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VIZCAYA SANCHÉZ CECILIA. Caracterización de las isoformas 
hipofisiarias de la hormona luteinizante bovina (bLH) (Bajo la dirección 
de: Dr. Gerardo Perera Marín y MVZ Gerardo Arrellin Rosas) 
 

Resumen 
 
El objetivo del estudio fue comparar el patrón de isoformas de la LH de 

extractos hipofisiarios de machos y hembras de la especie bovina por medio 

del cromatoenfoque. Se analizaron cinco hipófisis de hembra y de macho sin 

distinción de su condición fisiológica. A cada isoforma identificada se le 

determinó: punto isoeléctrico (pI), movilidad relativa (Rf), peso molecular (PM) e 

interacción antígeno-anticuerpo. El pI, se determinó 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 reacción antígeno-anticuerpo por medio de inmunotransferencia y  

radioinmunoensayo específico para LH. El porcentaje de las isoformas C (pI 

9.1) y D (pI 9.0) en el macho y hembra no se modificó, las isoformas B (pI 9.5,  

2.8 ± 0.9%), E (pI 8.3, 18.4 ± 1.3%), F (pI 7.4, 8.7 ± 1.5%), I (pI 6.0, 10.2 ± 

1.9%) y  K (pI 4.4, 2.7 ± 0.9%) en la hembra fueron mayores (p<0.05) 

observándose una menor cantidad (p<0.05) para las isoformas G (pI 6.9, 2.9 ± 

0.2%) y J (pI 4.7, 4.5 ± 0.9%). La Rf de la banda más 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, 

0.25 y 0.26 cm, respectivamente. En la hembra, la Rf  de las isoformas C, D, E, 

F, I, J y S  fue de 0.11, 0.12, 0.11, 0.21, 0.05, 0.09 y 0.21 cm., respectivamente. 

El PM del monómero correspondió en todas las isoformas a 29.5 Kilodaltones 

(kDa), en tanto que la subunidad α  y β fue de 21.5 y 18.2 kDa, 

respectivamente. La inmunotransfererencia, identificó bandas de PM de 59.0, 

29.5 y 21.5 kDa en el estándar USDA-bLH-5 y en las isoformas. Se presentó un 

paralelismo entre las isoformas de la LH y el estándar USDA-bLH-5. Los datos 

presentaron una distribución diferente entre machos y hembras, con un menor 

porcentaje de isoformas básicas en el macho que en la hembra, y un punto 

isoeléctrico (pI), peso molecular (PM) y movilidad relativa (Rf) semejante entre 

sexos.  

 



Introducción 
La hormona luteinizante (LH) es una glicoproteína heterodimérica,1 involucrada 

en la regulación del proceso reproductivo del macho y la hembra, 2, 3 presente 

en una variedad de formas moleculares en la hipófisis, suero y orina, 4,5 

polimorfismo que depende del tipo y estructura de sus oligosacáridos, así como 

de sus residuos de sulfato y/o ácido siálico terminal.6  

En rumiantes la heterogeneidad de la LH se ha descrito en extractos 

hipofisiarios, empleando métodos como la cromatografía de intercambio 

iónico,7-13 la cromatografía de interacción hidrofóbica14,15 y el 

cromatoenfoque.16-18 Recientemente, con el cromatoenfoque, el polimorfismo 

de la LH se ha identificado en el suero de caprinos,19 bovinos20 y ovinos;17 no 

obstante, el número y cantidad de cada una de las isoformas identificadas 

varían con el método empleado.  

El patrón de síntesis y secreción de las isoformas de la LH se ha 

correlacionado con el tipo de muestra,21,22 el estado fisiológico,2,4,20,23-25  sexo y 

edad26,27 del animal. Se han descrito trece isoformas de LH en extractos 

hipofisiarios de hembras bovinas28 y ovinas,17,29 cuyo patrón resultó más 

heterogéneo en el suero.17,20 Aunque en ambos tipos de muestra predominaron 

las isoformas básicas.  

 La proporción de isoformas que existen de la LH y FSH con relación al 

sexo y la edad se han descrito en humanos, cuyos resultados mostraron un 

incremento en las isoformas más ácidas de LH y FSH en machos como en 

individuos seniles de ambos sexos.23
 

  

Dependiendo del estado fisiológico y neuroendocrino al momento de la 

colecta de la hipófisis y del suero,  se puede encontrar que durante la fase 

folicular del ciclo estral del hámster,30 rata,
31 bovino27

 y el ciclo menstrual en 

humanos,
25 la proporción de isoformas menos ácidas de la FSH se incrementan 

(mayor bioactividad in vitro), a diferencia del porcentaje observado en un 

ambiente enriquecido por progesterona (fase lútea), en donde la proporción de 

isoformas ácidas disminuye (menor bioactividad in vitro).20,27,28,32  

En la especie bovina, el porcentaje de isoformas ácidas 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 

básicas,20 lo que sugiere una participación diferencial de cada isoforma en el 

proceso reproductivo de estas especies. 

 

1. Hormona luteinizante (LH) 
La LH es una glicoproteína, miembro de la familia de hormonas que incluye a la 

estimulante de la tiroides (TSH), folículo estimulante (FSH) y la gonadotropina 

coriónica (GC). 33-35  

La LH participa en la regulación ovárica y testicular;36 induciendo la 

maduración folicular,37 la ovulación,38 el desarrollo y mantenimiento del cuerpo 

lúteo y la secreción de progesterona en hembras, mientras que en machos 

regula la secreción de testosterona.39-41 Además interviene en la síntesis y 

modificación de las hormonas esteroides, factores de crecimiento y citocinas.36  

La LH es una proteína heterodimérica compuesta por dos subunidades 

glicosiladas α y β,42,43 ésta es sintetizada dentro de un grupo heterogéneo de 

células localizadas en la hipófisis anterior, llamadas gonadotropos. Los 

gonadotropos se dividen en mono-hormonales (llamados así por que son 

reconocidos específicamente por anticuerpos anti-LH o anti-FSH) y bi-

hormonales (identificados por ambos anticuerpos).44 La proporción de estas 

células varia de acuerdo a la fase del ciclo estral.45-47 

 

1.1 Subunidad α 

La subunidad α, dentro de una especie, es  codificada por un solo gen, por 

ejemplo, en humanos el gen está localizado en el brazo corto del cromosoma 

6,35 y su secuencia de aminoácidos es idéntica entre los miembros de una 

familia. 

