatura ambiente con el segundo anticuerpo (1:3000)". El revelado de las
bandas inmunoreactivas™ se realizd6 con 1 ml de agente color A (azul de
tetrazolio en dimetilformamida [DMF]), 1 ml de agente de color B (5-bromo-
4cloro-3-indolilfosfato en DMF), disueltos en 100 ml de amortiguador Tris (0.1
M).

" Estuche de tincién de plata (Bio-Rad©)

* Marcadores de bajo peso molecular (Bio-Rad©)

* Conjugado de fosfatasa alcalina, anti 1IgG de conejo (Jackson Immuno Research©).
** Estuche del sustrato para fosfatasa alcalina (Bio-Rad©)



Andlisis estadistico

La informacion del porcentaje de LH obtenida en cada fraccion del
cromatoenfoque, se analizé por a) grupo de pH: basicas 10.5 a 7.5, neutras
7.4-6.5 y acidas 6.4 a 3.5 b) por unidades de pH (= 10.0; 9.99-9.0; 8.99-8.0;
7.99-7.0; 6.99-6.0; 5.99-5.0; 4.99-4.0; 3.99-3.5) y c) por tipo de isoforma (A a la
K, comenzando con la isoforma obtenida a pH mas basico, isoforma A y
finalizando con la isoforma obtenida a pH mas acido, isoforma K). El porcentaje
de LH en cada fraccién o unidad, se transformo a arco-seno y se sometié a un
analisis de varianza (ANDEVA) por blogues, considerando como blogues los
efectos de grupo de pH, unidad de pH y/o tipo de isoforma. Los andlisis
estadisticos se realizaron con el programa SAS.

El paralelismo entre las isoformas y el estdndar (NIDDK-oLH-2) se midio
por medio de un andlisis de varianza del valor de la pendiente obtenida
después de la transformacion de las curvas dosis-respuesta para cada
isoforma. El paralelismo fue observado en todas las isoformas de LH en

relacion con el estandar (Fig. 1).



Resultados

El patrén tipico de elusién de los extractos hipofisiarios del macho (n=5) y la
hembra (n=5) durante su analisis por medio del cromatoenfoque, se describen
en la Figuras 2 y 3, respectivamente. En ambos casos, las fracciones
inmunorreactivas a LH se agruparon en 12 fracciones, identificadas con letras
de la A a la Ky finalizando con la S, comenzando con las proteinas de elucién
mas bésicas (denominada isoforma A) y la isoforma obtenida después de la
aplicacion de NaCl se le denomino isoforma S. Once isoformas eluyeron en el
rango de pH 10.5 a 3.5 y la isoforma 12, unida a la resina de la columna, se
desprendid después de la aplicacién de una solucién con mayor fuerza iénica
(NaCl 1M).

El analisis por grupo de isoforma (Fig. 4) y unidad de pH (Fig. 5), no
mostraron diferencias significativas entre machos y hembras, aunque la mayor
proporcion de isoformas de ambos grupos eluy6 a pH basico entre el rango de
9.99 a 8.0 y representaron el 77 + 2% y el 73 + 4% en machos y hembras,
respectivamente. Las isoformas neutras correspondieron al 10 £ 2 % en el
macho y al 13 = 2 % en la hembra y las isoformas acidas sumaron el 13 + 2 %
(machos) y el 14 + 2 % (hembras). En contraste, el analisis por tipo de
isoformas en la hembra (Cuadro 1) presenté un incremento (P<0.05) en las
isoformas B (pH 9.9 a 9.1), E (pH 8.7-7.9), F (7.8-7.0), | (pH 6.5 a 5.5), K (pH
3.39-4.9), al mismo tiempo se encontr6 una disminucién (P<0.05) en el
porcentaje de las isoformas G (7.0-6.9) y J (5.5-3.4).

