UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA SALUD Y PRODUCCION ANIMAL

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA E INMUNOLOGICA DE LAS
ISOFORMAS DE LA GONADOTROPINA CORIONICA DE GESTACIONES
INTERESPECIE DE EQUIDOS

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS DE LA SALUD Y PRODUCCION
ANIMAL

PRESENTA
JOSE DANIEL GARCIA SILVA
TUTOR:
FMVZ-UNAM Dr. JOSE GERARDO PERERA MARIN
COMITE TUTORAL:

FMVZ-UNAM Dra. Ana Myriam Boeta Acosta

IMSS Gineco-obstetricia No. 4 Dra. Aleida Olivares Segura

México D.F. Octubre del 2013



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DECLARACION

El autor da el consentimiento a la Divisiéon de Estudios de Posgrado e Investigacion de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de
México, para que la tesis esté disponible para cualquier tipo de reproduccion e intercambio

bibliotecario.

José Daniel Garcia Silva



DEDICATORIA
A MIS PADRES:

Daniel Garcia Garcia y Graciela Silva Orozco
Por su darme la vida, su apoyo incondicional y su gran amor hacia a mi, realmente no saben
cuanto los amo y admiro, gracias por ensefiarme a ser la persona que soy el dia de hoy.

A MIS HERMANAS:

Ana Lilia Garcia Silva y Maria del Socorro Garcia Silva
Por apoyarme en todo momento y sus sabios consejos, no saben cudnto las amo y espero
que siempre sigamos juntos.

A MIS SOBRINOS:

Aaron, Mariana, Karen y Natalie
Por sus sabias palabras y ayuda incondicional
Los amo mis nifios

A MIS CUNADOS:

Paco y Héctor:
Por su apoyo en todo momento y su comprension en los momentos més dificiles

A MIS PROESORES DEL DEPARTAMENTO DE REPRODUCCION:

Dr. Gerardo Perera, Dr. Luis Zarco, Dra. Ana Myriam Boeta y Dr. Carlos Esquivel y
Dra. Ana Rodriguez
Muchas gracias por su apoyo y sus conocimientos.

ESPECIALMENTE A:
ADRIANA MENESES BALBOA:

Gracias por todo tu amor, tu tiempo y paciencia
Por ensefiarme a vivir y demostrarme que el amor si existe
Te amo: eres mi luz mi fe y mi esperanza



AGRADECIMIENTOS:

A la Universidad Nacional Auténoma de México por darme la oportunidad de continuar

con mi carrera académica

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (Conacyt) por la beca otorgada para este

estudio.

A los miembros del comité tutoral: Dr. José Gerardo Perera Marin, Dra. Ana Myriam Boeta

Acosta y Dra. Aleida Olivares Segura.

A la Dra. Anita Rodriguez y Dra. Clara Murcia por la asistencia en las determinaciones

hormonales.

Principalmente al Dr. Gerardo Perera Marin por sus sabios consejos y conocimientos.



RESUMEN

La gonadotropina coridnica (CG) equina y humana, al igual que los otros miembros de la
familia de glicoproteinas de origen hipofisarios, son producidas y secretadas en multiples
formas moleculares o isoformas, proteinas que difieren entre si, por la estructura de sus
oligosacaridos, propiedades biologicas e inmunoldgicas. Aunque se cuenta con esta
informacion, actualmente no se han descrito evidencias de la posible heterogeneidad
molecular de la CG presente en el suero de cruzas equinas inter-especie (Mula y
Burdégano). Por ello, el objetivo del estudio se encamino al anélisis del patron heterogéneo
de la CG de estas cruzas equinas, por lo tanto, el trabajo se dividid, primeramente en
purificar la CG del suero de ambas cruzas e identificar el patron de distribucion de las
isoformas. Para ello, las glicoproteinas del suero de burra y burdégano, se obtuvieron
mediante un gradiente de concentracion con etanol, a pH neutro y 4cido, una vez obtenida
la fraccion rica en glicoproteinas, se purific6 en una cromatografia de intercambio cationico
(CM-Sepharosa) y la fraccion rica en CG, se analizé en el cromatoenfoque preparativo,
herramienta analitica que permitié identificar proteinas con diferente puntos isoeléctricos.
La actividad especifica de CG (Ul/mg de proteina) en cada paso del proceso de extraccion,
purificacion y andlisis de la heterogeneidad molecular, se determin6 mediante el sistema de
inmunodiagnostico (ELISA) para gonadotropina coridnica equina. El patron de distribucion
de las isoformas de la CG purificada del suero de cruzas equinas inter-especie, indic6 un
alto porcentaje de isoformas de tipo basico semejante en ambos productos, en contraste, el
porcentaje de isoformas acidas presentes en la CG del burdégano fue mayor cuando se
compard con la mula, de forma similar en la mula se presenté un incremento significativo
con relacion al burdégano en el porcentaje de isoformas neutras. Esta serie de resultados,
describen un procedimiento rapido de obtencion de CG del suero, ademas por primera vez
se presenta el patron heterogéneo de esta proteina obtenida del suero de cruzas equinas

inter-especie.

Palabras claves: Purificacion, Cruzas equinas inter-especie, Heterogeneidad,

Gonadotropina Corionica (CG).



ABSTRACT

Chorionic gonadotropin (CG) equine and human, like other members of the family
of origin pituitary glycoproteins are produced and secreted in multiple molecular forms,
isoforms that differ from one another by their oligosaccharide structure, biological
properties and immunological.

Although this information has not currently have described evidence of possible
molecular heterogeneity of GC present in the serum of equine inter-species crosses (mule
and hinny). Therefore, the objective of the study corresponded to the heterogeneous pattern
analysis of these crosses the equine GC, therefore, work is underway, first to purify the
serum of both GC and immediately cross to identify the distribution pattern GC isoforms.
To this end, serum glycoproteins donkey and hinny, were obtained using a gradient of
ethanol concentration at neutral pH and acid, after obtaining the glycoprotein-rich fraction
was purified on a cation exchange chromatography (CM-Sepharose) and GC-rich fraction
was analyzed in the cromatofocussing preparative, analytical tool that allowed us to
identify proteins with different isoelectric points. The specific activity (Ul/mg protein) of
CG in every step of the process of extraction, purification and analysis of molecular
heterogeneity was determined by specific immunodiagnostic system (ELISA) for equine
chorionic gonadotropin. The distribution pattern of the GC isoforms purified from serum of
equine interspecies crosses, indicated a high percentage of basic isoforms of similar type in
both products, in contrast, the proportion of acidic isoforms present in the GC of the hinny
was greater when compared with the mule, similar to the mule was an increase hinny
significant in relation to the percentage of neutral isoforms. This series of results, described
a rapid procedure for obtaining serum GC also for the first time presents the heterogeneous

pattern of this protein obtained from the serum of equine interspecies crosses.

Keywords: Purification, pregnancy inter-specie, Heterogeneity. Chorionic gonadotropin,

(CG).
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1. INTRODUCCION

La obtencion de productos interespecie de équidos es una practica muy recurrida en nuestro
pais, particularmente para la obtencion de mulas mediante el cruzamiento entre burro
(Equus asinus 3') X yegua (Equus caballus Q). Con poca frecuencia se realiza el
cruzamiento reciproco, entre caballo (Equus caballus &) X burra (Equus asinus Q), que

conduce a la obtencién del burdégano.

En el primer tercio de la gestacion de los équidos se forman unas estructuras de origen
coridnico llamadas copas endometriales, en las que se lleva a cabo la sintesis y secrecion de
gonadotropina coridnica (Allen y Wilsher, 2009), que completa su nombre con la especie
que la produce. Asi, las yeguas gestantes servidas por caballo producen gonadotropina
corionica equina (eCQ) y las burra servidas por burro producen gonadotropina coridnica de
burro (dCG). La eCG y la dCG tienen diferencias estructurales que también provocan
ciertas diferencias en sus efectos. Dado que las gonadotropinas coridnicas son producidas
por células corionicas del producto, en las gestaciones hibridas existe el potencial de que
las copas endometriales secreten una mezcla de eCG y dCG, provenientes de la expresion
del gen heredado de cada progenitor. Esto parece ser confirmado por el hecho de que se
han observado isoformas de CG durante la gestacion equina intraespecie (Butnev et al,
1983). Sin embargo, debido a fendmenos como la impronta génica o el rechazo
inmunologico a las copas endometriales, la mezcla de CG de cada especie podria ser
distinta en cada tipo de gestacion hibrida Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo es
identificar y caracterizar la heterogeneidad molecular de la CG presente en el suero de
ambos tipos de gestacion hibrida entre Equus caballus X burra Equus asinus

En el presente trabajo generalmente nos referiremos como CG (sin especificar especie) a
las gonadotropinas coridnicas presentes en gestaciones hibridas, y como eCG o dCG

respectivamente a la gonadotropina corionica especifica de gestaciones equinas o de burro.



2. OBJETIVO GENERAL

Analizar el patrén de distribucion de la gonadotropina coridnica presente en el suero de
yeguas gestantes con productos resultado de cruzas inter-especie de équidos (mula y

burdégano).
OBJETIVO PARTICULARES
1.- Purificar la gonadotropina coridnica del suero de gestaciones hibridas de équidos.

2.- Identificar el patron de distribucion de las isoformas de la gonadotropina coridnica

presente en el suero de yeguas con gestaciones hibridas de équidos.

3. HIPOTESIS

Existe una distribucion diferente de isoformas de gonadotropina coridnica durante la gestacion de
yeguas servidas con burro en comparacion con la distribucion encontrada durante la gestacion de

burras servidas con caballo.



4. REVISION DE LITERATURA

Las gonadotropinas coridnicas (CG) pertenecen a la familia de las hormonas glicoprotéicas,
que incluye a la hormona foliculo estimulante (FSH), hormona luteinizante (LH), y la
hormona estimulante de la tiroides (TSH). A diferencia de la LH, FSH y TSH, que son
hormonas sintetizadas y almacenadas en la adenohipofisis, la gonadotropina coridnica
humana (hCG) es sintetizada por las células trofoblasticas, mientras que las gonadotropina
corionica equina (eCG) es sintetizadas por las copas endometriales provenientes del
cinturén corionico, localizado en el utero de la yegua gestante (Allen and Wilsher, 2009;

Legardinier et al, 2005; Bousfield et al, 2004).

Al igual que la LH, FSH y TSH, la eCG es una glicoproteina heterodimérica, formada por
dos cadenas polipeptidicas glicosiladas denominadas subunidad alfa (o) y subunidad beta
(B) unidas por puentes disulfuro (Bousfield et al., 2001); Su peso molecular es de 72 kDa.
(Bousfield, 1996; Legardinier, 2005)

Esta hormona presenta funciones semejantes a la LH dentro de la especie equina, sin
embargo, en otras especies presenta actividad bioldgica semejante a la FSH (Lecompte et
al, 2010). Durante la gestacion equina la eCG presenta una actividad luteotropica, la cual
promueve la sintesis y secrecion de la progesterona por parte del cuerpo liteo primario
proveniente de la primera ovulacion, asi como una funcion luteogénica, que induce la
formacion de cuerpos luteos suplementarios durante esta condicion fisiologica (Stewart et

al., 1976, 1981; Zarco y Boeta 2012).

4.1. Estructura de las glicoproteinas

4.1.1. Subunidad alfa

La estructura de la subunidad a de las hormonas glicoprotéicas esta integrada por 96
residuos de aminodacidos, excepto en la especie humana donde solo contiene 92 residuos
debido a una eliminacion de los residuos 5-8. Dentro de cada especie la subunidad a se
encuentra codificada por un solo gen para todas las hormonas glicoprotéicas (Naylor et al.,

1983; Gharib et al., 1990; Hearn y Gomme, 2000).



La estructura primaria de la subunidad o contiene una alta proporcion de residuos de
cisteina que se conservan entre las diferentes especies. Mediante estos residuos se forman

cinco puentes de disulfuro (Hearn y Gomme, 2000).

Ademéas de los puentes disulfuro, en todas las especies existen sitios de glicosilacion en esta
subunidad. Especificamente en el equino se presentan dos sitios de glicosilacion, el primero
se localiza en la posicion 56 (Asnse) de la secuencia primaria del polipéptido (en humanos
se localiza en Asns;) y el segundo sitio se localiza en la posicion 82 (Asngy, Asnyg en el
humano). Los sitios de glicosilacion consisten en la secuencia Asn-X-The, donde el
olisacarido precusor se une al grupo amida de la cadena lateral del aminoacido asparagina
(Asn), esta union se conoce como N-glicosilacion (Bousfield et al, 1994; Bousfield et al,
2004).