El ADN complementario y el gen de la  subunidad α han sido 

caracterizados en humanos, bovinos, ratones y ratas.48 El tamaño del gen varía 

de 8 a 16.5 kilobases (kb) debido a la variación de tamaño del primer intrón, 

que oscila de 5.4 kb a 13 kb.35 

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

nucleótidos, con una homología del 70 a 90% dependiendo de la especie; el 



ARNm, codifica para un péptido líder  de 20 a 24 aminoácidos y para una 

cadena proteica de 92 a 96 aminoácidos en todas las especies.49  

La subunidad α presenta dos sitios de N-glicosilación (oligosacáridos 

unidos en el grupo amida del aminoácido asparagina), en posición  Asn52 ó 56 y 

Asn78 ó 82 de la cadena primaria de aminoácidos en mamíferos, aves, anfibios y 

peces.2,42 

 

1.2 Subunidad β 

A diferencia de la subunidad α, la subunidad β de los otros miembros de la 

familia de glicoproteínas (FSH, TSH y CG), no es codificada por un solo gen. 

La subunidad  β es la que determina la especificidad.33 Los genes de la βLH 

son mas pequeños, con una longitud aproximada de 1.5 kb, conformados por 

352 a 233 nucleótidos en  los humanos. 

El gen codifica un péptido líder de 24 aminoácidos y una proteína madura 

de 121 aminoácidos, con una homología de aproximadamente 82% entre 

especies.35 Además la subunidad β presenta 12 residuos de cisteina unidos por 

6 puentes disulfuro.50 

El número de aminoácidos en la subunidad β, varía dependiendo de la 

hormona. Por ejemplo la subunidad βFSH esta formada por 110 a 111; la βTSH 

por 112-118; βLH por 117-121, mientras que la βhCG y la βeCG contienen de 

145 a 149 aminoácidos.33,35 

Los sitios de glicosilación varían de acuerdo a la especie y tipo de 

hormona. En la βLH de especies como ovinos, bovinos, equinos, cerdos y 

roedores, el sitio de glicosilación se encuentra en la posición Asn13, mientras 

que en la especie humana, el sitio de glicosilación se localiza en Asn30.(3)  

2. Tipo y función de los oligosacáridos de la LH 
La LH contiene N-oligosacáridos conformados por una o dos ramificaciones, 

que presentan como residuo final sulfato, ácido siálico o manosa; formando 

estructuras de oligosacáridos del tipo mono-sulfatados, di-sulfatados y/o 

sulfatados-sializados. El tipo de ramificación varía dependiendo de la especie, 

por ejemplo, la LH bovina y ovina se caracterizan por presentar oligosacáridos 



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 composición 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 oligosacárido como son el ácido siálico 

y el grupo sulfato.6,24 Estas variaciones constituyen las bases químicas de la 

formación de las isoformas o la heterogeneidad estructural de la LH.11,34  

 En las gonadotropinas, los carbohidratos representan el 30% del total 

de la masa de la hormona51 y la adición pos-traduccional de estos 

oligosacáridos en estas hormonas juegan un papel importante en la 

determinación de sus propiedades y funciones.2,52 Por ejemplo, en el 

plegamiento de la proteína, en el ensamblaje de las subunidades α/β, en la 

maduración conformacional y secreción del heterodímero, en la tasa 

metabólica, en la afinidad de unión a su receptor y en la capacidad de la 

hormona para activar a su receptor de manera eficiente e inducir una señal 

intracelular.3, 24,49 

 

3. Síntesis y regulación de las isoformas de la  LH 
En varias especies las hormonas gonadotrópicas (LH y FSH) son secretadas a 

la circulación en múltiples formas moleculares,23,25,32,53-59 sin embargo, pocos 

trabajos han caracterizado el patrón de isoformas de las gonadotropinas en la 

circulación en animales domésticos durante diferentes estadios fisiológicos. 

Mucha de la información se ha documentado en relación con el patrón de 

isoformas presentes en la hipófisis anterior de rumiantes. Hormonas como la 

GnRH, el estradiol y la progesterona participan en la regulación de la cantidad 

relativa y el patrón de distribución de las isoformas de la LH en la hipófisis y el 

suero en rumiantes. 

3.1 Estradiol (E2) 

Existen evidencias que los esteroides sexuales, particularmente los estrógenos, 

están involucrados en la regulación, producción y secreción de las 

gonadotropinas en los animales domésticos. Por ejemplo, en rumiantes el E2 es 

un importante regulador en el eje hipotálamo-hipófisis-gónada; la 



administración aguda de E2 a animales ovariectomizados pre-sensibilizados o a 

ovejas anéstricas, induce un pico similar al pre-ovulatorio de LH.60,61 Este 

evento involucra dos fases, una a corto plazo (4 a 6 h en la borrega),62 que 

consiste en la síntesis y generación de receptores de la GnRH en la membrana 

del gonadotropo; la segunda que incluye la secreción de la GnRH por el 

hipotálamo y comienza de 12 a 15 h después.63 Por lo tanto, se puede asumir 

que el pico pre-ovulatorio inducido por E2 es el resultado de un incremento en 

la sensibilidad de la hipófisis al GnRH y/o una acción en el hipotálamo, que 

provoca un incremento en la liberación de la GnRH con una descarga masiva 

de LH por el gonadotropo, necesaria para la inducción de la ovulación.64 

 Además, el E2 regula la expresión del ARNm que codifica para las 

subunidades α y β de la LH;35,60,65 modifica la síntesis y regulación de la 

GnRH21,64 y regula el proceso de glicosilación de las gonadotropinas.24 

 La participación del estradiol en la heterogeneidad de las gonadotropinas 

en rumiantes se ha descrito en ovinos29,66-68 y bovinos.69,70 Recientemente 

durante la fase folicular del ciclo estral, se ha demostrado el polimorfismo de la 