Los patrones electroforéticos bajo condiciones nativas (TRIS-PAGE)
para las isoformas representativas de los machos (Fig. 6) y hembras (Fig. 7),
mostraron diferentes bandas, predominado en el macho (Cuadro 2) la banda
con Rf de 0.06, 0.07, 0.11, 0.21, 0.26, 0.25y 0.26 cm, en las isoformas D, E, F,
G, H, 'y J, respectivamente. En la hembra (Cuadro 3), el Rf de las isoformas
C,D,E F I,Jy S fue de 0.11, 0.12, 0.11, 0.21, 0.05, 0.09 y 0.21 cm,
respectivamente. EI PM del mondémero de las isoformas de machos y hembras
se describe en las figuras 8 y 9, respectivamente, y correspondio en todas las
isoformas a 29.5 kDa, en tanto que la subunidad a y 3 fue de 21.2 y 18.2 kDa,
respectivamente. La inmunodeteccion (Figs. 10 y 11), identific6 bandas de PM



de 59.0, 29.5y 21.2 kDa en el estandar USDA-bLH-5 como en las isoformas de

machos y hembras, respectivamente.



Discusion

Este estudio describe por primera vez la movilidad relativa, el peso molecular y
la inmuno-deteccion de las isofomas predominantes obtenidas por medio del
cromatoenfoque de hipdfisis bovina de machos y hembras. Los resultados
mostraron que existe una distribucion de las isoformas de la LH hacia un patrén
mas basico en la hembra que en el macho, en contraste, el porcentaje de
isoformas acidas en el macho se incremento.

El patron electroforético en TRIS-PAGE de las diferentes isoformas de
la LH confirmé la heterogeneidad de carga en esta proteina. Sin embargo, el
patrén electroforético de las isoformas A, B, C, Gy Ken el machoy A, B, G, H
y K en la hembra no se pudieron identificar, debido a la baja sensibilidad de
esta técnica, ya que requiere como minimo 100 pg de proteina y para el
analisis en este estudio se utilizaron las fracciones correspondientes de cada
isoforma identificada de un sélo cromatoenfoque, el procedimiento se repitid
tres veces con los mismos resultados. Las isoformas D en el machoy F, 1y J
en la hembra, presentaron una banda mayoritaria con Rf mas catidnica
semejante a los estandares referencia (USDA-bLH-5; NIDDK-oLH-26)*" de una
variante de LH caprina,® LH equina® y humana;* la isoforma E en el macho, C,
Dy E en la hembra, presentaron una banda menos catidnica, semejante a una
de las isoformas purificadas de LH equina;®*®* humana;*? bovina;*"** de rata®?
y caprina®. Finalmente, las isoformas F, H, | y J presentaron una banda
mayoritaria mucho menos cationica en el macho, patrén semejante a la LH
equina.®® Estas diferencias entre los diferentes patrones electroforéticos en
TRIS-PAGE (heterogeneidad de carga) para las isoformas de la LH, se ha
sugerido que se deben a la estructura y composiciéon de las unidades de
carbohidratos de la molécula y a la cantidad de sulfato terminal en estos
oligosacaridos. 202234 42,31

Con el fin de determinar el PM de las isoformas de LH, se recurrio al
analisis electroforético en el sistema SDS-PAGE, en comparacion con el
estandar USDA-bLH-B5; en todos los casos se presentd una banda importante
con PM relativo de 36.5 a 37.5 kDa, cercano a lo sefialado para las especies
ovina, bovina, porcina y caprina®’ sugiriendo que la banda presente en las

isoformas identificadas en este estudio, corresponde a la forma nativa de esta



proteina. Por otro lado, se identificaron proteinas de alto PM, principalmente en
las isoformas D, E y F, tanto en hembras como en machos. Sin embargo, no se
analizaron en presencia de B-mercaptoetanol, por lo que no se puede sugerir
como agregados de PM de la forma nativa. Ademas, se presentdé una banda
de peso molecular relativo de 20.8 kDa en todas las isoformas. Estos

resultados se asemejan a lo informado para esta hormona®* /"

y sugieren
que las isoformas de alto PM corresponden a agregados de la forma nativa y
ésta, a su vez, estd compuesta de dos subunidades que correspondieron a las
bandas de menor PM.

La inmuno-deteccién para cada una de las fracciones identificadas de la
LH en el macho y hembra por medio del cromatoenfoque, identificO dos
proteinas de alto PM, una banda importante con PM relativo de 37.5 kDa, asi
como una proteina con un peso molecular de 23.4 kDa. Estos datos confirman
que las diferentes fracciones identificadas para cada isoforma de LH en la
hembra y el macho, corresponden a la LH.