Se ha descrito que los oligosacaridos de la cadena a participan en la transduccién de senal,
particularmente los localizados en el residuo Asns, o Asnsg (Bousfield et al, 1994,

Bousfield et al, 2004).

Especie 10 20 30 40 50
Humano | APDV ----QD CPECTLQENP | FFSQPGAPIL | OCMGCCFSRA | YPTPLRSKKT
Equino | FEDGEFTTOD CPECKLRENK | YFFKLGVPIY | OCKGCCFSRA | YPTPARSRKT
Especie 60 70 80 90

Humano | MLVOKNVTSE | STCCVAKSYN | RVIVMGGFKV | ENHTACHCST | CYYHKS
Equino MLVPKNITSE | STCCVAKAFI | RVTVMGNIKL | ENHTOCYCST | CYHHKI

Figura 1. Homologia comparativa de las secuencias de aminoacidos de la subunidad alfa de las diferentes
especies de mamiferos. Los residuos de cisteina (C) se resaltan en negritas y la region de residuos de
aminoacidos conservados en las subunidades de las especies esta subrayada. (Adaptado de Ward et al, 1990).

4.1.2. Subunidad beta

El niimero de aminoacidos que conforman la estructura primaria de la subunidad beta
difiere entre las especies y entre las diferentes hormonas de cada especie; en el caso de la
eCG-B y de la LH-P equina estan conformadas por 149 aminoacidos, lo que las hace
considerablemente mas grandes que la mayoria de las hormonas gonadotrdpicas, por

ejemplo la TSH-B tiene entre 112-118 y la FSH-B contiene 110-111 aminoécidos en



diferentes especies. Solo la hCG-, con sus 145 aminoacidos tiene un tamafio similar a los
de la eCG-PB y de la LH-B equina. A diferencia de la subunidad a, la subunidad B no es
codificada por un solo gen, sin embargo, La homologia en la secuencia de residuos de
aminoacidos de esta subunidad en las distintas especies, es del 90%, presentando residuos
de cisteina altamente conservados entre las especies. Asi, en todas las especies presenta 12
residuos de cisteina, que forman un total de 6 puentes disulfuro. El hecho que los residuos
de cisteina estdn conservados y que cada subunidad comparte mas del 50% de homologia
con las demés subunidades B es un indicativo de que comparten una estructura

tridimensional comtin (Combarnous, 1992; Hearn y Gomme, 2000).

La subunidad beta también contiene patrones de glicosilacion, con la diferencia que este
patrén es variable entre las especies. Por ejemplo, la subunidad  de la hCG y de la LH
humana se encuentra glicosilada en el residuo de asparagina de la posicion 13 y 30. En el
caso particular de la subunidad B de la gonadotropina coridnica equina, el patrén de
glicosilacion se observa en 14 sitios, dos del tipo N-unidos, y 12 del tipo O-unidos. La
unidn tipo O se caracteriza por incorporar el oligosacarido en el grupo hidroxilo del residuo
de los aminodcidos serina o treonina. Este tipo de glicosilacion del tipo O-unido le otorga
propiedades caracteristicas a la eCG, que se reflejan en una vida media en la circulacion de
8 dias aproximadamente (Pierce, 1981; Chopineau, 1995; Bousfield, 1987; Bousfield et al,
2001; Bousfield et al, 2004; Legardinier, 2005).

Especie 10 20 30 40 50
eCGp SRGPLRPLCR PINATLAAEK | EACPICITFT TSICAGYCPS | MVRVMPAALP
hCGpB SREPLRPLCR PINATLAVEK | EGCPVCITVN | TTICAGYCPT | MTRVLQGVLP

Especie 60 70 80 90 100
eCGB | A-IP-QPVCTYR ELRFASIRLP GCPPGVDPMV | SFPVALSCHC | GPCOIKTTDC
hCGB | A-LP-QVVCNYR | DVRFESIRLP GCPRGVNPVV | SYAVALSCOC | ALCRRSTTDC

Especie 110 120 130 140

eCGp GVFRDQPLAC | APQASSSSKD | PPSQPLTSTS | TPTPGASRRS | SHPLPIKTS
hCGp GGPKDHPLTC | DDPRFQDSSS | SKAPPPSLPS | PSRLPGPSDT | PILPQ

Figura 2. Comparacion en la estructura primaria de las diferentes subunidades  de las hormonas
glicoprotéicas. Los residuos de cisteina estan resaltados en negritas. Los residuos que se conservan a través de
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todas las subunidades  de las hormonas glicoprotéicas se encuentran subrayadas. Las abreviaciones indican
la especie: e: equina, h: humana, ba: babuino, o: ovino, b: bovino, p: porcino, r: rata, d: perro y m: raton.
(Tomado de Hearn y Gomme, 2000)

4.2. Heterogeneidad Molecular de las Gonadotropinas

4.2.1. Mecanismo de glicosilacion

El mecanismo de glicosilacion se refiere al proceso mediante el cual se realiza la
incorporacion de oligosacaridos a la cadena de aminoacidos de una proteina. Es un camino
biosintético que se inicia en el reticulo endoplasmico rugoso (rer), con la transferencia de
un oligosacarido precursor desde la molécula de dolicol (fosfolipido de membrana) hacia
un residuo de aminoacidos de la cadena naciente. En la membrana del RER el dolicol tiene
unida un oligosacéarido conformado por 2 moléculas de N-acetilglucosamina, 9 de manosa y
3 de glucosa (GlcsMangGlcNAc;). Este oligosacarido es transferido, durante la
translocacion de la cadena naciente hacia el rer, desde el dolicol al sitio de glicosilacion
representado por la secuencia asparagina-X-treonina en donde la X representa cualquier
aminodcido. El proceso regulado por la enzima glicosiltransferasa (Baenziger y Green,
1988; Ulloa-Aguirre et al, 1998; Perera-Marin et al, 2007). Una vez incorporado este
oligosacarido a la proteina, y durante su paso por el RER y el aparato de golgi, el
oligosacarido sufre modificaciones estructurales, proceso realizado por enzimas llamadas
exoglucosidasas y manosidasas, lo que genera un oligosacarido comun, que consiste de dos
residuos de N-acetilglucosamina y tres residuos de manosa (Baenziger y Green, 1988;
Stockell y Renwick, 1992). A esta estructura comun se le incorporan, en distintas
posiciones, moléculas de N-acetilgalactosamina, galactosa, &cido sialico y/o sulfato,
proceso regulado por enzimas como la N-acetilgalactosamina-transferasa, N-
acetilglucosamina transferasa, Galactosil-transferasa, sialiltransferasa y sulfotransferasa,
elendo lo anterior la base para la existencia de las diferentes isoformas de las
gonadotropinas secretadas tanto por la hipéfisis como por la placenta (Combarnous, 1992;

Baenziger y Green, 1988; Ulloa-Aguirre et al, 1998).



Figura 3. Ruta biosintética de los oligosacaridos N-unidos en las subunidades o y f de las gonadotropinas. (1)
Glicosiltransferasa, (2) glucosidasa I y II, Manosidasa 1 y 2; N-acetilglucosamina transferasa; (4)
sulfotransferasa; (5) Manosidasa 1 y 2; N-acetilglucosamina transferasa; (7) N-acetilgalactosamina transferasa
y sulfato transferasa; (8) sulfato transferasa; (9) N-acetilgalactosamina transferasa, sulfato transferasa,
galactosil transferasa y sialil transferasa; (10) galactosiltransferasa y sialiltransferasa; (11 y 12) N-
acetilgalactosamina transferasa, galactosil transferasa y sialil transferasa, respectivamente (Tomado de Perera
et al, 2007).

4.2.2. Tipo de carbohidratos

Las cadenas de carbohidratos que conforman a las glicoproteinas influyen tanto en el peso
como en la carga de la proteina. Es por ello que con estas propiedades se ha logrado

identificar y purificar multiples formas de estas proteinas.

De esta manera, se han clasificado tres principales grupos de oligosacaridos que conforman
a las glicoproteinas, el primero es un grupo que contiene solo manosa y N-
acetilglucosamina (GIcNAc) unidos al nicleo comun; el segundo grupo contiene un residuo
de fucosa unido a la N-acetilglucosamina (GIcNAc) y a la cadena exterior, casi siempre
contiene el trisacdrido N-acetilglucosamina-galactosa-acido sialico; finalmente el Gltimo
grupo es un hibrido que incluye las combinaciones de los dos subtipos anteriores

(Baenziger, 1996; Hearn y Gomme, 2000).

Se ha observado que los oligosacaridos presentes en hormonas como la LH, TSH y la

subunidad o libre de las gonadotropinas, contienen oligosacaridos mono y bi-ramificados
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con terminacion N-acetilgalactosamina-sulfato, en tanto que la FSH contiene oligosacaridos
di, tri o tetra-ramificados con terminaciones de galactosa y acido sialico; sin embargo, la
gonadotropina corioénica de los équidos presenta un patrén de oligosacaridos menos
heterogéneo, con estructuras bi-ramificadas tinicamente, asi como residuos terminales de
galactosa-acido sialico como fue descrito para la FSH (Baenziger, 1996, Hearn y Gomme,

2000).

Las cadenas de oligosacaridos de las hormonas glicoproteicas también tienen un papel
fundamental en la vida media en circulacion de estas hormonas, por ejemplo, la presencia
de N-acetilgalactosamina y sulfato, o bien de oligosacéaridos con terminales de manosa o
N-acetilglucosamina aceleran la degradacion de la molécula debido a su gran afinidad por
el receptor especifico Gal/GalNAc localizado en células de kiipffer y células endoteliales

hepaticas (Fiete et al, 1991; Fiete et al, 1997).

Esto provoca que existan diferencias en la vida media de las hormonas glicoproteicas; por
ejemplo la vida media en circulacion de la FSH (8 horas) es mayor que la vida media de la
LH (2 a 4h), pero més corta que la de la gonadotropina coridnica equina (6 a 8 dias), en la
que encontramos glicosilacion de tipo N-unido y glicosilaciéon de tipo O-unido con

terminaciones de acido sidlico (Baenziger y Green, 1988; Bousfield et al, 2001).

Los oligosacaridos incrementan de forma significativa el peso molecular de las hormonas
glicoproteicas, ya que contribuyen con un 20 al 40 % de su peso molecular. Asi, la eCG
presenta un peso molecular cercano a los 72 kDa, mientras que el peso molecular de la LH
es de 32 a 36 kDa dependiendo de la especie. Ademas, también contribuyen en parte a la
carga eléctrica de la proteina, identificada a través de su punto isoeléctrico (Baenziger and

Green, 1988; Hearn y Gomme, 2000).

Se ha descrito que los oligosacéridos participan en la activacion de la transduccion de la
sefal por el receptor acoplado a proteinas G (Dufau, 1998). Por ejemplo, la presencia del
acido sialico afecta la actividad bioldgica in vitro, mientras que la desializacion de la hCG
aumenta la afinidad por su receptor al mismo tiempo que reduce drasticamente su
efectividad para activar el mecanismo de accion de la hormona, por lo que reduce su

actividad esteroidogenica, convirtiéndose en un antagonista en el testiculo o en el ovario



(Amir et al, 1987; Reddy et al, 1996).

Por lo tanto, la diferencia en el contenido de carbohidratos dentro de la molécula no
unicamente modifica la estructura de la proteina, sino también participa activamente en su
funcion biolodgica, lo que establece la base para el polimorfismo estructural asociado con la
actividad bioldgica in vivo e in vitro de estas proteinas (Ulloa-Aguirre et al., 1999; Creus et
al., 2001).

4.2.3. Mecanismo de accion

Las hormonas glicoprotéicas activan a los receptores acoplados a proteinas G localizados
en la membrana plasmatica de la célula blanco. En el caso de la gonadotropina corionica, el
receptor es el mismo al que se acopla la LH, por lo tanto se le denomina LH/CG-R (Dufau,

1998).

La estructura de este receptor estd conformada por tres regiones distintas, un dominio
extracelular (amino terminal) conformado por 340 a 390 aminoacidos (aa), una segunda
region que corresponde a siete regiones transmembranales unidas por asas extra e
intracelulares y finalmente un domino intracelular (carboxi-terminal) de 50 aa. La
interaccion de la hormona con su receptor conduce a la activacion de una proteina G que a
su vez puede regular la actividad de enzimas que resultan en la produccion de un segundo
mensajero, como el adenosin monofosfato ciclico (AMPc) o el inositol trifosfato. (Corda et

al., 1985; Flores et al., 1992; Gudermann et al., 1992; Davis et al., 1987).