LH en suero de bovinos20 y cabras.19 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 ácido, con un patrón similar, 

aunque no idéntico al observado en extractos hipofisiarios de ovinos después 

de un tratamiento crónico con dihidroxitestosterona29 y al observado por Rojas 

et al. (2001). Por el contrario, el patrón de distribución de las isoformas de la 

FSH en suero bajo las mismas condiciones fisiológicas, presenta una tendencia 

de isoformas hacia formas más básicas.25,27,31,70-72                                                         

Por lo tanto, estos datos confirman la hipótesis de que la 

heterogeneidad de las  gonadotropinas es un fenómeno regulado por el medio 

ambiente endocrino, con la participación de factores hipotalámicos y los 

productos finales generados en las glándulas blanco, bajo el control de estas 

hormonas tróficas.73-75  

 

3. 2 Hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) 

La GnRH es un factor que controla los niveles de síntesis y pulsos de secreción 

de las gonadotropinas.76 En las células gonadotropas la GnRH induce la 



síntesis de la subunidad α, común a LH, FSH, hCG, eCG y TSH y subunidad β 

de LH y FSH.77  

La GnRH es liberada de forma pulsátil, la frecuencia de pulsos varia en 

amplitud, regulando la biosíntesis y secreción de las gonadotropinas en la 

hipófisis 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 lútea la LH es secretada con menor 

frecuencia (1 pico cada 4 h en la vaca), generando pulsos de mayor 

amplitud.64,78 

 Existe una considerable variación en los resultados descritos acerca del 

papel de la GnRH en la glicosilación de las gonadotropinas. En un estudio in 

vitro, utilizando hipófisis de ovinos y bovinos, perfundidas con una sola dosis de 

GnRH con el propósito de cuantificar el cambio de las isoformas de LH 

secretadas y almacenadas, se encontró que las isoformas en estado basal y 

las secretadas después del estimulo con la GnRH, reflejaron el patrón de 

isoformas presentes en la hipófisis anterior de ambas especies.79 Otro estudio 

in vivo en humanos54,59 y ovinos,17 bajo el estímulo de una dosis única de 

GnRH, encontró que el perfil de secreción de las isoformas de la LH con carga, 

no cambian después de la administración exógena de la GnRH tanto en las 

mujeres adultas como en la fase lútea del ciclo estral del ovino. Además, bajo 

el estímulo de una sola dosis de GnRH, los gonadotropos analizados en la fase 

lútea del ciclo estral presentaron una expresión inestable del ARNm para la 

subunidad-β de LH.80 La administración de una dosis de GnRH durante el 

diestro en bovinos, no incrementa el ARNm para receptores de GnRH en el 

gonadotropo.81  

La administración pulsátil de GnRH a ovejas ovariectomizadas, 

restringidas en su crecimiento por la alimentación, no produce cambio en el 

patrón de distribución de isoformas de la FSH intracelular ni circulante.82 En 

contraste, en humanos, la infusión de GnRH incrementa la proporción de las 

isoformas básicas de la LH en el suero83 y en la trascripción del gene para β-

LH.84 En el ovino, la inmunización contra la GnRH disminuye su pulsatilidad y 

favorece un patrón de isoformas de la LH hacia formas básicas, que también es 

regulado en conjunto con la secreción de hormonas esteroides de origen 

gonadal. 22,85 



Por lo tanto, todo parece indicar, que el efecto agudo de la GnRH 

raramente induce la síntesis de novo de LH y que únicamente participa en la 

liberación de la LH  presente en los gránulos de secreción del gonadotropo; 

además de los resultados de la administración pulsátil de la GnRH, infiere que 

la LH presente en la hipófisis y suero, en las diferentes condiciones fisiológicas, 

es regulada en parte por la pulsatilidad de la GnRH. 

 

3.3 Progesterona (P4) 
La P4 es una hormona esteroidal, esencial para el establecimiento y 

mantenimiento de la gestación. La P4 es secretada por el cuerpo lúteo después 

de la ovulación bajo el control de LH.41 En el hipotálamo, la P4 regula la 

liberación pulsátil de la GnRH.80,86 Su papel a nivel del hipotálamo-hipófisis es 

principalmente la inhibición de la pulsatilidad de la GnRH y subsecuentemente 

de los picos de la LH.77 Además en adenohipófisis disminuye la síntesis de 

receptores a GnRH.  

A nivel celular, la P4 puede actuar por diferentes vías: los efectos 

genómicos involucran la unión de la P4 a sus receptores nucleares específicos 

para regular la transcripción de sus genes blanco.65,77,87 Por ejemplo, la P4 

disminuye la expresión de los genes que codifican para la subunidad α común 

de todas las glicoproteínas y de la subunidad βLH, además reduce el ARNm 

para las diferentes subunidades, presumiblemente por modificar la estabilidad 

del ARNm al eliminar la cadena de polyA.65  Por otro lado también reduce la 

expresión del ARNm para los receptores de la GnRH, E2 y P4.  

Aunque es clara la participación de la P4 en el ciclo reproductivo en 

diferentes especies,41 no se ha documentado su participación en la 

heterogeneidad de las gonadotropinas, particularmente de la LH en los 

animales domésticos. Recientemente Perera-Marín et al. (2006), analizando la 

cantidad relativa de las isoformas de las gonadotropinas en la hipófisis anterior 

de bovinos, no identificó cambio alguno en la proporción de isoformas de la LH 

y FSH presentes en un grupo de vaquillas ovariectomizadas comparado con 

otro de vaquillas ovariectomizadas tratadas con P4.  

En contraste, las vaquillas no ovariectomizadas presentaron una alta 

proporción de isoformas básicas de la LH, mientras que la proporción de las 



isoformas ácidas de la FSH se incrementaron en la fase lútea del ciclo estral, 

en tanto que las isoformas neutras disminuyeron. Estos resultados indicaron 

que las gonadotropinas de la hipófisis dependen en parte de la P4.  