El RIA permitié observar un paralelismo de las diferentes isoformas de la
LH, en comparacion con el estandar de referencia NIDDK-OLH-I-2; esto
confirma la presencia de LH. La cantidad de LH inmunorreactiva necesaria para
la dosis del 50% (EDsp) de la curva dosis-respuesta, fue inferior en las
proteinas que eluyeron a pH basico (A, B, C, D y E) en comparacion con la de
elusién a pH neutro (Fy G) y acido (H, I, J, Ky S). La diferencia de respuesta
se puede explicar en funcion del tipo de anticuerpo utilizado en este estudio, el
cual se genero con una LH obtenida a pH béasico (datos sefialados por USDA y

NIDDK).



Conclusién

Los resultados mostraron un patron mas basico de isoformas de la LH en la
hembra que en el macho; se confirmé la presencia de heterogeneidad de la LH
en la hipofisis anterior con caracteristicas fisicoquimicas e inmunologicas de
cada isoforma semejante entre sexos.

En la actualidad es conocido que la actividad biolégica in vivo de las
isoformas béasicas de las gonadotropinas es menor debido a su alta tasa de
eliminacién, en comparacion a las isoformas &cidas,”® contrario a lo que ocurre
in vitro.®* Aunque se cuenta con esta informacion, la importancia fisiolégica de
las distintas isoformas de las gonadotropinas no es del todo clara; mas aun, si
las técnicas empleadas para su obtencion limitan el nimero y cantidad de
isoformas identificadas en la hipéfisis anterior,”® cuya caracterizacion
fisicoquimica Ginicamente se ha descrito en proteinas con alta pureza.’**#

Basados en estas consideraciones, se pudiera pensar que las isoformas
acidas de las gonadotropinas estén participando el proceso de maduracién
folicular, evento que requiere mayor tiempo, pero de menor intensidad, en tanto
que las isoformas basicas pueden proveer un potente estimulo de corto tiempo,
necesario para la induccion de la pubertad o la ovulacion; en el caso de los
machos, se puede sugerir que las isoformas acidas estimulan la capacitacién
espermatica en tanto que las isoformas basicas pueden inducir la maduracion.

Por lo tanto, la caracterizacion de las isoformas de la LH presentes en
los extractos hipofisarios de machos y hembras bovinas, asi como su
distribucion, son el paso inicial de un proyecto mas amplio, encaminado a

conocer la relacion estructura-funcion de las isoformas de las gonadotropinas.
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Fig. 1 Caracterizacién de las isoformas obtenidas de extractos hipofisiarios
machos (A) y hembras (B) bovinas por medio de cromatoenfoque. Todas las
fracciones se analizaron por triplicado mediante RIA.
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Fig. 2 Patrén de distribucion de las isoformas de la LH de los extractos
hipofisiarios de machos bovinos, después de la separacion por medio del
cromatoenfoque. Las flechas indican en momento de cambio de amortiguador
durante la corrida cromatografica y después de la aplicacion de 1M NaCl.
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Fig. 3 Patrén de distribucion de las isoformas de la LH de los extractos
hipofisiarios de hembras bovinas, después de la separacion por medio del
cromatoenfoque. Las flechas indican en momento de cambio de amortiguador
durante la corrida cromatografica y después de la aplicacion de 1M NaCl.
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Fig. 4 Porcentaje de distribucién de las isoformas de la LH por grupo de pH en la
hipdfisis bovina de machos y hembras, analizadas mediante el cromatoenfoque
eluido entre un rango de pH de 10.5 a 3.5. Los resultados presentan el porcentaje
+ error estandar para cada grupo de pH.
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Fig. 5 Porcentaje de distribucion de las isoformas de la LH por unidad de pH en la
hipofisis bovina de machos y hembras, analizadas mediante el cromatoenfoque
eluido entre un rango de pH de 10.5 a 3.5. Los resultados presentan el porcentaje
+ error estandar para cada grupo de pH.
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Fig. 6 Electroforesis discontinua de isoformas de machos bovinos, geles en tubo,
poliacrilamida al 7.0% en condiciones nativas (TRIS-PAGE), pH 8.3. a) USDA-
bLH-5; b) Isoforma C; c¢) Isoforma D; d) isoforma E; e) Isoforma F; f) Isoforma H;
g) Isoforma I; h) Isoforma J. Las flechas de arriba hacia abajo indican bandas de
proteinas de mayor a menor carga cationica.
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Fig. 7 Electroforesis discontinua de isoformas de hembras bovinas, geles en tubo,
poliacrilamida al 7.0% en condiciones nativas (TRIS-PAGE), pH 8.3. a) USDA-
bLH-5; b) isoforma C; c) Isoforma D; d) isoforma E; e) Isoforma F; f) Isoforma I; g)
Isoforma J. Las flechas de arriba hacia abajo indican bandas de proteinas de
mayor a menor carga catiénica.
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Fig. 8 Electroforesis discontinua de las isoformas de LH en los extractos
hipofisiarios, de machos, en condiciones desnaturalizantes en SDS-PAGE, al
12.5%, pH 8.6. a) Marcadores de peso molecular (45,000, 31,000 y 21,500
daltones); b) isoforma a; c) Isoforma B; d) Isoforma C; e) Isoforma D; f) Isoforma
E; g) Isoforma F; h) Isoforma G; i) Isoforma H; j) Isoforma I; k) Isoforma J; I)
Isoforma K m) Isoforma S; s) Estdndar USDA-bLH-5. Las flechas de la izquierda
indican los marcadores de peso molecular. Las flechas de la derecha sefialan
agregados de formas nativas.