Para ello, una vez que la gonadotropina coridnica equina se une a su receptor, éste
promueve un cambio en la conformacion de la proteina Gg, lo que permite que dicha
proteina intercambie GDP (difosfato de guanosina) por GTP (trifosfato de guanosina) en su
subunidad alfa, lo que provoca la disociacion de las otras subunidades de la proteina G (la
y la y). Las subunidades que conforman a la proteina G (o,  y y) pueden iniciar o inhibir
distintas cascadas de sefializacion intracelular. Cuando se ha liberado de las subunidades 3
y v, la subunidad alfa de la proteina G activa la adenilciclasa, la cual convierte ATP a
adenosin monofosfato ciclico (AMPc). El AMPc tiene como objetivo principal a la cinasa

de proteinas A (PKA). Esta holoenzima es un tetramero que tiene dos subunidades



cataliticas (C) que se mantienen de forma inactiva cuando estdn unidas a dos subunidades
reguladoras (R). Cuando el AMPc se une a las subunidades reguladoras la PKA se disocia,
liberando las subunidades cataliticas; y una vez activas estas fosforilan muchos substratos
especificos en el citoplasma celular (Ferguson 2001; Hearn and gomme, 2000; Wong y

Scott; 2004; Sadana y Dessauer 2009).

4.3. Gonadotropina Corionica

4.3.1. Gonadotropina corionica equina (eCG)

La eCG es sintetizada y secretada por las copas endometriales desde el dia 35 hasta el dia
120 de la gestacion equina (Allen 2001). Esta hormona se encuentra conformada por dos
subunidades unidas en forma no covalentemente, designadas como a y P, que tienen un

peso molecular de 64 y 72 kDa, respectivamente (Damm et al, 1990).

La secrecion de eCG se inicia desde el dia 35, incrementdndose rapidamente en el suero
materno, hasta alcanzar un pico maximo alrededor del dia 60-70, cuando alcanza valores
variables de 20-300 Ul/ml, para después declinar conforme ocurre la degeneracion y

muerte de las copas endometriales (Allen, 2000; Allen y Wilsher, 2009).

En el ovario de la yegua la eCG tiene una actividad de LH, por lo que puede provocar la
ovulacion y/o la luteinizacion de foliculos dominantes presentes durante la gestacion. Como
resultado se forman cuerpos luteos suplementarios que comienzan a aparecer en los ovarios
alrededor del dia 38 de la gestacion, inmediatamente después del comienzo de la secrecion
de la eCG, lo cual conlleva un aumento en las concentraciones circulantes de progesterona

en este periodo (Allen, 2000; Allen y Wilsher, 2009).

Las concentraciones de eCG difiere entre las gestaciones intraespecie e interespecie;
Stewart y Allen (1981) observaron que en la gestacion mular las concentraciones de esta
hormona son muchos menores que en la gestacion de tipo burdégano y en la gestacion

intraespecie equina.

El inicio de la secrecion de la eCG en los diferentes tipos de gestaciones antes mencionadas
comienzan en el mismo dia (35 dias de la gestacion) pero las concentraciones alcanzadas,

asi como el momento en que ocurre la reduccion o desaparicion de las concentraciones de
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la eCG es variable, debido a la destruccion temprana o tardia de las copas endometriales en

el utero gravido de estas gestaciones (Stewart y Allen, 1981).

En el caso de la gestacion mular las concentraciones en el suero alcanzan niveles muy
inferiores a las presentes en la gestacion equina, que ademads se reducen rapidamente hasta
desaparecer entre la semana 8 y 10 de la gestacion (Boeta y Zarco, 2005; 2010; 2012),
mientras que en la de tipo burdégano se alcanzan concentraciones muy elevadas y su
periodo de secrecion se extiende hasta el dia 140, a (Stewart y Allen, 1981; Allen et al,
1993; Allen y Short, 1997)

4.3.2. Gonadotropina corionica de burro (dCG)

La secrecion de esta hormona se presenta en la hembra de la burra gestante a partir del dia
35 de la gestacion finalizando el dia 126 con un pico maximo de secrecion de 27.4 Ul/ml en

el dia 56 de la gestacion (Stewart y Allen, 1981).

Esta secrecion de esta gonadotropina repercute en la secrecion de progesterona, donde
aumenta sus concentraciones en sangre entre la semana 6 y 11 de la gestacion mostrando un

promedio de esta progesterona de 12.2 + 0.95 ng/ml (Stewart y Allen, 1981).
4.3.3. Comparacion de la estructura y funcion de la eCG y de la dCG

La estructura de la dCG presenta varios porcentajes de glicoproteinas en su cadena de
aminoacidos con un 31% de carbohidratos y un 6.8% de acido sialico con un solo residuo
amino-terminal de fenilalanina y en la cadena de aminoacidos Aggarwal y colaboradores,
(1980) encontraron una mayor cantidad de tirosina; mientras que la eCG presenta un total
de 45% de carbohidratos y 10.2% de 4cido sidlico y dos residuos amino-terminal:
fenilalanina y serina, ademés de presentar en su cadena de aminoacidos una mayor cantidad
de arginina; estas diferencias son importantes remarcarlas debido a que no existe
informacion acerca de la estructura de la gonadotropina coridnica de la gestacion mular y

de tipo burdégano y podria haber una mezcla de estas dos hormonas para estas gestaciones.

La actividad bioldgica de ambas hormonas también son diferentes ya que Aggarwal y
colaboradores (1980) mencionan que en un estudio realizado para la produccion de AMP

ciclico en tabulos seminiferos de ratas inmaduras obtuvieron el siguiente resultado: la dCG
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tuvo una menor potencia para actividad de FSH que la eCG mostrando solo un 4% de esta
actividad; mientras que en este mismo estudio utilizaron un ensayo de radioreceptores en
donde muestran que la dCG tiene una actividad significativa de LH, sin embargo el radio de

actividad de LH:FSH es baja en comparacion con la eCG.
4.3.4. Gonadotropina corionica de gestacion mular

La cruza hibrida mas comun entre los équidos corresponde a la gestacion de tipo mular,
cruza generada cuando una yegua es servida por un burro. Una vez logrado el proceso de
gestacion, se inicia el proceso de sintesis y secrecion de la gonadotropina corionica apartir
de la sexta semana de gestacion y declinando en la semana 11 de la gestacion (Allen y
Short, 1997; Stewart y Allen, 1981; Boeta y Zarco, 2005; 2010; 2012). Aunque se conoce
bastante sobre los perfiles de GC durante las gestaciones mulares, la informacion referente
a las propiedades fisicoquimicas de la hormona producida por las copas endometriales de

yeguas gestantes con burro no se ha descrito.
4.3.5. Gonadotropina corionica de Burdégano

En la gestacion de tipo burdégano, cruza hibrida entre una burra y un caballo, existe una
baja tasa de fertilidad (14%) (Allen y Short, 1997), con una alta concentracion circulante de
gonadotropina coridnica. Tampoco se ha realizado la caracterizacion fisicoquimica de la
gonadotropina coridnica producida por las copas endometriales de burras gestantes con

caballo.

4.4. Fisiologia de la Gestacion Equina

4.4.1. Endocrinologia de la gestacion temprana

Una vez que se lleva a cabo la ovulacion y el ovocito es fertilizado por el espermatozoide,
el cigoto continua su recorrido a través del oviducto hasta llegar a la union utero-tubarica,
en donde se encuentra una papila que regula el paso hacia el utero, permitiéndolo solamente
a embriones y no a ovocitos sin fertilizar. Esta regulacion diferenciada solamente se ha
descrito en équidos. Para poder pasar la unidn utero-tubarica el embrién debe estar en una

etapa de morula compacta y secretando cantidades significantes de prostaglandina E2, la
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que estimula la apertura de esta papila y permite el paso del embrion; esto sucede en el

sexto dia post-ovulacion (Allen, 2000; Stout y Allen, 2001; Allen y Wilsher, 2009).

Después de que la morula equina entra al ttero, y conforme continda con su desarrollo, el
embrion es envuelto completamente por una cdpsula que estd conformada por
glicoproteinas parecidas a la mucina y con alto peso molecular. La capsula se mantiene
recubriendo al embrion desde el sexto dia hasta el dia 23 de la gestacion, teniendo como
funcion el proteger al embrion durante su recorrido en el tUtero, asi como acumular
secreciones de las glandulas endometriales (leche uterina o histotrofe) (Allen 2000; Allen y

Wilsher, 2009).

Una vez que se formo la capsula del embrion este comienza un recorrido a través del utero
para permitir el reconocimiento materno de la gestacion. Actualmente no se conoce con
precision la sustancia que permite este reconocimiento materno. Sin embargo, se sabe que
el embrién empieza a secretar cantidades significativas de estrogenos (Allen y Wilsher,

2009; Allen, 2000; Allen 2005).

Una vez que se lleva a cabo el reconocimiento materno de la gestacion el embrion deja de
moverse, fijandose casi siempre cerca de la bifurcacion uterina alrededor del dia 16 de la
gestacion; una vez fijado el embrion realiza una rotacion para quedar en un contacto mas
cercano con el endometrio, es decir, que el embrion se encuentra en la zona ventral con

respecto al saco vitelino (Ginther, 1998; Allen 2005).

A partir del dia 21 la membrana alantoidea aparece por primera vez como una evaginacion
del intestino fetal, este alantoides crece rapidamente alrededor del embridn y se fusiona con
el corion en el dia 28 para dar como resultado el alantocorion, el cual continta creciendo

hasta reemplazar el saco vitelino en el dia 40 de la gestacion (Allen, 2000; Allen 2005).

4.4.2. Formacion y desarrollo de las copas endometriales

Entre el dia 25 al 35, en la union del corioalantoides se forma un cinturén denominado
coridnico, el cual va a dar origen a las células que formaran las copas endometriales

secretoras de gonadotropina coridnica equina.
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Dicho cinturén aparece como una serie de ondulaciones en el corion que se profundizaran
marcadamente en los siguientes 10 dias para convertirse en crestas debido a la rapida
hiperplasia de las células trofoblasticas en la parte superior de cada pliegue (Allen 2005,
Allen, 2000). Alrededor del dia 36 las células binucleadas del cinturon coridonico comienzan

a invadir el tejido materno.

Allen y Stewart (2001), mostraron diferencias en la formacién y grosor del cinturén
corionico, que van a depender del genotipo fetal. En la gestacion intraespecie equina e
interespecie de tipo burdégano se observd un cinturéon muy grueso, a diferencia de la
gestacion de tipo mular y en la gestacion de intraespecie de burro, en las que se presenta un
cinturén coridonico muy delgado. Allen y Stewart sugirieron que estas diferencias en la
formacioén y grosor del cinturdn coridnico se deben a la impronta de genes maternos

asociados con el desarrollo de los cinturones coridnicos.

Regresando a la invasion del endometrio por el cinturén coridnico, las células binucleadas
trofoblasticas pasan a través de las células del epitelio luminal del endometrio hasta
alcanzar la membrana basal que se encuentra por debajo y de esta manera alcanzan las
glandulas endometriales en el dia 38 a 40 de la gestacion. Entonces todas las células
invasoras proliferan y rodean a la glandula provocando que se formen protuberancias

denominadas copas endometriales (Allen, 2000).

Las copas varian en tamafio y forma, desde estructuras circulares de tan solo 1-2 mm de
didmetro de largo hasta lineas largas de tejido que pueden medir de 3 a 5 cm de ancho y
mas de 30 cm de largo. Las copas endometriales alcanzan su maximo tamafio y maxima
produccion alrededor del dia 60-70 de la gestacion, cuando se elevan por arriba de la
superficie del endometrio y aparecen en forma de plato, para posteriormente formar una
especie de ulcera cuando comienza la degeneracion de las células en la region central de la

copa endometrial (Allen, 2000; Allen y Stewart, 2001, Allen y Wilsher, 2009).
4.4.3. Destruccion de las copas endometriales

Histologicamente cada copa consiste de una masa compacta de grandes células binucleadas
de tipo epitelial intercaladas con vasos sanguineos, que se encuentran dentro de las

glandulas endometriales dilatadas. Al principio de la invasion del cinturén coridnico,
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alrededor del dia 38, estas glandulas se encuentran obliteradas tanto en la salida como en la

region apical (Allen, 2000; Allen y Stewart, 2001, Allen y Wilsher, 2009).

En el estroma debajo de cada copa existe una coleccion de senos linfaticos. En el momento
de la formacion de la copa se produce un incremento en el nimero de leucocitos maternos,
consistente de linfocitos CD4 y CDS, células plasmaticas, macrofagos y eosinofilos, que se
acumulan en la periferia del estroma. Después del dia 70 las copas en apariencia se vuelven
mas palidas debido a que se inicia la degeneracion y muerte de las células, especialmente
en la depresion central de la superficie luminal. Conforme se va desprendiendo el tejido
necrético de la superficie de la copa, el espacio se va llenando con material secretado por
las glandulas endometriales, que se mezcla con las células necroticas de la copa para formar
un coagulo espeso de color miel, el cual contiene altas concentraciones de eCG. En esta
etapa los linfocitos se acumulan en la periferia de la copa para invadir el tejido y destruir
las células de las copas endometriales (que son genéticamente extrafias a la madre).
Finalmente entre el dia 100 y 120 de la gestacion equina toda la copa se desprende del

endometrio (Allen, 2000; Allen y Wilsher, 2009).