Esta proporción observada en vaquillas en la fase lútea del ciclo estral, 

fue similar a la proporción de isoformas de la LH presente en el suero de  

humanos en la fase lútea del ciclo menstrual25,57 y durante la pubertad.53  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



Planteamiento del problema 
Aunque se cuenta con información de la caracterización parcial de algunas de 

las isoformas de la LH bovina secretadas a la circulación 20 y con la purificación 

de dos, tres y cinco isoformas de la LH a partir de extractos hipofisiarios de 

caprinos10 bovinos13
 y equinos,88 respectivamente; la tasa de eliminación de las 

isoformas básicas de la LH es mayor al observado en las isoformas de tipo 

ácido.52 Además se ha documentado que las glicoformas básicas presentan 

una mayor actividad biológica in vitro a diferencia de su contraparte ácida. 

Basados en estas consideraciones, se puede asumir que las isoformas más 

ácidas estimulan el proceso de maduración  folicular que requiere mayor 

tiempo, pero menor intensidad, en tanto que las isoformas menos ácidas 

parecen proveer un potente estímulo de corto tiempo, necesario para la 

inducción de la pubertad o la ovulación. 

Por otro lado, actualmente no esta documentada la comparación del 

patrón de las isoformas de la LH en extractos hipofisiarios de machos y 

hembras en la especie bovina, así como su caracterización a través de su 

movilidad relativa (Rf), peso molecular (PM) y la identificación inmunológica.  

Se recurrió al modelo bovino, con la finalidad de analizar el patrón en 

bovinos y ver si es comparable al descrito en el humano, o si es propiedad de 

la hormona o de la especie.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hipótesis 
En la especie bovina, la proporción relativa y el patrón 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 proporción relativa y patrón de distribución de las isoformas de la 

hormona luteinizante de la adenohipófisis bovina de machos y hembras, por 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Material y métodos 

A) Identificación del polimorfismo de la LH 
El estudio inicial se encaminó a identificar el patrón y porcentaje relativo de las 

isoformas de la LH presentes en los extractos hipofisiarios de machos y 

hembras bovinas por medio del cromatoenfoque.  

 

Colección de las hipófisis:  
Las hipófisis de machos (n=5) y hembras (n=5), se colectaron en el rastro 

municipal de Tlalnepantla, Estado de México, sin distinción del estadio 

fisiológico del animal. Cada animal fue sacrificado utilizando una pistola de 

perno oculto dirigido a la región occipital de la cabeza del animal, con el fin de 

no dañar la hipófisis, posteriormente, se separó la cabeza y se colectó la 

hipófisis, inmediatamente se colocó en hielo seco y fue transportada en estas 

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

 

Extracción de proteínas: 
Cada hipófisis se disecó del tejido que la rodeaba y el lóbulo anterior se separó 

del resto de la hipófisis y se pesó. El lóbulo anterior se homogeneizó en 

amortiguador Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4 (1ml/100 mg de tejido 

húmedo), que contenía 1 mM  fenilsulfonilmetilfluoruro (PMSF), EDTA 5 mM y 

200 unidades/ml de aprotinina. El extracto homogeneizado fue centrifugado y el 

sobrenadante obtenido se dializó a 4°C en membranas con un límite de 

exclusión 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 

determinó la concentración de proteínas por el método de Bradford modificado 

por Bollag.89 Una vez determinada la concentración de proteínas el 

sobrenadante se liofilizó. Cada muestra se conservó hasta su análisis 

(cromatoenfoque).  

 



Cromatoenfoque: 

Las isoformas de la LH presentes en cada extracto hipofisiario se identificaron 

por medio de cromatoenfoque. 

Se empacó una columna de vidrio (27cm de longitud X 0.7cm de 

diámetro interno) con resina PBE-118 (intercambiador iónico) y se equilibró con 

20 volúmenes de trietilamina-HCl 25 mM a un pH  de 11.0, manteniéndola a 

4°C. Se resuspendieron  50 mg de proteína 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 volúmenes de agua 

desionizada ajustando a pH  7.0 con HCl 5N; para evitar la exposición de la 

muestra a un pH extremo, se aplicaron 3 ml del amortiguador inicial 

(Pharmalyte®). Se inició la elusión de las proteínas presentes en cada extracto 

hipofisiario, eluyendo con el amortiguador de pharmalyte; 1:45, pH 7.0 a un 

flujo de 7 ml/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 proteínas de 

pH 7.0 a 3.5, el amortiguador de elusión se cambió por el Polybuffer 74® 

(Pharmacia©), diluido 1:8, es decir por cada volumen de polybuffer 74 se 

adicionaron siete volúmenes de agua desionizada y al volumen final se le 

ajustó el pH a 3.5 con HCl 5N. Finalmente las proteínas unidas a la resina, 

después de la elusión con pH inferior (pH 3.5), se recuperaron con NaCl 1.0 M. 

En total se recolectaron 150 fracciones a las cuales se les determinó el pH, las 

primeras 70 fracciones colectadas con pharmalyte, pH 7.0, fueron neutralizadas 

con 200µl de una solución Tris-HCl, 1.1M, pH 7.4 y las 80 fracciones restantes 

con 200µl de imidazol 1.1M. A cada una de las fracciones se les determinó la 

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

RIA para la LH  

Las fracciones colectadas en el cromatoenfoque, se analizaron con un sistema 

de RIA ovino específico para la LH. En cada tubo de reacción se colocaron 

100 µl del estándar 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 ó 100 µl de la dilución 1:200, 1:400, 1:1000 

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



posteriormente se colocaron 200 µl del primer anticuerpo (anti-oLH-26) diluido 

1:80,000, es decir por cada µl de anticuerpo crudo se colocaron 80ml de 

amortiguador de fosfatos salino (PBS) 0.05M, pH 7.2, que contenía 0.02M de 

EDTA. Además, a esta  dilución se  le adicionó suero normal de conejo diluido 

1:1,600. Finalmente, se colocaron 100 µl de trazador (NIDDK-oLH-I-2) u 

hormona marcada con 125I (20,000 cpm). Una vez colocados todos los 

componentes del RIA en el tubo de reacción, los tubos se incubaron durante 20 

h a 4 °C. Al término del tiempo de incubación, con el fin de separar la fracción 

antígeno-anticuerpo del resto de los componentes a cada tubo de reacción se 

le colocó 1 ml de PBS 0.05 M, pH 7.2, que contenía 10 µl/ml de proteína 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 variación intra e inter-ensayo del 2.0 % y 3.5 % respectivamente. 