Fig. 9 Electroforesis discontinua de las isoformas de LH en los extractos
hipofisiarios, de hembras, en condiciones desnaturalizantes en SDS-PAGE, al
12.5%, pH 8.6. a) Marcadores de peso molecular (45,000, 31,000 y 21,500
daltones); b) USDA-bLH-B5; c) Isoforma A; d) Isoforma B; e) Isoforma C; f)
Isoforma D; g) Isoforma E; h) Isoforma F; i) Isoforma G; j) Isoforma H; k) Isoforma
I; 1) Isoforma J. Las flechas de la izquierda indican los marcadores de peso
molecular. Las flechas de la derecha sefalan agregados de formas nativas.



Figura 10. Inmunodeteccion de las isoformas mayoritarias de la LH de machos
bovinos, identificadas por medio del cromatoenfoque. a) Marcadores de peso
molecular (45.0, 31.0 21.5 kDaM,; flechas de la izquierda); b) USDA-bLH-b5; c)
isoforma G; d) Isoforma F; e) isoforma E; f) isoforma D; g) isoforma J; h) isoforma
I; i) isoforma H. La banda de 37.5 kDa corresponde a la forma nativa de la LH
(flecha superior) y la banda de 23.4 kDa, muestra la subunidad alfa (flecha inferior;
flechas de la derecha).



Figura 11. Inmunodeteccion de las isoformas mayoritarias de la LH de hembras
bovinas, identificadas por medio del cromatoenfoque. a) Marcadores de peso
molecular (45.0, 31.0 21.5 kDa; flechas de la izquierda); b) USDA-bLH-b5; c)
isoforma E; d) Isoforma D; e) isoforma C; f) isoforma G; g) isoforma F. La banda
de 37.5 kDa corresponde a la forma nativa de la LH (flecha superior) y la banda de
23.4 kDa, muestra la subunidad alfa (flecha inferior; flechas de la derecha).



Cuadro 1. Porcentaje de distribucion de las isoformas de la hormona luteinizante
en extractos hipofisiarios de machos y hembras bovinas. Los valores representan
el promedio + error estandar.

Machos hembras
Isoforma n=4 n=4
pH LH pH LH

(Rango) (%) (Rango) (%)
A 10-9.6 0.0 £0.01 10.2-10.1 0.05 + 0.03
B 9.5-9.2 02+01°2 9.9-9.1 2.8+0.9°"
C 9.1-9.0 23.6+9.7 9.0-9.0 17.2+6.2
D 8.9-8.5 46.5+ 8.3 8.9-8.8 312+7.7
E 8.4-7.8 54+13°% 8.7-7.9 18.4+1.3°
F 7.7-7.1 44+07° 7.8-7.0 87+15"
G 7.0-6.9 47+07° 6.9-6.9 29+0.2"
H 6.8-6.5 1.6+0.3 6.8-6.6 1.3+04
| 6.4-5.7 6.9+0.8% 6.5-5.5 102+1.9°
J 5.5-3.4 60+15% 5.4-3.9 45+09°
K 3.3-4.9 0.8+0.3°2 3.8-5.0 27+09°
S 5.0-5.0 0.0 +0.01 5.1-5.3 0.07 + 0.01