Las superficie de las células trofoblasticas del cinturon coridnico expresan altas
concentraciones de antigenos de histocompatibilidad mayor tipo I (MHC I) de origen
paterno desde antes de iniciar la invasion del endometrio materno. Estos antigenos
estimulan la respuesta humoral de la madre, desarrollandose titulos altos de anticuerpos
especificos en el suero entre el décimo y el decimocuarto dia después de iniciarse la
invasion del endometrio por las células del cinturon coridnico alrededor del dia 36-38

(Allen, 2000; Allen y Wilsher, 2009).

Las células inmunes maternas se acumulan y forman una barrera entre las copas y el tejido
materno. Al principio los leucocitos acumulados forman una simple pared por fuera de las
células fetales, pero mas alla del dia 60-70 de la gestacion, cuando las células de la region
central comienzan a degenerar y morir, los linfocitos que se encuentran en la periferia
comienzan a atacar y destruir las células de las copas endometriales, que contintian
degenerando hasta el dia 100-120 de la gestacion, cuando hay una descamacion de estas

células y una eliminacion de las copas endometriales (Allen, 2000; Allen y Wilsher, 2009).
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La magnitud y temporalidad de esta respuesta inmunologica es variable dependiendo de las
diferentes gestaciones equinas, por ejemplo, en la gestacion mular es mucho mas prematura
e intensa y por lo tanto la vida media de las copas endometriales es mucho menor y por lo
consiguiente la secrecion de eCG es también de menor duracién. En contraste, la reaccion
inmunolégica en la gestacion de tipo burdégano es menor en comparacion con la gestacion
de tipo mular y la de tipo equino, por lo tanto, la vida media de las copas es mayor y
consecuentemente la secrecion de eCG también se extiende por mas tiempo (Allen, 2000;

Allen y Wilsher, 2009).
4.5. Cuerpo Luteo

El cuerpo luteo es una glandula temporal que se desarrolla en el ovario a partir de un
foliculo recién ovulado. Esta glandula tiene como funcidén la sintesis y secrecion de
progesterona para el mantenimiento de la gestacion. El cuerpo liteo se mantiene funcional
gracias al estimulo de la LH y de otros factores, como la prostaglandina F2a, el IGF (factor
de crecimiento parecido a la insulina), el VEGF (factor de crecimiento del endotelio
vascular), asi como la gonadotropina corionica equina (Niswender et al, 2000; Gigli et al,

2006; Webb et al, 2002; Al-zi'abi et al, 2003).
4.5.1. Desarrollo del cuerpo luteo

El cuerpo luteo se forma a partir de un foliculo previamente estimulado por las
gonadotropinas hasta el punto de llegar a una ovulacion. Este proceso tiene como resultado
que el foliculo se rompa permitiendo la salida del ovocito y liquido folicular. El espacio
dejado por el liquido folicular se llana con sangre, liquido extravasado y células foliculares,
que dan origen a un cuerpo liteo que puede sintetizar y secretar progesterona (Niswender et

al, 2000; Gigli et al, 2006).

En el foliculo, las células que se encuentran dentro y fuera del mismo, como las células de
la granulosa y de la teca interna, son las encargadas de producir estrogenos y androgenos
respectivamente. Las células de la teca contienen las enzimas que producen androgenos a
partir de colesterol, pero no tienen la enzima aromatasa necesaria para convertir los
androgenos a estrogenos, de esto se encargan las células de la granulosa (Niswender et al,

2000; Gigli et al, 2006).
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En las especies domésticas la hormona luteinizante permite la luteinizacion de las células
de la granulosa y de la teca, inactivando a la enzima 17-alfa-hidroxilasa que es la que
permite que la progesterona contintie siendo procesada para formar andrégenos. De esta
forma, a partir del pico preovulatorio de LH el producto principal de las células foliculares
serd progesterona; Sin embargo, en algunas especies el cuerpo luteo ademas de producir
progesterona produce estradiol, como en el caso de las vacas, ratas, cerdos (Diaz et al,

2002; Niswender et al, 2000) y equinos (Daels et al, 1989)

Una vez que se luteinizan estas células por la LH, se generan dos tipo de células, las células
lateas grandes que proceden de las células de la granulosa y las células luteas chicas que
proceden de las células de la teca. En el caso de las yeguas las células de la teca sufren
atresia y las principales células luteas secretoras de progesterona son las células luteas

grandes (Harrison, 1946; Niswender et al, 2000).

El colesterol que utiliza la célula se transporta a través de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) y de alta densidad (HDL). Cuando la LDL se une a su receptor en la membrana de la
célula esteroidogénica se internaliza por medio de endocitosis. Posteriormente los
endosomas y los lisosomas se encargan de separar el colesterol de las lipoproteinas. Una
vez que el colesterol se encuentra libre en el citosol puede ser utilizado directamente para la
esteroidogénesis, puede utilizarse también para la formacion de la membrana celular o

puede ser esterificado y almacenado.

Para la ruta de la esteroidogénesis, el primer paso es obtener colesterol libre a partir del
colesterol esterificado almacenado en la célula, para lo que actlia una enzima llamada
colesterol-esterasa. El colesterol libre en el citosol debe entrar a la membrana de la
mitocondria interna para su conversion en pregnenolona. El proceso de transporte del
colesterol hacia el interior de la membrana mitocondrial interna se lleva a cabo por la
proteina StAR, la cual en las células esteroidogénicas del foliculo o del cuerpo luteo es

estimulada por la LH (Diaz et al, 2002; Niswender et al, 2000).

Ya dentro de la mitocondria el colesterol es procesado por la enzima P-450scc, que corta la
unién entre los carbonos 20 y 22 del colesterol para formar pregnenolona, la que sale de la

mitocondria para dirigirse al reticulo endoplasmico liso, donde se encuentra el complejo
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enzimatico 3f-hidroxiesteroide deshidrogenasa/isomerasa (33-HSD), que convertira de
pregnenolona a progesterona (Watson et al, 2000; Stococco et al, 2007; Diaz et al, 2002;
Niswender et al, 2000).

4.5.2. Cuerpo Luteo Primario

El cuerpo luteo primario se origina a partir de la ovulaciéon del foliculo debido a la
secrecion del pico preovulatorio de LH durante el estro y a la secrecion tonica de LH una
vez ocurrida la ovulacion. Una vez formado este cuerpo luteo, tiene una alta afinidad por la
LH, gracias a lo cual aunque las concentraciones de esta hormona en suero son muy bajas
durante el diestro, son suficientes para mantener el cuerpo luteo funcionando y por lo tanto
para mantener la secrecion de progesterona (Gigli et al, 2006; Saint-Dizier, 2003; Squires

etal, 1974).

Si no hay una lisis debida a la secrecion de prostaglandina F2 alfa en el dia 15-16 del
diestro la secrecion de progesterona por el cuerpo luteo primario puede mantenerse hasta el
dia 140 de la gestacion. En la yegua gestante, el cuerpo liteo primario, que no se lis6 por
las prostaglandinas, contintia funcionando en forma mas o menos estable, pero alrededor
del dia 35 de la gestacion incrementa en peso y su secrecion de progesterona en respuesta al
inicio de la secrecion de gonadotropina coridnica equina (Gigli et al, 2006; squires et al,

1974).
4.5.3. Cuerpos Luteos Suplementarios

Los cuerpos luteos suplementarios incluyen a los cuerpos luteos secundarios y cuerpos
luteos accesorios. Ambos se forman en yeguas gestantes debido a que la secrecion ciclica
de FSH cada 10-12 dias durante la gestacion permite el desarrollo de foliculos dominantes,
y a partir del dia 35 de la gestacion la secrecion de la eCG puede provocar la ovulacion de
uno de dichos foliculos y formar un cuerpo luteo secundario, o puede provocar la
luteinizacion de un foliculo anovulatorio para formar un cuerpo liteo accesorio, proceso
que puede continuar durante varias semanas durante las cuales se acumula gradualmente un
mayor numero de cuerpos luteos suplementarios (Urwin y Allen, 1982; Squires et al,

1974ay c; Allen, 2000; Allen, 2005; Boeta et al, 2010 ).
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4.5.4. Produccion y secrecion de progesterona

La secrecion de progesterona al inicio del diestro aumenta a niveles mayores de 1 ng/ml en
suero desde el dia 1 pos-ovulacién, llegando a un maximo alrededor del dia 10 del diestro.
En la hembra no gestante las concentraciones de progesterona se reducen abruptamente a

niveles menores a 1 ng/ml en el dia 14 debido a la lisis del cuerpo luteo (Squires et al,

1974).

En la yegua gestante el cuerpo luteo contintia funcionando después del dia 14, pero las
concentraciones de progesterona se reducen gradualmente a partir del dia 19 de la
gestacion. Sin embargo, alrededor del dia 35 de la gestacion se produce un marcado
aumento en las concentraciones de progesterona, que coinciden con el inicio de la secrecion
de la eCG. Cuando la eCG estimula al cuerpo luteo primario para seguir produciendo
progesterona se dice que se produce el rescate o resurgimiento del cuerpo lateo (Squires et

al 1974),

Ademas de rescatar al cuerpo liteo primario, la eCG estimula la generacion de nuevos
cuerpos luteos, denominados suplementarios, lo que sucede entre el dia 40 y 60 de la
gestacion. De esta manera se incrementan ain mas las concentraciones de progesterona en
sangre. Sin embargo, después del dia 120 de la gestacion las concentraciones de
progesterona se reducen drasticamente hasta niveles basales debido a que la secrecion de
eCG, que mantenia funcionando a los cuerpos luteos, desaparece en este tiempo por la

destruccion de las copas endometriales. (Squires et al 1974).

La secrecion de progesterona estd influenciada por el tipo de gestacion debido a las
diferencias en el patrén de secrecion de eCG en cada una de ellas. En el caso de gestacion
mula, la secrecion de progesterona declina alrededor del dia 77; mientras que en la del
burdégano se incrementa rapidamente desde el dia 49 hasta el dia 63, llegando a tener
valores de 100 a 300 ng/ml; posteriormente estas declinan hasta el dia 120. (Stewart y

Allen, 1981).

Estas discrepancias en las secreciones de progesterona se deben a la cantidad de cuerpos
luteos que presenta cada gestacion. Por ejemplo, Stewart y Allen (1981), observaron que en

las gestaciones de tipo equino, mular y burro solo presentaron 2 o 3 cuerpos luteos; en
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contraste con lo encontrado en la gestacion de tipo burdégano donde se presentaron mas de
5 cuerpos luteos por ovario, lo que se correlaciona con las altas concentraciones de

progesterona en este tipo de gestacion.

Figura 12. Concentraciones de gonadotropina coridnica y progesterona en las diferentes gestaciones equinas.

(Tomado de Stewart y Allen, 1981)

GESTACION
Caballo Mula Burro Burdégano
Pico de eCG 112.6 £17.4 26.4+59 27.4+59 161.4+14.7
(UI/ml en suero)
Progesterona 9.7 £0.54* 9.8+ 1.2« 12.2 £ 0.95« 160.0+ 21.9%
(Ul/ml Plasma)

Para *semanas 6 y 17 y «semanas de 6 y 11 de la gestacion
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Animales

Los equinos utilizados durante el estudio permanecieron confinados en el antiguo Centro de
Ensefanza, Investigacion y Extension en Produccion Agricola y Ganadera (CEIEPAQG),
Rancho “San Francisco” de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la

Universidad Nacional Autonoma de México, localizado en Chalco, Estado de México.

Para el desarrollo del estudio se utilizaron animales criollos, 11 yeguas (Equus caballus Q)
con una edad que oscilo entre los 5 y 10 afios y con un peso aproximado de 270 kg; 11
burras (Equus asinus ¢) con una edad de 7 y 9 afios y un peso aproximado de 150 kg; un
garafion (Equus caballus &) de 8 afios con un peso de 250 kg y un burro (Equus asinus J)

con un edad de 9 afios y un peso de 300 kg.

Todos los animales se diagnosticaron clinicamente sanos después del examen fisico general
y presentaron una condicion corporal de 2.5 segin la escala de Martin-Rosset, 1983.
Durante el estudio los équidos recibieron agua ad libitum y una dieta de heno de avena,
alfalfa achicalada y concentrado comercial con 12% de proteina. El estudio se inicid entre
los meses de abril y mayo (inicio de la €poca reproductiva), para ello los animales se
distribuyeron en dos grupos: el grupo de yeguas que se inseminaron con semen de burro se
llamo gestacion mular y el grupo de burras que se inseminaron con semen de caballo se

llamaron gestacion burdégano.