La validación del sistema fue previamente informado.17  

Caracterización de las isoformas de LH 

Una vez identificado el porcentaje relativo de cada isoforma y analizado el 

patrón cromatográfico y el PI de cada isoforma de los extractos hipofisiarios de 

machos y hembras, se procedió a su caracterización. Para esto, las fracciones 

colectadas de cada isoforma (picos identificables por medio del RIA del patrón 

cromatográfico, Fig. 1 y 2 respectivamente) se agruparon y dializaron 

(membranas, Spectra-Por® 4, límite de exclusión 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. 

  

Cuantificación de proteínas totales 
Con el propósito de utilizar la misma cantidad de proteína para el análisis de 

cada isoforma, se determinó la concentración de proteínas totales por el 

método de Bradford modificado por Bollag.89 Cada fracción liofilizada se 

resuspendió en 4 ml de agua desionizada y de cada volumen se analizaron 10 

µl 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 

determinó por medio de electroforesis en tubo bajo condiciones nativas, 

utilizando poliacrilamida al 7.0 %, pH 8.3. Se colocaron 100 µg de proteína/tubo 

y se aplicó un voltaje constante de 1.5 mV/tubo durante 3 h. Al término de la 

corrida, los geles se tiñeron con Amido-Black 10B® (Bio-Rad©) al 0.5% disuelto 

en ácido acético al 5%. La decoloración se realizó con ácido acético al 5%. 

 

Electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio 

(SDS-PAGE) 
 El PM de cada isoforma, se determinó mediante electroforesis en placa 

utilizando geles de poliacrilamida al 12.5%, pH 8.6, en ausencia de β-mercapto-

etanol (condiciones no reductoras). Los geles se tiñeron con plata† y se 

utilizaron como referencia marcadores de bajo peso molecular.‡ 
 

Inmunotransferencia 
 Con el propósito de identificar únicamente las bandas de proteínas 

correspondientes a LH para cada isoforma obtenida en la cromatografía de 

intercambiador iónico (PBE-118), las muestras fueron corridas en SDS-PAGE, 

aplicando 100 ng de proteína por carril. Una vez realizada la electroforesis, las 

proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (0.45 µm trans 

blot®, Bio-Rad©) durante 90 minutos a 150 V constantes. El papel con las 

proteínas 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 realizó 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 tinción de plata (Bio-Rad©) 
‡ Marcadores de bajo peso molecular (Bio-Rad©) 
∗ Conjugado de fosfatasa alcalina, anti IgG de conejo (Jackson Immuno Research©). 
∗∗ Estuche del sustrato para fosfatasa alcalina (Bio-Rad©) 



 

Análisis estadístico 
La información del porcentaje de LH obtenida en cada fracción del 

cromatoenfoque, se analizó por a) grupo de pH: básicas 10.5 a 7.5, neutras 

7.4-6.5 y ácidas 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 más básico, isoforma A y 

finalizando con la isoforma obtenida a pH más ácido, isoforma K). El porcentaje 

de LH en cada  fracción o unidad, se transformó a arco-seno y se sometió a un 

análisis de varianza (ANDEVA) por bloques, considerando como bloques los 

efectos de grupo de pH, unidad de pH y/o tipo de isoforma. Los análisis 

estadísticos se realizaron con el programa SAS. 

El paralelismo entre las isoformas y el estándar (NIDDK-oLH-2) se midió 

por medio de un análisis de varianza del valor de la pendiente obtenida 

después de la transformación de las curvas dosis-respuesta para cada 

isoforma. El paralelismo fue observado en todas las isoformas de LH en 

relación con el estándar (Fig. 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados 
El patrón típico de elusión de los extractos hipofisiarios del macho (n=5) y la 

hembra (n=5) durante su análisis 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 K y finalizando con la S, comenzando con las proteínas de elución 

más básicas (denominada isoforma A) y la isoforma obtenida después de la 

aplicación 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 

desprendió después de la aplicación de una solución con mayor fuerza iónica 

(NaCl 1M).  

El análisis por grupo de isoforma (Fig. 4) y unidad de pH (Fig. 5), no 

mostraron diferencias significativas entre machos y hembras, aunque la mayor 

proporción de isoformas de ambos grupos eluyó a pH básico 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 ácidas sumaron el 13 ± 2 % 

(machos) y el 14 ± 2 % (hembras). En contraste, el análisis por tipo de 

isoformas en la hembra (Cuadro 1) presentó 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), I (pH 6.5 a 5.5), K (pH 

3.39-4.9), al mismo tiempo se encontró una disminución (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, 0.25 y 0.26 cm, en las isoformas D, E, F, 

G, H, I y J, respectivamente. En la hembra (Cuadro 3), el Rf  de las isoformas 

C, D, E, F, I, J y S  fue de 0.11, 0.12, 0.11, 0.21, 0.05, 0.09 y 0.21 cm, 

respectivamente. El PM del monómero de las isoformas de machos y hembras 

se describe en las figuras 8 y 9, respectivamente, y correspondió en todas las 

isoformas a 29.5 kDa, en tanto que la subunidad α y β fue de 21.2 y 18.2 kDa, 

respectivamente. La inmunodetecciòn (Figs. 10 y 11), identificó bandas de PM 



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

machos y hembras, respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Discusión 
Este estudio describe  por primera vez la movilidad relativa, el peso molecular y 

la inmuno-detección de las isofomas predominantes obtenidas por medio del 

cromatoenfoque de hipófisis bovina de machos y hembras.  Los resultados 

mostraron que existe una distribución de las isoformas de la LH hacia un patrón 

más básico en la hembra que en el macho, en contraste, el porcentaje de 

isoformas ácidas en el macho se incrementó.  
El patrón  electroforético en TRIS-PAGE  de las diferentes isoformas de 

la LH confirmó la heterogeneidad de carga en esta proteína. Sin embargo, el 

patrón electroforético de las isoformas A, B, C, G y K en el macho y 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 mínimo 100 µg de proteína y para el 