abp <0.05



Cuadro 2. Punto isoeléctrico (pl) y movilidad relativa (Rf) de la isoformas
identificadas en extractos hipofisiarios de machos bovinos por medio del
cromatoenfoque. Los datos presentan el Rf en cms de las bandas mas importante
en cada gel. oLH corresponde al estandar de referencia (NIDDK-oLH-I-2), BSA,
corresponde a la albumina sérica bovina. Se presentan las isoformas con un pl
mas alto (A) hasta la obtenida después del NaCl (S).

Producto pl Rf

oLH 0.07

BSA 0.49 0.72
A 9.8

B 9.4

C 9.1

D 8.7 0.06 0.4

E 8.1 0.11 0.26 0.45 0.79
F 7.4 0.21 0.33 0.39 0.65 0.83
G 7.0

H 6.7 0.07 0.26

I 6.1 0.08 0.19 0.25

J 4.5 0.08 0.26 0.39 0.55 0.79
K 4.1

S 5.0 0.79




Cuadro 3. Punto isoeléctrico (pl) y movilidad relativa (Rf) de la isoformas
identificadas en extractos hipofisiarios de hembras bovinas por medio del
cromatoenfoque. Los datos presentan el Rf en cms de las bandas mas importante
en cada gel. oLH corresponde al estandar de referencia (NIDDK-oLH-I-2), BSA,
corresponde a la albumina sérica bovina. Se presentan las isoformas con un pl
mas alto (A) hasta la obtenida después del NaCl (S).

Producto Pl Rf

oLH 0.07

BSA 0.49 0.72
10.2

9.5

9.0 0.11 0.32

8.9 0.12 0.25

8.3 0.11 0.38

7.4 0.05 0.21 0.49
6.9

6.7
6.0 0.05 0.19

4.7 0.09 0.22 0.55 0.73
4.4

5.2 0.21 0.71
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Apéndice |
AMORTIGUADORES PARA RIA

PBO05MpH7.2-7.4

A) NaH,PO,4 (fosfato de sodio monobasico) B) Na,HP Oy (fosfato de sodio
dibasico)
3.45 g 12.78 g
50 ml 180 ml
38 ml 162 ml
200 ml
Amortiguador madre
PB0.O5MpH7.4 PBS 0.05 M
PB0O.5M
l PB 0.05M + 0.14 M NaCl
50 ml
1000 ml + 8.18 g
500 ml
Equilibrar columna de Shepadex Preparar PEG (polietilenglicol) 6%
Preparar cloramina T y metabisulfito de sodio Preparar 2do anticuerpo
Amortiguador de corrida Centrifugacion de muestras de plasma
PBS-EDTA PBS-BSA
PBS + 0.02 M EDTA PBS + BSA 1%
1000 ml + 7.60 g 100 ml + 1g
100 ml + 0.76 g
Preparar ler anticuerpo Amortiguador de ensayo
Preparar suero normal de conejo (SNC) Dilucion de estandares

PBS-BSA
PBS + BSA 0.1 %
100 ml +0.1 g

Diluir fracciones obtenidas de la marcaciéon



Apéndice Il

CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES
(METODO DE BRADFORD)

CURVA ESTANDAR (MACROMETODO)

1.- Preparar concentraciones de Albimina Sérica Bovina (BSA)
(10, 20, 40, 80, y 100 ug de proteina).

2.- Llevar cada solucién a 100 pl con agua desionizada.

3.- Agregar 4.9 ml de reactivo Bradford (1: 5).
(Del reactivo original se toma un volumen y se adicionan cuatro volumenes de H,Od)

4.- Dejar que reaccione durante 5 minutos.