5.2. Inseminacion artificial

Previo a la inseminacion, cada hembra se sometié a un examen del aparato reproductor para
verificar la ausencia de condiciones patoldgicas detectables.

Cada hembra se insemino en el momento del estro cuando se observaron foliculos de mas
de 35 mm de diametro. Para ello, se colectd el semen de burro o garaiidon mediante una
vagina artificial tipo “Missouri”, se evalu6 macroscopicamente (color, pH y volumen del
eyaculado), se cuantifico (la concentracion espermdtica en un hematocitometro) y se
administré por via vaginal una concentracion aproximada de 500 x 10° espermatozoides/ml

(Boeta y Zarco, 2000). 24 horas después de la inseminacion se verifico por ultrasonografia
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la presencia de un cuerpo hemorragico en cada hembra y solo aquellas que cumplieron con
este requisito se incluyeron en el estudio.
Con este procedimiento solo una burra quedo gestante, mientras que en el grupo de yeguas

todas quedaron gestantes.

5.3. Diagnostico de gestacion y actividad ovarica

El diagndstico de gestacion se realizé a partir del dia 15 post-ovulacion utilizando para ello
un ultrasonido de tiempo real (ALOKA-210, echo camara SSD-506; Aloka Co., LTD,

Tokio, Japon,) equipado con un transductor de 5 MHz.

5.4. Determinaciones hormonales

5.4.1. Muestras

Una vez que se diagnosticaron gestantes los animales, se tomaron muestras sanguineas a
partir de la 5* semana hasta la 18* semana de gestacion mediante la puncion de la vena
yugular y utilizando tubos con vacio que contenian gel activador de la coagulacion. El
suero se obtuvo previa centrifugacion de las muestras a 1500 x g durante 10 min y una vez

recuperado se conservo a -20°C hasta su analisis.
5.4.2. Progesterona

La concentracion de progesterona en las muestras de suero colectadas desde la 5* hasta la
18 semana de gestacion se determind con un radioinmunoensayo en fase solida utilizando
el estuche comercial Coat-Count Progesterone (Siemens Medical Systems) El sistema
presento un coeficiente de variacion de 4.1% intra-ensayo y 7.3% inter-ensayo.

Es de resaltar que debido a las altas concentraciones de progesterona presente en el suero
de la gestacion de tipo burdégano fue necesario realizar diferentes diluciones del suero

hasta obtener valores de progesterona en el rango de la curva de referencia.

5.4.3. Gonadotropina Coridnica Equina

La determinacion de CG en la gestacion de tipo mular se inicido desde la 6 hasta la 13*

semana, mientras que para la gestacion de tipo burdégano se analizaron unicamente las
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muestras colectadas durante la 6* hasta la 18" semana de gestacion. Para ello se desarrollo
un inmunoensayo comercial (EIA-1298 PMSG-ELISA, DRG Instruments, Marburg,
Germany) en placas de micro-titulacion. El sistema presentd un coeficiente de variacion

intra-ensayo de 0.73%.

5.5. Obtencion y purificacion de la eCG

5.5.1. Preparacion de la muestra

La gonadotropina coridnica presente en la gestacion de tipo mular como en la gestacion de
tipo burdégano se obtuvo del suero a partir de las muestras sanguineas colectadas desde la
6* hasta la 11* semana de gestacion en donde previamente se monitoreo la mayor
concentracion inmunologica para CG.

La CG en la gestacion de tipo mular se extrajo de la mezcla de sueros de 11 yeguas,
mientras que para la purificacion de la CG de tipo burdégano se utilizd Uinicamente del
suero de una burra.

La mezcla de sueros de cada gestacion se agruparon de forma independiente y con el fin de
eliminar proteinas del suero con un peso molecular menor a los 14,000 daltones, rango que
no incluye a la eCG, se dializaron en una membrana con limite de exclusion de 12 a 14,000
daltones (Spectra/Por, #4, Spectrum ®; Spectrum laboratorios, Inc) por un periodo de 24 h
con cambios de agua desionizada cada 3h, y al termino se liofilizaron (Labconco Free-Zone
12). Con este procedimiento se recuperd un total de 11.55 g de suero liofilizado para la

gestacion mular y 1.97 g de suero para la gestacion del burdégano.
5.5.2. Extraccion de eCG cruda

La extraccion de la CG del suero de cada tipo de gestacion se obtuvo mediante el método
descrito por Schams y Papkoff (1972), modificado por Aggarwal y colaboradores (1980).
Para ello, 11.55 g de suero liofilizado de gestacion mular y 1.97 g de suero de gestacion de
tipo burdégano se resuspendieron en 140 ml y 40 ml de agua desionizada, respectivamente.
Cada suero resuspendido recibié gota a gota acido acético glacial concentrado hasta que se
ajusto a pH 4.0. Concluido este paso, las muestras se conservaron en agitacion durante 12 h
a 4°C y después se centrifugaron a 12,000 x g durante 45 min a 4°C; el precipitado

obtenido de cada muestra se descartd, mientras que los sobrenadantes se ajustaron a pH 7.5
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con hidroxido de sodio (1N) e inmediatamente se les anadid gota a gota un volumen de
etanol a 4°C en agitacion constante. Concluido este proceso, cada mezcla se conservé en
agitacion mecénica durante 30 min y al final se centrifugo bajo las condiciones antes
descritas. Cada precipitado etandlico (denominado PPO-1) se resuspendi6 en agua
desionizada, se dializo6 y liofiliz6 para su posterior analisis. Por su parte, cada sobrenadante
se ajustd a pH 4.1 aplicando 4cido clorhidrico (HCI) IN e inmediatamente recibié gota a
gota tres volimenes de etanol en agitacion constante a 4°C. Concluido este paso, cada
mezcla se conservo en reposo durante 24 h y el precipitado designado extracto crudo de
CG, se recuper6 previo sifoneo del sobrenadante y se resuspendio en agua desionizada, se
sometiod a didlisis durante 24 h con cambios de agua cada 3 h. Una vez concluida la didlisis,
la muestra se liofilizo. De este paso de extraccidon se recuperaron 490 mg de polvo en la
gestacion mular con una concentraciéon de proteina de 578 pg de proteina/mg de polvo;
mientras que en la gestacion de tipo burdégano se recuper6 unicamente 30 mg de polvo con
una concentracion de 1.03 mg de proteina /mg polvo. El esquema 1, resume el

procedimiento.
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5.5.3. Purificacion de la eCG

El extracto crudo de CG obtenido durante la extraccion del suero de ambas gestaciones se
purificé de forma independiente en columnas de vidrio empacadas con el intercambiador
i6nico, CM-Sepharosa 6B (Pharmacia, Biotech), de acuerdo al procedimiento descrito para
gonadotropinas de rumiantes (Perera et al., 2004).

En breve, 140 mg de proteina de CG cruda de la gestacion mular y 30.0 mg de proteina de
la gestacion de tipo burdégano se resuspendieron en 25 y 9 ml de acetato de amonio 0.05M,
pH 5.1 (amortiguador de corrida), respectivamente.

El material insoluble después de 24 h de agitacion a 4°C se descartd por centrifugacion a
12000g/30 min/4°C y unicamente 10.5 ml que contenian 70 mg de proteina del extracto
crudo de CG de la gestacion de tipo mular se aplicé a la columna de intercambiador i6nico;
mientras que para la CG cruda de la gestacion de tipo burdégano se utilizo el volumen total.
Una vez que se coloco la muestra en cada columna se eluyeron con un gradiente de acetato
de amonio que se inicidé con 0.05M (pH 5.1), le continud el 0.1M (pH 6.8) y finaliz6 con 1.0M-
Gly 0.1M (pH 9.5). Las proteinas retenidas en la columna y que no eluyeron con el gradiente de
acetato de amonio se recuperaron después de aplicar una solucion de NaCl 1M.

En cada corrida cromatografica se colectaron de fracciones de 2 ml y la proteina se monitoreo por
espectrofotometria a 280 nm. Una vez que concluy6 la corrida cromatografica y se analizo su patron
de elucion, los picos de proteina se agruparon de acuerdo al amortiguador con el que eluyeron. Un
pico de proteina presente con el primer amortiguador que se denominé CM-1ab; con el segundo
amortiguador se obtuvieron dos picos de proteina denominados CM-2ab, CM-2cd para la gestacion
mular y uno para la gestacion tipo burdégano (CM-2ab); finalmente con el tercer amortiguador se
obtuvo en ambas gestaciones un pico de proteina que se asigné como CM-3ab. Una vez agrupadas

los distintos picos de proteina se dializaron y liofilizaron como se indic6 previamente.
5.6. Heterogeneidad Molecular

Para el analisis de la heterogeneidad molecular de la GC se tomaron solo aquellas
fracciones colectadas de la cromatografia de intercambio idnico (CM-Sepharosa) que
presentaron la mayor concentracion inmunolédgica a eCG. A saber, para la gestacion de tipo

burdégano la proteina correspondi6 a la fraccion obtenida a pH 6.8 (CM-2ab), mientras que
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en la gestacion tipo mular la proteina analizada fue la eluida a pH 9.5 (CM-3ab). Cada
fraccion se analiz6 tomado como base la carga eléctrica de la proteina y para ello se

desarroll6 el cromatoenfoque (Perera et al, 2008).
5.6.1. Cromatoenfoque

La fraccion de proteina seleccionada en cada tipo de gestacion se resuspendié en
amortiguador limite (Pharmalyte, pH 8.0—10.5, Pharmacia Biotech AB, Uppsala Suecia)
diluido 1:45 y ajustado a pH 7.0 con HCI 5N.

Una vez que se resuspendio la proteina en el amortiguador, se aplicé a una columna de
vidrio (27 cms X 0.7 cms de didmetro interno) pre-empacada con una resina de intercambio
ionico (PBE-118, pharmacia) equilibrada previamente con 20 volumenes de 25 mM de
trietilamina-HCI a pH 11.0 y conservada a 4°C.

Antes de cada corrida cromatografica y previo a la deposicion de la muestra en la columna,
esta recibid 3 ml de amortiguador limite con el fin de evitar la exposicion de la muestra a
un pH extremo y una vez que se colocd la muestra, se eluyd con el amortiguador limite,
aplicando un flujo de 7 ml/h y se colectaron fracciones de 2 ml.

Durante la elucion de la proteina a cada fraccion recuperada se le determind el pH (713 pH
Meter, Methrom) y una vez que se detectdé el pH 7.0 en mas de diez fracciones
consecutivas, se realizd el cambio de amortiguador por el Polybuffer 74 (Pharmacia,
Biotech AB, Uppsala, Suecia) diluido 1:8 y ajustado a pH 3.5 con HCl 5N. De forma
similar, cuando se present6 el pH de 3.5 en mdas de diez fracciones, se sustituyd este
amortiguador por una solucion de cloruro de sodio a una concentracion de 1M con el
proposito de obtener todas aquellas proteinas que no se desprendieron con el gradiente de
pH.

Finalmente, una vez determinado el gradiente de pH y el patrén de elucion de la proteina a
280 cada fraccion se neutralizd. Aquellas fracciones obtenidas entre un pH de 10.5 a 7.0 se
neutralizaron con 200 pl de TRIS-HCI 1.1 M, mientras que las fracciones con un pH de 6.5
a < 3.5 y las obtenidas con NaCl 1M se neutralizaron con 200 pl de Imidazol 1.1 M. Una
vez que las muestras se neutralizaron se agruparon por unidad de pH y se dializaron y

liofilizaron como se indic6 previamente.
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5.7. Caracterizacion de la Gonadotropina Coridnica

5.7.1. Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas en cada productos obtenido durante extraccion y purificacion
de la CG se determin6 mediante el método de Bradford modificado (Bolang, 1991),
utilizando albumina sérica bovina como estandar (ver anexo 2). Cada fraccion se analizo

por duplicado.
5.7.2. ELISA

Una vez cuantificada la concentracion de proteina en cada paso de extraccion y
purificacion, se continud con la determinacion inmunoldgica en cada uno de ellos a través
del sistema de inmunodiagnodstico ELISA siguiendo las especificaciones descritas por el

proveedor.

Cada fraccion se analizo tomando como referencia la concentracion de proteina y los
resultados se interpolaron en una curva B/B0 desarrollada de PMSG en el rango de 12.5 a
800 mUI/ml. La curva mostré una dosis al 20 % de la relacion B/Bo de 46.2 mUI/ml, al 50
% de 164.9 mUI/ml y al 80% de 482.5 mUI/ml, respectivamente (ver anexo).