análisis en este estudio se utilizaron las fracciones correspondientes de cada 

isoforma identificada de un sólo cromatoenfoque, el procedimiento se repitió 

tres veces con los mismos resultados. Las isoformas D en el macho y F, I y J 

en la hembra, presentaron una banda mayoritaria con Rf más catiónica 

semejante a los estándares referencia (USDA-bLH-5; NIDDK-oLH-26)4,7 de una 

variante de LH caprina,4 LH equina88 y humana;43 la isoforma E en el macho, C, 

D y E en la hembra, presentaron una banda menos catiónica, semejante a una 

de las isoformas purificadas de LH equina;88,90 humana;1,2 bovina;3,7,91 de rata92 

y caprina4. Finalmente, las isoformas F, H, I y J presentaron una banda 

mayoritaria mucho menos catiónica en el macho, patrón semejante a la LH 

equina.88 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 composición de las unidades de 

carbohidratos de la molécula y a la cantidad de sulfato terminal en estos 

oligosacáridos.20,22,34, 42, 51  

Con el fin de determinar el PM de las isoformas de LH, se recurrió al 

análisis electroforético en el sistema SDS-PAGE, en comparación con el 

estándar USDA-bLH-B5; en todos los casos se presentó una banda importante 

con PM relativo de 36.5 a 37.5 kDa, cercano a lo señalado para las especies 

ovina, bovina, porcina y caprina,
4,7 sugiriendo que la banda presente en las 

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



proteína. Por otro lado, se identificaron proteínas 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 β-mercaptoetanol,  por lo que no se puede sugerir 

como agregados de PM de la forma nativa. Además, se presentó una  banda 

de peso molecular relativo de 20.8 kDa en todas las isoformas. Estos 

resultados se asemejan a lo informado para esta hormona3-5, 7, 88 y sugieren 

que las isoformas de alto PM corresponden a agregados de la forma nativa y 

ésta, a su vez, está compuesta de dos subunidades que correspondieron a las 

bandas de menor PM.  

La inmuno-detección para cada una de las fracciones identificadas de la 

LH en el macho y hembra por medio del cromatoenfoque, identificó dos 

proteínas de alto PM, una banda importante con PM relativo de 37.5 kDa, así 

como una proteína 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 permitió observar un paralelismo de las diferentes isoformas de la 

LH, en comparación con el estándar de referencia NIDDK-OLH-I-2; esto 

confirma la presencia de LH. La cantidad de LH inmunorreactiva necesaria para 

la dosis del 50% (ED50) de la curva dosis-respuesta, fue inferior en las 

proteínas que eluyeron a pH básico (A, B, C, D y E) en comparación con la de 

elusión a pH neutro (F y G) y ácido (H, I, J, K y S). La diferencia de respuesta 

se puede explicar en función del tipo de anticuerpo utilizado en este estudio, el 

cual se generó con una LH obtenida a pH básico (datos señalados por USDA y 

NIDDK). 

 

 

 

 

 

 

 

 



Conclusión 
Los resultados mostraron un patrón más básico de isoformas de la LH en la 

hembra que en el macho; se confirmó la presencia de heterogeneidad de la LH 

en la hipófisis anterior con características fisicoquímicas e inmunológicas de 

cada isoforma semejante entre sexos.  

En la actualidad es conocido que la actividad biológica in vivo de las 

isoformas básicas de las gonadotropinas es menor debido a su alta tasa de 

eliminación, en comparación a las isoformas ácidas,93 contrario a lo que ocurre 

in vitro.94 Aunque se cuenta con esta información, la importancia fisiológica de 

las distintas isoformas de las gonadotropinas no es del todo clara; más aun, si 

las técnicas empleadas para su obtención limitan el número y cantidad de 

isoformas identificadas en la hipófisis anterior,13 cuya caracterización 

fisicoquímica únicamente se ha descrito en proteínas con alta pureza.7-13,88  

Basados en estas consideraciones, se pudiera pensar que las isoformas 

ácidas de las gonadotropinas estén participando el proceso de maduración  

folicular, evento que requiere mayor tiempo, pero de menor intensidad, en tanto 

que las isoformas básicas pueden proveer un potente estímulo de corto tiempo, 

necesario para la inducción de la pubertad o la ovulación; en el caso de los 

machos, se puede sugerir que las isoformas ácidas estimulan la capacitación 

espermática en tanto que las isoformas básicas pueden inducir  la maduración.  

Por lo tanto, la caracterización de las isoformas de la LH presentes en 

los extractos hipofisarios de machos y hembras bovinas, así como su 

distribución, son el paso inicial de un proyecto más amplio, encaminado a 

conocer la relación estructura-función de las isoformas de las gonadotropinas.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1 Caracterización de las isoformas obtenidas de extractos hipofisiarios de 
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 Patrón de distribución de las isoformas de la LH de los extractos 
hipofisiarios de machos bovinos, después de la separación por medio del 
cromatoenfoque. Las flechas indican en momento de cambio de amortiguador 
durante la corrida cromatografica y después de la aplicación de 1M NaCl.  
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Fig. 3  Patrón de distribución de las isoformas de la LH de los extractos 
hipofisiarios de hembras bovinas, después de la separación por medio del 
cromatoenfoque. Las flechas indican en momento de cambio de amortiguador 
durante la corrida cromatografica y después de la aplicación de 1M NaCl.  
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Fig. 4 Porcentaje de distribución de las isoformas de la LH por grupo de pH en la 
hipófisis 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 estándar para cada grupo de pH.  
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Fig. 5 Porcentaje de distribución de las isoformas de la LH por unidad de pH en la 
hipófisis 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 estándar 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 
proteínas de mayor a menor carga catiónica. 
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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 proteínas de 
mayor a menor carga catiónica. 
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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; l) 
Isoforma K m) Isoforma S; s) Estándar USDA-bLH-5. Las flechas de la izquierda 
indican los marcadores de peso molecular. Las flechas de la derecha señalan 
agregados de formas nativas. 
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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; l) Isoforma J. Las flechas de la izquierda indican los marcadores de peso 
molecular. Las flechas de la derecha señalan agregados de formas nativas. 
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Figura 10. Inmunodetección 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).  
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Figura 11. Inmunodetección 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).  
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Cuadro 1. Porcentaje de distribución de las isoformas de la hormona luteinizante 
en extractos hipofisiarios de machos y hembras bovinas. Los valores representan 
el promedio ± error estándar. 
 