5.- Leer a 590 nm (Perkin Elmer, Lambda BIO-10)

CURVA ESTANDAR (MICROMETODO)

1.- Preparar concentraciones de Albumina Sérica Bovina (BSA)
(1,2,4,8,10y 12 ug de proteina)

2.- Llevar cada solucién a un volumen final de 800 pl con agua desionizada.
3.- Agregar 200 pl de reactivo Bradford (concentrado)
4.- Dejar que reaccione durante 5 minutos

5.- Leer a 590 nm (Perkin Elmer Lambda-Bio 10)

PREPARACION DE ALBUMINA SERICA BOVINA

De la solucién estandar (BSA al 20 %), se tomaron 10 pl que contienen 2 mg de proteina. Esta
concentracién de proteina, se ajusto a un volumen de 2 ml con agua desionizada, generando
una concentracion de 1ug/ul de solucion.



Soluciones:

GEL RESOLVEDOR

Solucién Al:

Apéndice I

ELECTROFORESIS TRIS-PAGE

HCI 1IN 24ml
TRIS 185¢g
TEMED 115 pl
H,0 50ml

Ajustar apH 9.4

Solucién A2, al 7%:

Solucién C:

Acrilamida 289
Bisacrilamida 0.74 g
H,O 100ml

Filtrar en papel Whatman No. 42

Persulfato de Amonio

140 mg

H.O

100 ml

Preparar al momento de la electroforesis

GEL CONCENTRADOR

Solucién B:
HCI (1N) 48.0 ml
TRIS 6.0g
TEMED 460 ul
H,O 52.0 ml
Ajustar apH 7.2
Solucién D:
Acrilamida 10.0 g
Bisacrilamida 25¢
H,O 100 ml
Filtrar en papel Whatman No. 42
Solucion E:
Riboflavina 4.0 mg 0.12mg
H,O 100 ml 3.0ml

Preparar al momento de la electroforesis

AMORTIGUADOR DE CORRIDA




1x 10x

TRIS 3.04¢g 30.0g
Glicina 144 g 14409
H,O 1000ml 1000 mi

Ajustar a pH 8.3

AMORTIGUADOR DE MUESTRA

TRIS 15.0 mg
Glicina 72.5mg
Azul de Bromoferol 2.5 mg
Glicerol 500.0 pl
H,O 4.5 ml

SOLUCION PARA TENIR

Amino Black 70B 50
Acido acetico (75%) 1000ml

SOLUCION PARA DESTENIR

Acido acético al 5%

PROCEDIMIENTO

GEL RESOLVEDOR PROPORCION VOLUMEN
Solucién Al 1 parte 9 mil
Solucion A2 1 parte 9ml
Soluciéon C 2 partes 18ml

GEL CONCENTRADOR
Solucion B 1 parte 1.5ml
Solucion D 2 partes 3.0ml
Solucion E 1 parte 1.5ml

1.- La electroforesis se inicia con un voltaje de 1.5 mV por tubo en gel concentrador y de 3.0
mV en gel revolvedor. Esta electroforesis se desarrolla en tubos de vidrio de 0.8 cm de
diametro interno, longitud de 10 cms, previamente siliconizados.

2.- Los tubos previamente se miden a una longitud de 6.5 cms y 7.5cms, posteriormente se
sellan con parafilm en el extremo inferior del tubo.




Apéndice IV

ELECTROFORESIS SDS- PAGE

Soluciones:

Solucién A (Acrilamida 30%, Bisacrilamida 0.8%)

Acrilamida 30.0¢g
Bisacrilamida 0.8g
H,0 100.0 ml

Solucién B (Amortiguador para gel resolvedor)

TRIS 18.17 g
SDS 0.40 g
H,O 100.0 ml

Ajustar a pH 8.8 con HCI concentrado

Solucién C (Amortiguador para el gel concentrador)

TRIS 6.06 g
SDS 0.40 g
H,O 100.0 ml

Ajustar a pH 6.8 con HCI concentrado

Solucién D (Amortiguador de corrida)
1x 5x
TRIS 152¢ 7.60¢g
Glicina 7.21¢g 36.05¢g
SDS 0.50¢g 250¢g
H,O 500 ml 500 ml

Ajustar a pH 8.3 con NaOH 10N

Solucién E (Amortiguador de muestras no reductoras)

Solucién C 1.25 ml
SDS al 10% 0.10 ml
Glicerol (0.05%) 1.0ml

Azul de bromoferol (0.5%) 0.4 ml
Solucién F (Persulfato de amonio al 10%)

Persulfato de Amonio 10 mg
H.O 100 pl

Soluciéon G (Amortiguador de muestras reductoras)