5.8. Analisis Estadistico

5.8.1. Hormonas

Dentro de cada tipo de gestacion se compararon las concentraciones de progesterona y eCG
presentes en las diferentes semanas de la gestacion utilizando para cada hormona y tipo de
gestacion un analisis de varianza de un factor (semana de gestacion), seguida de la prueba
de comparaciones multiples de Bonferroni para identificar aquellas semanas en las que las
concentraciones de la hormona evaluada fueran estadisticamente diferentes a las
concentraciones determinadas en la semana en la que se presentaron las maximas
concentraciones de la hormona (pico de produccion). El modelo incluyo6 el tipo de cruza y
el tiempo (semanas de gestacion) como los factores principales, sin considerar la

interaccion.
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5.8.2. Isoformas

Se compar6 la cantidad de isoformas de eCG presentes en el suero de la gestacion
interespecie de tipo burdégano y en el suero de la gestacion de tipo mular; para esto se
realiz6 una t de Student para dos muestras independientes.

La concentracion de CG por mg de proteina en cada isoforma y la cantidad total de eCG
obtenida de cada isoforma se comparo6 entre tipos de gestacion mediante la prueba de “t de
Student”.

Finalmente, para el analisis la distribucion de las isoformas de la CG de las dos gestaciones
se recurrid a agrupar de acuerdo al valor de pH con el cual eluyeron. Asi, se obtuvieron tres
tipos de isoformas de CG: basicas (pH>7.5), neutras (6.5>pH<7.5) y acidas (pH<®6.5).

Para comparar este patron de distribucion se utilizo el porcentaje de CG presente en cada
isoforma con respecto a la cantidad total de CG obtenida. Sin embargo, debido a que la
informacion se expresa en porcentajes se realizd una transformacion a Arcoseno, para
obtener una distribucion normal y una homogeneidad de varianzas. El anélisis estadistico
de los datos se realizd con los valores transformados, sin embargo, en el escrito se
presentan los datos crudos obtenidos de la retransformacion con el inverso del arcoseno.
Para comparar el porcentaje de las isoformas de eCG obtenidas durante la gestacion de tipo
burdégano y mular se utilizé un andlisis de varianza de dos vias, seguido de la prueba de
comparacion multiple de Bonferroni. Se realizd, ademds, una prueba post-hoc para
determinar la existencia de una tendencia lineal en el patrén de distribucion de las
isoformas con respecto al cambio en el pH de elucion. El andlisis estadistico se realizo

mediante el programa Prism 5.0a (GraphPad Software, Inc.)
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6. RESULTADOS
6.1. Concentraciones hormonales de progesterona y gonadotropina coridnica

6.1.1. Gestacion tipo Mular

Las concentraciones de progesterona y gonadotropina coridnica en el suero de yeguas
inseminadas con semen de burro se presentan en la figura 14. La maxima concentracion de
progesterona se alcanz6 en la 6* semana y permaneci6 en concentraciones similares hasta la
12* semana de la gestacion. A partir de la 13* semana y hasta el final del muestreo se
presentd una disminucion (p<0.05) en la concentracion de progesterona con relacion a los
niveles observados durante la 5* y 12% semana de gestacion. Por su parte, la concentracion
de gonadotropina coridnica mostro su maximo nivel en la 7° semana de la gestacion que se

conservo hasta la 8* semana, tiempo después la concentracion disminuy6 a niveles basales

(2ng/ml).
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Figura 14. Concentraciones de progesterona y eCG en el suero de gestacion de tipo mular. Los
puntos representan el promedio de 11 yeguas + EE. Las concentraciones hormonales se compararon
mediante un analisis de varianza de una via seguida de comparaciones multiples de Bonferroni,
tomando como referencia el pico de concentracion de la hormona; semana 7 para eCG y semana 6
para progesterona.

7.2.2. Gestacion tipo burdégano

Debido a la baja tasa de fertilidad que se obtuvo en este tipo de gestacion, los resultados
descritos en este estudio corresponden al patrén de concentraciones de progesterona y de la
gonadotropina coridnica de una sola hembra gestante.

Las concentraciones de progesterona en este tipo de gestacion se analizo a partir de la 5%
semana de gestacion, con una concentracion de 23.2 mg/ml, concentracion que se
incremento casi 10 veces (226 ng/ml) en la 7* semana y que prosiguié aumentando hasta
llegar cerca de 2000 ng/ml en la 18* semana.

La gonadotropina coridnica a la 6* semana presento una concentracion de 269 Ul/ml que no
se modifico en la 8 y 10? semana, a partir de la cual se observo una reduccion significativa

(p<0.05) desde la 12? semana hasta el final del estudio, como se aprecia en la figura 15.
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Figura 15. Concentraciones de progesterona y eCG en el suero de gestacion de tipo burdégano. La
concentracion de cada hormona de cada semana se compard mediante un analisis de varianza de
una via seguido de la prueba de comparacion multiple de Bonferroni, tomando como referencia el
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pico de produccion de la hormona (semana 8 para eCG y semana 12 para progesterona). Cada punto
de las curvas se determin6 por duplicado.

7.3. Extraccion de la Gonadotropina Coridnica

Durante el proceso de extraccion de la gonadotropina coridnica del suero se recuperaron
dos fracciones de proteinas. Una fraccion de proteina obtenida a pH 7.0 y precipitada con el
33% de etanol, denominada precipitado 1 (PPO-1) que representd el mayor porcentaje de
proteina con el 42.9% en el suero de gestacion de tipo mular y el 48.5% en el suero de
gestacion de tipo burdégano. Esta fraccion en ambas tipo de gestacion no mostrd actividad
inmunologica a CG.

La segunda fracciéon proteica se obtuvo a pH 4.1 con el 85% de etanol, fraccion
denominada gonadotropina coridnica cruda (CG-cruda); esta fraccion represento el 8.2% y
1.3% de la cantidad total de proteina con la que se incio la extraccion de la CG en la
gestacion de tipo burdégano y de tipo mular, respectivamente. A diferencia de la primera
fraccion de proteina, en esta segunda fraccion se presentdé la mayor concentracion
inmunolégica de CG. El cuadro 1 resume la cantidad de proteina (mg/ml) y la actividad

especifica de CG (Ul/mg de proteina) durante el proceso de extraccion.

Cuadro 1. Cantidad de proteina y actividad especifica de CG en las diferentes fracciones de proteina
obtenidas durante la precipitacion etanolica del suero de las gestaciones de tipo mular (M) y de tipo
burdégano (B)

Producto Proteina Actividad Especifica
(mg/ml)* (Ul de CG/ml)**
M B M B
Suero 1.8 1.3 62.9 1.6
PPO-1 1.2 1.0 ND ND
eCG cruda 0.6 0.3 1.87 96.8

*Estimado por el Método de Bradford
** Estimado por ELISA
ND: No Detectable
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7.4. Purificacion de la Gonadotropina Corionica

Como se observo la fraccion denominada CG cruda en ambos tipo de gestacion presento la
actividad especifica para gonadotropina coridnica por ello, con el propdsito de obtener una
CG con mayor pureza se purifico en el intercambiador CM-Sepharosa.

Con la aplicacion del gradiente de acetato de amonio, la fraccion CG obtenida del suero de
la gestacion de tipo mular (Fig. 16-A) se distribuyo a lo largo del gradiente en cuatro
fracciones de proteina, donde la fraccion colectada con acetato de amonio 0.1M, pH 6.8
(CM-2ab) represent6 el 44.8% de proteina total, con una actividad especifica de eCG de
471 Ul/mg de proteina, mientras que la segunda fraccion eluida con el mismo
amortiguador (CM-2cd) presentd un porcentaje de recuperacion menor (1.42% de proteina)
y la mayor actividad especifica a eCG de 32.7 Ul/mg de proteina.

La fraccion obtenida con acetato de amonio 1.0 M a pH 9.5 (CM-3ab) presento el 1.8% de
recuperacion con 24 Ul de eCG/mg de proteina y la fraccion obtenida con NaCl 1M
represento unicamente el 0.27% de proteina con 4.1 Ul/de eCG/mg de proteina. Durante
este paso de purificacion se presentd una recuperacion del 49% de la proteina total.

La fraccion CG cruda obtenida del suero de la gestacion de tipo burdégano (16-B) se
distribuyé durante su purificacion en cuatro fracciones de proteina, siendo la fraccion
colectada con acetato de amonio 0.IM, pH 6.8 (CM-2ab) la que presentd el mayor
porcentaje de recuperacion de proteina con el 2.2% y la mayor actividad especifica a CG
con 292 Ul/ml, le continud la fraccion eluida con acetato de amonio 1.0 M a pH 9.5 (CM-
3ab) con 29.9 Ul de eCG/ml y un rendimiento del 0.67%. El cuadro 2 resume los

resultados.
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Figura 16. Patron de elucion de la eCG cruda obtenida del suero de gestacion mular y de tipo
burdégano. Ambas fracciones se purificaron en una cromatografia de intercambio catidonico (CM-
Sepharosa) en una columna (1.5 cms de didmetro x 27 cm de longitud) equilibrada previamente con
acetato de amonio 50 mM pH 5.1 y con un flujo de 23ml/h. La fraccion no retenida en la columna
que se denomind CM-1ab eluyd con el amortiguador de equilibrio, mientras que las fracciones CM-
2ab y CM-2cd se obtuvieron con acetato de amonio 0.1 M pH 6.8 y la fraccion CM-3ab se obtuvo
con acetato de amonio 1M mas glicina 0.1M pH 9.5. Se colectaron fracciones de 2 ml y la presencia
de proteinas en cada fraccion se determino por espectrofotometria a 280 nm.

Cuadro 2. Cantidad de proteina y actividad especifica a CG de las fracciones obtenidas durante la
purificacion en CM-Sepharosa de la CG cruda obtenida durante la extraccion del suero de las
gestaciones de tipo mular (M) y de tipo burdégano (B).

Producto Proteina Actividad Especifica

Total (UI de CG/ml)**

(mg/ml)*

M B M B
CG cruda 0.6 1.0 1.87 96.8
CM-1ab 0.1 0.7 ND 17.3
CM-2ab 0.7 1.7 3.8 291.2
CM-2cd 0.5 ND 21.0 ND
CM-3ab 0.5 0.2 13.9 30.0
NaCl 0.4 ND 2.7 ND

*Determinacion por el método de Bradford.
**Actividad inmunoldgica determinada por medio del ELISA
ND: No Detectable.

33



7.5. Heterogeneidad Molecular

Para identificar la heterogeneidad molecular de la CG de cada tipo de gestacion en este
estudio se utiliz6 la fraccion de proteina obtenida durante la purificaciéon en el
intercambiador CM-Sepharosa con mayor actividad inmunolégica. Para ello se desarrolld el
sistema del cromatoenfoque y cada fraccion de cada gestacion se analizo bajo las mismas
condiciones. Los patrones de elucion de las fracciones CM-3ab de la gestacion mular y la
fraccion CM-2ab para la gestacion de tipo burdégano se presentan en la Figuras 17 y 18,
respectivamente. Ambos cromatogramas muestran un patron heterogéneo de proteinas
identificadas por densitometria a 280 nm y agrupadas para su analisis por unidades de pH
comenzando con la letra A para la fraccion de proteina con pH mas basico (10.6-10.2) hasta
la fraccion mas acida, denominada con la letra H (3.8-3.5), ademaés se presenta la fraccion

S, obtenida después de la aplicacion de NaCl 1M.

0.104 r12
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Figura 17. Patron de elucion y gradiente de pH de la fraccion rica en gonadotropina coridnica obtenida a partir
de suero de gestacion mular. Dos miligramos de proteina se aplicaron a la columna de intercambio idnico
(PBE-118), equilibrada previamente con 0.025 M de trietilamina-HCI, pH 11.0. La columna se eluyd con un
gradiente de pH de 10.5-3.5 y se colectaron 135 fracciones de 2 ml. Las flechas indican el momento de
cambio del amortiguador durante la evaluacion cromatografica y después de la aplicacion del NaCl 1M. La
letras indican cada isoforma identifica a 280 nm, comenzando con la proteina de elucion mas basica (A) y
concluyendo con la de elucion mas acida (H).
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Figura 18. Patron de elucion y gradiente de pH de la fraccion rica en gonadotropina coriénica obtenida a partir del suero
de gestacion de tipo burdégano. Diez miligramos de proteina se aplicaron a la columna de intercambio ioénico (PBE-118),
equilibrada previamente con 0.025 M de trietilamina-HCI, pH 11.0. La columna se eluy6 con un gradiente de pH de 10.5-
3.5 y se colectaron 155 fracciones de 2 ml. Las flechas indican el momento de cambio del amortiguador durante la
evaluacion cromatografica y después de la aplicacion del NaCl 1M, respectivamente. Cualquier pico de proteina fue
codificado con una letra comenzando con la proteina mas basica (A; pH 10.6-10.2) y concluyendo con la forma mas acida
(H; pH 3.88-3.51). La proteina unida a la columna después de la elucion de pH inferior fue eluida con 1M de NaCl y se
design6 como pico S.