 
 

 
a,b P ≤ 0.05 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Isoforma 

Machos 
(n=4) 

hembras 
(n=4) 

 pH 
(Rango) 

LH 
(%) 

pH 
(Rango) 

LH 
(%) 

A 10-9.6 0.0 ± 0.01 10.2-10.1 0.05 ± 0.03 
B 9.5-9.2 0.2 ± 0.1 a 9.9-9.1 2.8 ±0.9 b 
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 31.2 ± 7.7 
E 8.4-7.8 5.4 ± 1.3 a 8.7-7.9 18.4 ± 1.3 b 
F 7.7-7.1 4.4 ± 0.7 a 7.8-7.0 8.7 ± 1.5 b 
G 7.0-6.9 4.7 ± 0.7 a 6.9-6.9 2.9 ± 0.2 b 
H 6.8-6.5 1.6 ± 0.3 6.8-6.6 1.3 ± 0.4 
I 6.4-5.7 6.9 ± 0.8 a 6.5-5.5 10.2 ± 1.9 b 
J 5.5-3.4 6.0 ± 1.5 a 5.4-3.9 4.5 ± 0.9 b 
K 3.3-4.9 0.8 ± 0.3 a 3.8-5.0 2.7 ± 0.9 b 
S 5.0-5.0 0.0 ± 0.01 5.1-5.3 0.07 ± 0.01 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cuadro 2. Punto isoeléctrico (pI) 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 más importante 
en cada gel. oLH corresponde al estándar de referencia (NIDDK-oLH-I-2), BSA, 
corresponde a la albúmina sérica bovina. Se presentan las isoformas con un pI 
más alto (A) hasta la obtenida  después del NaCl (S). 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Producto pI 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 (pI) 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 más importante 
en cada gel. oLH corresponde al estándar de referencia (NIDDK-oLH-I-2), BSA, 
corresponde a la albúmina sérica bovina. Se presentan las isoformas con un pI 
más alto (A) hasta la obtenida  después del NaCl (S).  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Producto PI Rf 
oLH  0.07       
BSA      0.49  0.72 
A 10.2        
B 9.5        
C 9.0  0.11  0.32    
D 8.9  0.12 0.25     
E 8.3  0.11   0.38   
F 7.4 0.05  0.21  0.49   
G 6.9        
H 6.7        
I 6.0 0.05 0.19      
J 4.7 0.09  0.22   0.55 0.73 
K 4.4        
S 5.2   0.21    0.71 



Apéndice I 
 

AMORTIGUADORES PARA RIA 
 
PB 0.5 M pH 7.2-7.4 
 

A) NaH2PO4  (fosfato de sodio monobásico)                    B) Na2HPO4 (fosfato de sodio 
dibásico) 

          3.45 g                                                             12.78 g 
 
 
        50 ml                                                                 180 ml 
 

    
             38 ml                                                                 162 ml 
 
 
 
                                                  200 ml 
                                       Amortiguador madre 
 
PB 0.05 M pH 7.4                                              PBS 0.05 M 
    PB 0.5 M     
                                                                           PB 0.05 M + 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                                                                                      Centrifugación 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 1er anticuerpo                                                                                              Amortiguador de ensayo 
Preparar suero normal de conejo (SNC)                                                                    Dilución de estándares 
 
 
 

                                               PBS-BSA 
                                                     PBS + BSA 0.1 % 
                                                                             100 ml + 0.1 g 
                                
                                          Diluir fracciones obtenidas de la marcación 

 
 
 

/ 



Apéndice II 
 

CUANTIFICACIÓN DE PROTEINAS TOTALES 
(METODO DE BRADFORD) 

 
 
CURVA ESTANDAR (MACROMETODO) 

 
1.- Preparar concentraciones de Albúmina Sérica Bovina (BSA) 

(10, 20, 40, 80, y 100 µg de proteína). 
 

2.- Llevar cada solución a 100 µl con agua desionizada. 
 

3.- Agregar 4.9 ml de  reactivo Bradford (1: 5).  
(Del reactivo original se toma un volumen y se adicionan cuatro volúmenes de H2Od) 
 

4.- Dejar que reaccione durante 5 minutos. 
 

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

 
CURVA ESTANDAR (MICROMETODO) 

 
1.- Preparar concentraciones de Albúmina Sérica Bovina (BSA)            
      (1, 2, 4, 8, 10 y 12 µg de proteína) 

 
2.- Llevar cada solución a un volumen final de 800 µl con agua desionizada. 

 
3.- Agregar 200 µl 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 solución estándar (BSA al 20 %), se tomaron 10 µl que contienen 2 mg de proteína. Esta 
concentración de proteína, se ajusto a un volumen de 2 ml con agua desionizada, generando 
una concentración de 1µg/µl de solución.  

              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 



Apéndice III 
 
 

ELECTROFORESIS TRIS-PAGE 
 
Soluciones: 

 
GEL RESOLVEDOR 

 
Solución A1: 

HCl 1N     24ml 
TRIS        18.5 g 
TEMED 115 µl 
H2O     50ml 

 
          Ajustar a pH 9.4      

 
Solución A2, al 7%: 

Acrilamida       28 g 
Bisacrilamida   0.74 g 
H2O 100ml 

 
                       Filtrar en papel Whatman No. 42 
 
Solución C: 

Persulfato de Amonio     140 mg        
H2O 100 ml 

 
                        

                                                      
 
                Preparar al momento de la electroforesis 
 
GEL CONCENTRADOR 

 
Solución B: 

HCl (1N)     48.0 ml 
TRIS 6.0 g 
TEMED 460 µl 
H2O 52.0 ml 

 
                Ajustar a pH 7.2 
 

Solución D: 
Acrilamida 10.0 g 
Bisacrilamida   2.5 g 
H2O 100 ml 

 
                Filtrar en papel Whatman No. 42 
 
 

Solución E: 
 
 
 

  Preparar al momento de la electroforesis 
 

AMORTIGUADOR DE CORRIDA 
 

              Riboflavina          4.0 mg         0.12mg 
              H2O                     100 ml          3.0 ml 

I 

I I 

I I 

I I 



                                         1x              10x              
              TRIS                 3.0 g          30.0 g 
              Glicina              14.4 g        144.0 g 
              H2O                  1000ml       1000 ml 
 