B- mercaptoetanol 10 pl
Solucion E 990 pl

Marcadores de peso molecular:

Marcadores de BIO-Rad (bajo peso molecular) 5 pl

Solucibn E o G

95 pl



NOTA: La aplicacion de cada muestra no sobrepase los 20 pl

PROCEDIMIENTO

GEL RESOLVEDOR AL 12.5%
Solucion B 2.25 ml
Solucion A 3.75 ml
H20 3.0ml
TEMED 7.5 ul
Solucién F 30.0 ul
GEL CONCENTRADOR AL 4%
Solucion C 1.26 ml
Solucion A 0.66 ml
H20 3.08 ml
TEMED 5.0 ul
Solucién F 25.0ul

La corrida electroforética del gel se realiza a 70 volts en el gel concentrador y a 140 volts
en el gel resolvedor.



Apéndice V

TINCION DE PLATA

1.- Fijador 1: metanol (40%) + acido acético (10%)

2.- Fijador 2: etanol (10%) + acido acético (5%)

3.- Reactivo oxidante: 2.5 ml del reactivo y aforar a 25 ml con H,O d
4.- Reactivo de plata: 2.5 ml del reactivo y aforar a 25 ml con H,O d

5.- Solucién reveladora: 3.2 g del reactivo y aforar a 100 ml con H,O d, proteger de la luz.

PROCEDIMIENTO

Una vez realizada la electroforesis en placa colocar el gel en:

Fijador 1 Hacer 2 cambios de 15 minutos c/u

Fijador 2 Hacer 2 cambios de 15 minutos c/u

Reactivo oxidante Dejar durante 5 minutos

H,O d Hacer cambios cada 5 minutos (obtener gel transparente)
Reactivo de plata Dejar durante 20 minutos

H,O d Lavar y quitar inmediatamente (aprox. 1 minuto)

Reactivo revelador Hacer lavados y dejar hasta que aparezcan las bandas
Detener la reaccion Con &cido acético al 5%

NOTA: Estatincion esta basada en el KIT de BIO-RAD. Es importante la utilizacion de H,0
desionizada exclusivamente.




Apéndice VI

IMMUNODETECCION
(Western- Blot)

Soluciones:

Solucién TBS:
TRIS 1.211¢g 24229
NaCl 14.61¢g 29.22 ¢
H,O 500 ml 1000 ml

Ajustar apH 7.5

Solucién de TTBS

Tween 20 (0.05%) 50 pl 500 pl

TBS 100 ml 1000 mi
Esta solucion se utiliza para los lavados del papel
Solucién de TTBS-BSA 3%

BSA 39

TTBS 100 ml
Esta solucion se utiliza para bloquear el papel de nitrocelulosa
Solucién de TTBS-BSA 1%

BSA 1g

TTBS 100 ml
Esta solucion se utiliza para la preparacion del 1° y 2° anticuerpo

Solucién reveladora

Se utiliza el Kit BIO-RAD (Alkaline phosphatase conjugate substrate Kid)

TRIS(0.1 M) 0.1816 g
H20 15.0 ml

Agente A* 150.0 pl
Agente B** 150.0 ul

* Nitroblue tetrazolium in dimethylformamide (DMF) + magnesium choride

** 5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfate in DMF

No. Cat. 170-6432



PROCEDIMIENTO

ACTIVIDAD REACTIVO TIEMPO
Electroforesis SDS-PAGE Transferir Papel nitrocelulosa
Secar papel Agitacion 30 minutos
Humedecer TBS 5 minutos

Bloguear TTBS-BSA 3% 60 minutos
Decantar Lavar TTBS 10 minutos
Decantar Afadir ler anticuerpo 16 horas (4°C)
Decantar Lavar TTBS 5 minutos (2 veces)
Decantar Afiadir 2do anticuerpo 120 minutos
Decantar Lavar TTBS 5 minutos (2 veces)
Decantar Lavar TBS 5 minutos (3 veces)
Decantar Afadir solucion reveladora Hasta reveler
Decantar Afadir agua Secar papel

Una vez realizada la electroforesis en SDS-PAGE (12.5%), las proteinas son transferidas

a papel de nitrocelulosa en condiciones de 100 volts por 60 minutos a 4°C.
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