La actividad especifica para CG en las diferentes fracciones de proteina agrupadas por
unidad de pH y recuperadas después de su repurificacion en el cromatoenfoque se resumen
en el cuadro 3. Aunque en ambos tipo de gestacion la mayor actividad especifica a CG de la
fraccion analizada en el cromatoenfoque se present6 entre pH 9.99 a pH 8.0, esta actividad
fue mayor (p<0.05) en el rango de 9.99 a 9.0 en la gestacion de tipo mular, mientras que la
mayor actividad de CG en la gestacion de tipo burdégano se presentd en un rango menos

basico (pH 8.99 a 8.0).

El porcentaje de la isoforma agrupada entre 7.99 a 7.0 no fue diferente entre grupos.
Finalmente en el rango de pH 4cido se identificaron tres isoformas en la gestacion de tipo
burdégano cuyo porcentaje fue superior (p<0.05) cuando se comparé con la Gnica isoforma
identificada en la gestacion de tipo mular.

Es importante sefialar que la fraccion obtenida con la aplicacion de NaCl 1M, presentd una

alta actividad inmunoldgica a CG en ambos casos.
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En el anélisis por grupo de isoforma (Fig. 19) mostro una alto porcentaje de isoforma de
tipo bésico de la hormona en ambos grupos, mientras que la proporcion de isoformas
neutras (30.4%) en la gestacion de tipo mular fue superior (p<0.05) al porcentaje observado
en la gestacion de tipo burdégano (10%). En contraste, el porcentaje de isoformas de tipo
acidico en la gestacion de tipo burdégano (23.3%) se incrementd (p<0.05) cuando se

compard con la gestacion mular (10.5%).

Por otro lado, la prueba de post-hoc para las isoformas presentes de eCG en la gestacion de
tipo mular demostré que existe una tendencia lineal en su produccién, por lo que a mayor

acidez menor proporcion de isoformas (p<0.001).

Finalmente un andlisis global tomando como referencia el rendimiento total de CG y
agrupado por grupo de pH en donde se incluy¢ a la fraccion de proteina recuperada con 1M
NaCl (pH 4.0), se observo en ambos tipos de gestacion una distribucion de tipo acidico con
el 87.6% y del 97.84% de recuperacion de CG para gestacion de tipo mular y de tipo

burdégano, respectivamente con una minima proporcion de isoformas basicas y neutras.

Cuadro 3. Promedio + EE de la actividad especifica de las isoformas de eCG obtenidas del suero de
las gestaciones de tipo burdégano (B) y mular (M).

Isoforma Unidad Proteina Total Actividad Especifica eCG Total

de pH (mg)* (UI/mg de proteina)** (UI totales)

M B M B M B

B 9.99-9.5-9 0.29 0.08 1.81 £0.15° 1.34 +0.06 0.521 0.17
C 8.99-8.6-5.0 0.04 0.012  1.32+0.09° 8.04 +2.55° 0.052 0.096
D 7.99-7.4-70 0.34 0.094 147+0.16 1.33+0.19 0.493 0.125
E 6.99-0.4-60 ND 0.094 ND 0.99 +0.49 ND 0.093
F 5.99-5.5-5 ND 0.13 ND 1.17+0.24 ND 0.327
G 499-4.5-4 0.69 1.35 0.50+0.07° 1.12+0.12° 0.345 1.513
S 4.0 3.41 1.92 1.84 +0.14° 8.25+0.42° 7.19 15.83

*Estimada por el método de Bradford.

**Estimada por ELISA

®® La concentracion de las isoformas entre los tipos de cruza interespecie se compard mediante una prueba t

de Student para dos medias independientes.
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Fig. 19 Patron de distribucion del porcentaje de las isoformas de eCG de la gestacion de las cruzas
interespecie agrupadas de acuerdo a su pH de elucion. Los puntos representan la media + EE. La
proporcion de cada tipo de isoforma se compard mediante un andlisis de varianza de dos vias,
incluyendo en el modelo a los factores principales pH y cruza, seguido de la prueba de comparacion
multiple de Bonferroni. Ademas, para la cruza de tipo mula se utilizd una prueba post-hoc para
determinar si existe una tendencia lineal en el patrén de distribucion de isoformas con respecto al
cambio en el pH de elucion. Se consider6 un nivel de p<0.05 como significativo. ND: No Detectable
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8. DISCUSION

La gonadotropina coridénica (CG) pertenece a la familia de las glicoproteinas. Esta hormona
en particular es sintetizada y secretada por las copas endometriales (Allen y Stewart, 2001).
Durante su proceso de sintesis la hormona sufre modificaciones post-traduccionales que
conducen a la formacioén de multiples formas moleculares o isoformas, que difieren en la
composicion de sus oligosacaridos, su vida media en circulacion asi como en su actividad
bioldgica (Bousfield et al, 2001).

Aunque se conoce la presencia de esta familia de proteinas en la gonadotropina corionica
de origen equino y humano, la descripcion del patron de heterogeneidad molecular para
esta hormona del suero proveniente de una gestacion de tipo mular y de tipo burdégano se
desconoce.

Es por ello que el presente trabajo se encamino a ampliar el conocimiento de la
heterogeneidad molecular de la CG utilizando como modelo la CG obtenida del suero de
cruzas de équidos inter-especie (gestacion de tipo mular y de tipo burdégano), tratando de
identificar el patron la heterogeneidad molecular de cada CG mediante el cromatoenfoque.
Los resultados indicaron un patrén de distribucion de tipo acidico en la CG purificadas de
suero de ambas gestaciones. Ademads se describid la presencia de isoformas de tipo basico y
neutro. Los resultados apoyan la hipotesis de la heterogeneidad molecular en las
gonadotropinas que se amplia para la gonadotropina corionica presente en el suero de

gestaciones equinas interespecie.

Secrecién Hormonal

El patron de secrecion de la progesterona y de la gonadotropina coridnica coincidio con lo
previamente descrito (Stewart y Allen, 1981; Allen et al, 1993; Boeta y Zarco, 2005, 2010).
Los niveles de estas hormonas en la gestacion de tipo burdégano fueron mas elevados que
en la gestacion de tipo mular. Esta diferencia en la concentracion hormonal se debe
posiblemente al prematuro rechazé inmunologico del endometrio materno hacia las copas
endometriales en la gestacion de tipo mular (Boeta y Zarco, 2005).

Los niveles altos de CG medidos en el suero de la gestacion de tipo burdégano con respecto

a la gestacion de tipo mular se pueden explicar a que durante el proceso de sintesis de la
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hormona se estén realizando cambios postraduccionales que incluya una mayor
incorporacion de oligosacaridos con terminaciones de 4cido sidlico que generen en esta
proteina una menor tasa de recambio lo que conduzca a una mayor vida media en
circulacion, patron de glicosilacion que posiblemente no ocurra en la gestacion de tipo
mular. Aunque en este estudio no analizamos el porcentaje y tipo de oligosacaridos que
conforman a este tipo de CG, existen reportes que indican que del peso molecular de la
eCG un 45% corresponde a los oligosacaridos que contienen un 10.2% de éacido siélico
terminal y que estas caracteristicas le generan a esta hormona una vida media en circulacién
de 6 dias (Allen, 2001), mientras que para la dCG del total de su peso molecular el 30%
corresponde a los oligosacaridos que la conforman con un 6.8% de acido sidlico terminal,
que le genera una vida media en circulacion de un dia (Agarwal et al, 1980).

Finalmente, no podemos descartar la posibilidad que las diferencias encontradas en los
niveles de CG en ambos tipo de gestacion se deba a los calculos realizados a partir de la
determinacion de la actividad inmunolégica mediante un enzimoinmunoanalisis especifico
para gonadotropina coridnica equina (¢CG) que emplea para su desarrollo un anticuerpo
monoclonal que podria no ser el sistema adecuado para detectar la CG circulante en la
gestacion de tipo mular.

Es posible también pensar que exista una similitud estructural entre la eCG y la proteina
extraida del suero de la gestacion de tipo burdégano que haga mas eficiente la deteccion de
CG en este tipo de gestacion que en las gestaciones de tipo mular, debido posiblemente a
un cambio en la estructura de la proteina, al tipo de oligosacaridos y/o epitopes no
reconocidos por el anticuerpo, como fue reportado por Aggarwal y colaboradores (1980) en

dos proteinas de eCG obtenidas del suero.

Extraccién

Durante el proceso de extraccion del suero de la gestacion mular y de la gestacion de tipo
burdégano se precipitaron dos fracciones de proteina, la fraccion obtenida a pH 7.0 con el
33% de etanol (R1) y la fraccién obtenida a pH 4.1 y con el 85 % de etanol (CG-cruda).
Estas dos fracciones obtenidas en el suero de ambos tipos de gestacion nos permiten pensar

en un método reproducible.
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Como se esperaba la fraccion denominada CG-cruda obtenida a pH 4.1 presentd la mayor
actividad inmunologica a CG, confirmando la caracteristica 4cida de la CG. Un resultado
previo utilizando suero equino demostro que esta segunda fraccion proteica obtenida con el
85% de etanol a pH 4.0 corresponde a la eCG como se demostrd en este estudio para la
gestacion de tipo mular y de tipo burdégano, indicando posiblemente una relacion
estructural entre este tipo de gonadotropinas.

Cuando se analizo6 la concentracion inmunodetectable de la fraccion CG-cruda, recuperada
a pH 4.1 con el 85% de etanol, en ambos tipos de sueros extraidos se observd en la
gestacion de tipo burdégano una mayor actividad inmunoldgica en comparacion a la
gestacion mular. Este cambio en concentraciones puede deberse al sistema de
inmunodnalisis desarrollado en este estudio o bien a las caracteristicas fisicoquimicas e
inmunologicas de cada una de estas proteinas presentes en el suero que son reconocidas de
forma particular el anticuerpo monoclonal correspondiente (Aggarwal et al., 1980).

Sin embargo no podemos descartar la posibilidad de errores técnicos durante el desarrollo
de la metodologia, ya que durante su desarrollo particularmente en el suero de la gestacion
de tipo burdégano el procedimiento desarrollado mostro como por ejemplo una mala
dialisis o contaminacion en la columna de elucidn, es por esos motivos que los resultados
probablemente tengan una serie de cuestiones no tanto de la metodologia sino de su

desarrollo.

Purificacion

La fraccion CG cruda de ambos tipos de gestacion se purifico con el intercambiador
cationico CM-Sepharosa bajo condiciones similares a las descritas para la obtencion de
gonadotropinas de origen hipofisario (Perera et al, 2004). Dicho procedimiento permitio
identificar tres fracciones de proteina perfectamente separadas con el gradiente de
amortiguadores de acetato de amonio, patrén que coincidid al observado en este laboratorio
durante la obtencion de CG del suero equino (Meneses et al, 2012 datos no publicados) y al
patron reportado para ¢CG (Schams y Papkoff, 1972; Aggarwal et al, 1980) y dCG
(Aggarwal et al, 1980), empleando en estos ultimos al Sulfoethyl-Sephadex C-50 como

intercambiador cationico.
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La presencia de CG inmunoreactiva se presento en todas las fracciones colectadas durante
la purificacién de la hormona del suero de la gestaciéon de tipo burdégano en la CM-
sepharosa, desde pH 5.1 hasta 9.5, a diferencia de la gestacion de tipo mular en donde la
proteina unicamente se presento en las fracciones eluidas a pH neutro (pH 6.8), basico (pH
9.5) y la fraccion obtenida con cloruro de sodio 1.0 M. Aunque los resultados coinciden
parcialmente con lo reportado para la purificacion de la eCG (Schams y Papkoff, 1972;
Aggarwal et al, 1980; Butnev et al, 1996; Meneses et al, 2012, datos no publicados) en
donde se observa primordialmente la presencia de hormona inmunoreactiva a pH basico, en
este estudio la mayor presencia de la proteina como se menciond eluyé a pH neutro en
ambos tipos de gestacion. Esto posiblemente fue debido a la estructura parcial de la
proteina, o bien al tipo de oligosacaridos que la conforman (Papkoff et al, 1978; Aggarwal
et al, 1980; Matteri et al, 1986; Butnev et al, 1996; Bousfield et al, 2001), que son factores
importantes de reconocimiento por su correspondiente anticuerpo. Es de destacar que el
sistema de inmuno-deteccion utiliza un anticuerpo monoclonal dirigido exclusivamente

contra eCG, por lo que la presencia de dCG podria no ser detectada adecuadamente.