                 Ajustar a pH 8.3 
 
AMORTIGUADOR DE MUESTRA 
 
              TRIS                          15.0 mg 
              Glicina                       72.5 mg 
              Azul de Bromoferol     2.5 mg 
              Glicerol                      500.0 µl 
              H2O                              4.5 ml 
 
SOLUCIÓN PARA TEÑIR 
 
              Amino Black 70B        5g 
              Acido acetico (75%)   1000ml 
 
SOLUCIÓN PARA DESTEÑIR 
 
              Acido acético al 5% 

 
PROCEDIMIENTO 

 
GEL RESOLVEDOR PROPORCION VOLUMEN 

Solución A1 1 parte 9 ml 
Solución A2 1 parte 9ml 
Solución 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 
diámetro 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: 
 
Solución A (Acrilamida 30%, Bisacrilamida 0.8%) 
 
         Acrilamida             30.0 g 
          Bisacrilamida         0.8 g 
           H2O                      100.0 ml 
 
Solución B (Amortiguador para gel resolvedor) 
 
         TRIS             18.17 g 
         SDS              0.40 g 
         H2O              100.0 ml 
         
        Ajustar a pH 8.8 con HCl concentrado 
 
Solución C (Amortiguador para el gel concentrador) 
 
         TRIS             6.06 g            
         SDS              0.40 g 
          H2O              100.0 ml 
        
        Ajustar a pH 6.8 con HCl concentrado  
 
Solución D (Amortiguador de corrida) 
                                                   1x                 5x 
  TRIS         1.52 g          7.60 g 
  Glicina       7.21 g         36.05 g 
  SDS          0.50 g          2.50 g 

   H2O           500 ml         500 ml  
 
       Ajustar a pH 8.3 con NaOH 10N 
 
Solución E (Amortiguador de muestras no reductoras) 
 
  Solución C                          1.25 ml 
  SDS al 10%                        0.10 ml 
  Glicerol (0.05%)                  1.0 ml 
  Azul de bromoferol (0.5%)  0.4 ml 
 
Solución F (Persulfato de amonio al 10%) 
 
  Persulfato de Amonio         10 mg 
  H2O                                      100 µl 
 
 
 
Solución G (Amortiguador de muestras reductoras) 
 
  β- mercaptoetanol                   10 µl 
  Solución E                              990 µl  
 
Marcadores de peso molecular: 
 
  Marcadores de BIO-Rad (bajo peso molecular)   5 µl 
  Solución E o G                                                     95 µl 



 
 
 
 
NOTA: La aplicación de cada muestra no sobrepase los 20 µl 

 
 
 

PROCEDIMIENTO 
GEL RESOLVEDOR AL 12.5%  

Solucion B 2.25 ml 
Solucion A 3.75 ml 

H2O 3.0 ml 
TEMED 7.5 µl 

Solución F 30.0 µl 
GEL CONCENTRADOR AL 4%  

Solución C 1.26 ml 
Solución A 0.66 ml 

H2O 3.08 ml 
TEMED 5.0 µl 

Solución F 25.0 µl 
 
 
 

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 H2O d 
 
4.- Reactivo de plata: 2.5 ml del reactivo y aforar a 25 ml con H2O d 
 
5.- Solución reveladora: 3.2 g del reactivo y aforar a 100 ml con H2O 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 
H2O d Hacer cambios cada 5 minutos (obtener gel transparente) 
Reactivo de plata Dejar durante 20 minutos 
H2O d Lavar y quitar inmediatamente (aprox. 1 minuto) 
Reactivo revelador Hacer lavados y dejar hasta que aparezcan las bandas  
Detener la reacción Con ácido acético al 5% 
 
 
NOTA: Esta tinción esta basada en el KIT de BIO-RAD. Es importante la utilización de H20 
desionizada exclusivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Apéndice VI 
 

IMMUNODETECCIÓN 
(Western- Blot) 

 
Soluciones: 
 
Solución TBS: 
  TRIS  1.211 g  2.422 g 
  NaCl  14.61 g  29.22 g 
  H2O  500 ml  1000 ml 
 
               Ajustar a pH 7.5  
 
Solución de TTBS 
  Tween 20 (0.05%)    50 µl           500 µl 
  TBS                         100 ml         1000 ml 
 
Esta solución se utiliza para los lavados del papel 
 
Solución de TTBS-BSA 3% 
  BSA                     3 g  
  TTBS                 100 ml 
 
Esta solución se utiliza para bloquear el papel de nitrocelulosa 
 
Solución de TTBS-BSA 1% 
  BSA   1g 
  TTBS          100 ml  
 
Esta solución se utiliza para la preparación del 1° y 2° anticuerpo 
 
Solución reveladora 
 
Se utiliza el Kit BIO-RAD (Alkaline phosphatase conjugate substrate Kid)       No. Cat. 170-6432 
 
  TRIS(0.1 M)  0.1816 g 
  H2O   15.0 ml 
  Agente A*  150.0 µl 
  Agente B**  150.0 µl 
 
 
 
 
* Nitroblue tetrazolium in dimethylformamide (DMF) + magnesium choride 
 
** 5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfate in DMF 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



PROCEDIMIENTO 
 
ACTIVIDAD REACTIVO TIEMPO 
Electroforesis SDS-PAGE Transferir Papel nitrocelulosa 
Secar papel Agitación 30 minutos 
Humedecer TBS 5 minutos 
Bloquear TTBS-BSA 3% 60 minutos 
Decantar Lavar TTBS 10 minutos 
Decantar Añadir 1er anticuerpo 16 horas (4°C) 
Decantar Lavar TTBS 5 minutos (2 veces) 
Decantar Añadir 2do anticuerpo 120 minutos 
Decantar Lavar TTBS 5 minutos (2 veces) 
Decantar Lavar TBS 5 minutos (3 veces) 
Decantar Añadir solución reveladora Hasta reveler 
Decantar Añadir agua Secar papel 
 
 
Una vez realizada la electroforesis en SDS-PAGE (12.5%), las proteínas son transferidas 
a papel de nitrocelulosa en condiciones de 100 volts por 60 minutos a 4°C. 
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