Heterogeneidad Molecular

Se ha documentado que el cromatoenfoque es una herramienta metodoldgica con un alto
poder resolutivo para diferenciar proteinas con diferentes puntos isoeléctricos (Ulloa-
Aguirre et al., 1995). Ademas con este método se ha logrado identificar en multiples
especies un diverso grupo de isoformas de gonadotropinas de origen placentario, pituitario
y sérico, por ejemplo en la hCG (Lopata et al, 1997), LH y FSH humana (Ulloa-Aguirre et
al, 1998; Castro-Fernandez et al, 2000), LH bovina (Perera-Marin et al, 2005, 2008), LH y
FSH equina (Matteri et al, 1986; Matteri y Papkoft, 1987, 1988) y LH caprina (Rojas et al.,
2007). Sin embargo, el empleo de esta herramienta metodoldgica para el analisis de la CG
obtenida del suero de cruzas intra e interespecie equinas no se ha descrito. Asi, en este
estudio se describe el patron heterogéneo de carga para la CG purificada del suero de
gestaciones inter-especie mediante el cromatoenfoque.

Los resultados del analisis de la CG mediante el cromatoenfoque por unidad de pH, analisis

que incluy¢ la fraccion de proteina obtenida con NaCl 1M, nos mostré de forma interesante
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que la mayor cantidad de proteina inmunoreactiva a CG se recuper6 en la fraccion
colectada después de la aplicacion de NaCl 1M, solucién que cuando eluy6 presentd un pH
acido (menor a 4.0). Aunque este patron totalmente acidico se ha descrito para la FSH de
multiples especies (Matteri et al, 1987; Kojima et al, 1995; Phillips et al, 1998; Ulloa-
Aguirre et al, 1999; Perera-Marin et al, 2008) y para algunas isoformas de LH presente en
el suero (Arrieta et al, 2006) como en extractos hipofisarios (Bousfield et al, 2008), no se
puede descartar la posibilidad de un artefacto de la técnica como fue informado por Perera-
Marin (2005) para la especie bovina, sin embargo, debemos mencionar que previo al
analisis de la actividad inmunolédgica en esta fraccion se dializd exhaustivamente para
eliminar la gran cantidad de NaCl con que eluyd asi como para eliminar los anfolitos que
interfieren en el sistema de inmunodeteccion, por lo que podemos considerar que esta
actividad reportada para esta fraccion es de CG. Por lo tanto, los resultados apoyan al
patrén de distribucion acido similar al patron para la hCG (Lopata et al., 1997).

Con el andlisis por grupo de isoforma y no incluyendo en este analisis a la fraccion
obtenida con NaCl se logro identificar proteinas de tipo basica (isoforma B y C) a través del
sistema de inmunodnalisis, cuyo un patroén de distribucion en el cromatoenfoque fue similar
al descrito para la LH del suero de rumiantes durante el anestro (Rojas-Maya et al, 2007)
estro y diestro (Perera-Marin et al, 2005; Arrieta et al., 2006), datos que sugieren que se
trata de una posible contaminacion con LH; sin embargo, es de resaltar que el anticuerpo
que emplea el sistema de diagndstico es de tipo monoclonal y especifico para eCG, luego
entonces los datos recabados para este tipo de isoforma plantean la posibilidad que las
1soformas de tipo basico de CG conserven una relacion estructural con la LH, hormona que
eluye principalmente a este pH. Por otra parte la CG purificada del suero de ambos tipos de
gestacion y analizada en el cromatoenfoque presentd una isoforma de tipo neutro como se
ha descrito en extractos de hipofisis y suero de rumiantes (Stumpf et al, 1992) y humanos
(Stanton et al, 1996; Creus et al, 2001).

El analisis comparativo entre el porcentaje de isoformas fue mayor la proporcion de
isoformas bésicas que de isoformas éacidas en la gestacion de tipo mular, en contraste el
patron observado en la gestacion de tipo burdégano denoto un mayor porcentaje de
isoformas 4cidas con relacion a las basicas. Esta diferencia posiblemente se deba al

diferente contenido de acido sidlico entre hormonas, o bien al nimero de residuos de
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carbohidratos y/o estructura de la proteina, como se ha sefialado previamente en eCG de
dos lotes con actividad especifica de eCG diferente (Aggarwal et al., 1980).

Aunque en este estudio no se logroé determinar las caracteristicas fisicoquimicas de cada
isoforma asi como su actividad biologica debido a su bajo rendimiento, en un intento de
identificar la actividad biologica, se desarrolld el ensayo in Vvivo en ratas hembras
prepuberes con resultados que indicaron que el grupo de isoformas basicas ligeramente
incrementaron el tamafio ovarico con respecto al grupo testigo, mientras que el grupo de
isoformas neutras inhibieron este crecimiento a un peso inferior al grupo control. En cuanto
a isoformas de tipo acidico no se determin6 y con gran desilusion no probamos la fraccion

obtenida con NaCl.
9. CONCLUSION

El trabajo desarrollo apoya la hipdtesis de la heterogeneidad molecular en las
gonadotropinas en particular en la gonadotropina coridnica del suero que se amplia para la
CG presente en el suero de gestaciones equinas inter-especie. El patron de distribucion de
ambas proteinas en el cromatoenfoque fue de tipo 4&cido. Se describe la presencia de
proteinas de tipo bésico y neutro para esta proteina. Contamos con la herramienta
metodoldgica que nos permita alcanzar rendimientos adecuados de cada proteina para

realizar estudios que aporten informacion sobre la estructura-funcion de cada isoforma.
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11. ANEXO

CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES
(METODO DE BRADFORD)

CURVA ESTANDAR

Preparar concentraciones de Albumina Sérica Bovina (BSA)(1,2,4,8,10,20)
Llevar a cada solucion a un volumen final de 800 pl con agua desionizada.
Agregar 200 pl de reactivo de Bradford (concentrado)

Dejar que reaccione durante 5 min.

Leer a 590 nm (Perkin Elmer Lambda-Bio 23)

Preparacion de albumina sérica bovina

Se tom¢ de la solucion estandar (BSA al 20%), se tomaron 10 pl que contienen 2 mg de proteina.
Esta concentracion de proteina se ajust6 a un volumen de 2 ml con agua desionizada, generando una

concentracion de 1 pg/ul de solucion.
ELECTROFORESIS SDS-PAGE

Solucion A: Acrilamida al 30%, Bisacrilamida 0.8%

Acrilamida 30.0 g
Bisacrilamida 0.8 g
Agua 100.0 ml

Solucién B: (Amortiguador para gel resolvedor)

TRIS 18.17 g
SDS 040¢g
Agua 100.0 ml

Ajustar a pH 8.8 con HCI concentrado

Solucion C (amortiguador del gel concentrador)

TRIS 6.06 g
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SDS 040¢g
Agua 100.0 ml
Ajustar a pH 6.8 con HCI concentrado

Solucion D (amortiguador de corrida)

IX 2x

TRIS 1.52g 2.28¢g

Glicina 7.21g 1081 g

SDS 0.50g 0.75¢g

Agua 500 ml 750 ml

Ajustar a pH 8.3 con NaOH 10 N

Solucion E (amortiguador de muestras no reductoras)

Solucién C 125 ml
SDS al 19% 0.10 ml
Glicerol (0.05%) 1.0 ml

Azul de Bromoferol (0.05%) 0.4 ml

Solucion F (Persulfato de amonio al 10%)
Persulfato de amonio 100 mg

Agua 1.0 ml

Solucion G (amortiguador de muestras reductoras)
B-mercaptoetanol 10 ul
Solucion E 990 ul

Marcadores de Peso Molecular

Marcadores de BIO-RAD (Bajo peso molecular) Spl o 10ul
Solucion E o G 90ul 0 95ul

Nota: la aplicacion de cada muestra en el gel no sobrepase de 20pl.
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PROCEDIMIENTO

GEL RESOLVEDOR  7.5% 10% 12.5%
Solucion B 2.5ml 2.5 ml 2.25 ml
Solucién A 2.5ml 3.33ml 3.75 ml
Agua 5 ml 5 ml 3 ml
TEMED 5ul 5ul 7.5 ul
Soluciéon F 50 pl 50 ul 30 pl

Gel Concentrador (4%)

Solucién C 1.26 ml

Solucion A 0.66 ml

Agua 3ml

TEMED 5ul

Solucion F 25 pul

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

resolvedor.
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ELISA (Enzimainmunoensayo)

El 4rea de los pozos se encuentra cubierta por un anticuerpo monoclonal dirigido hacia un sitio
antigénico unico en la molécula de PMSG. Una parte de la alicuota de la muestra del suero que
contiene PMSG endogeno se incuba en el pozo cubierto. En un segundo paso se incuba el
conjugado de la enzima en los pozos. El conjugado no unido se lava y se elimina con agua
desionizada. La cantidad de peroxidasa unida es proporcional a la concentracién de PMSG o eCG
en la muestra. Después de haber agregado el sustrato, la intensidad del color desarrollada es

proporcional a la concentracion de PMSG en la muestra.

Asegure el nimero deseado de tiras reactivas en el soporte
Agregar 100 pl de PMSG o eCG estandar en los pozos apropiados
Agregar 100 pl de muestra en los pozos seleccionados

Incubar por 60 minutos a temperatura ambiente sin agitacion.
Agitar enérgicamente hacia afuera el contenido de los pozos
Lavar los pozos tres veces con agua destilada.

Agregar 100 pl del conjugado en cada pozo

Incubar por 60 minutos a temperatura ambiente sin agitacion.
Sacuda enérgicamente hacia afuera el contenido de los pozos
Lavar los pozos 5 veces con agua destilada.

Agregar 100 pl de la solucion substrato a cada pozo.

Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente

Parar la reaccion enzimatica adicionandole 50 ul de solucidon stop en cada pozo y determinar la
absorbancia de cada pozo a 45010 nm.

Estandares para PMSG:
0 UI PMSG/ml, 25 Ul PMSG/ml, 100 Ul PMSG/ml, 400 Ul PMSG/ml y 800 UI PMSG/ml.

Las diluciones utilizados para las muestras variacion de 1/10 a 1/80 para su deteccion dentro de la

curva estandar.
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RIA (Radioinmunoanalisis)

Se utilizd esta técnica para la medicion de progesterona en suero de las dos gestaciones. Coat-A-
Count Progesterone es un radioinmunoensayo '*’I en fase solida para la mediciéon directa y
cuantitativa de progesterona en suero o plasma. La progesterona marcada con I'* compite por un
tiempo fijo con progesterona de la muestra por sitios de unidon al anticuerpo. Debido a que el
anticuerpo estd inmovilizado en la pared del tubo de polipropileno, la simple decantacién del
sobrenadante es suficiente para terminar con la competencia y aislar la fraccion unida al anticuerpo

125 .
. La lectura del tubo en un contador gamma, proporciona

de la progesterona marcada con I
entonces, un nimero que se convierte por medio de una curva de calibracion, en una medida de

progesterona presente en la muestra.
Procedimiento:
Todos los componentes deben llevarse a temperatura ambiente (15 -28°C) antes de su uso.

Marcar cuatro tubos de ensayo de polipropileno (sin recubrir) 12X75mm. Tubos T (cuentas totales)

y NSB (unién no especifica).

Tubos recubiertos** Marcar con A (uniébn maxima) catorce tubos y de B a G por duplicado.
Adicionalmente, marcar tubos recubiertos con anticuerpo por duplicado, para controles y muestras

de pacientes.

Pipetear 100ul del calibrador* A en los tubos NSB y A y 100ul de cada uno de los calibradores B a
G en tubos marcados correspondientemente. Pipetear 100ul de cada control y muestra de paciente
en los tubos preparados. Las muestras de pacientes susceptibles de contener concentraciones de
progesterona mayores a la del calibrador mas alto (40ng/ml), deben ser diluidas con calibrador 0

antes de ser analizadas.

Afiadir 1.0ml I'*® progesterona a cada tubo. Agitar en vortex y dejar los tubos T a un lado para su

contaje.
Incubar durante 3 horas a temperatura ambiente (15-28°C)

Decantar todos los tubos (excepto los tubos T) y dejar escurrir durante 2 a 3 minutos. Golpear los

tubos contra papel absorbente para eliminar las gotas residuales.

Leer durante 1 minuto en un contador gamma
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Calibradores listos para usarse en suero humano A (Ong/ml), B (0.08ng/ml), C (0.49ng/ml), D
(1.88ng/ml), E (9.8ng/ml), F (18.7ng/ml), G (40ng/ml)

#% 12 Progesterona

*%* Tubos de polipropileno recubiertos con anticuerpos anti-Progesterona.
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