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 RESUMEN 

Aunque se ha establecido un incremento en la expresión y síntesis del factor 
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) en asociación con la LH, se 
desconoce si esta asociación es similar entre isoformas de carga de la misma 
hormona. El presente trabajo doctoral se encaminó a evaluar el efecto de 
distintas isoformas de la LH ovina en la expresión y síntesis del VEGF. Para 
ello, se obtuvo a la LH a partir del extracto glicoprotéico del lóbulo anterior de 
la hipófisis ovina y las isoformas de la hormona se aislaron de esta fracción 
rica en LH mediante el cromatoenfoque. El grupo de isoformas aisladas se 
agruparon de acuerdo al rango de pH de elución en: básicas (A, pH 10.56-
10.14; B, pH 9.91-9.02  y C, pH 8.97-7.83), neutra (D, pH 7.73-6.98 ) y ácidas 
(E, pH 6.83-6.19;  F, pH 5.98-3.65 y G, pH 3.55-3.66). La actividad biológica de 
cada isoforma se midió con base en la producción de  AMPc y de VEGF en el 
bioensayo in vitro con las células  HEK-293 transfectadas con el cDNA para el 
receptor de LH de rata y en las células de la granulosa de folículos 
dominantes, respectivamente. La actividad inmunológica de cada isoforma se 
midió con un RIA homólogo y específico para LH. La expresión de VEGF se 
analizó con un PCR cuantitativo. La actividad inmunológica y biológica de cada 
isoforma se comparó contra el patrón NIDDK-oLH-I-2, estimando en cada 
curva dosis-respuesta la concentración inhibitoria (IC50) o estimulatoria (EC50), 
respectivamente. Las isoformas básicas (B y C) fueron significativamente más 
inmunoactivas que el patrón de referencia, en tanto que la isoforma neutra (D) 
y la medianamente ácida (E) resultaron similares al patrón de referencia. Por 
su parte, la isoforma F resultó la menos inmunoreactiva. La producción de 
AMPc como un indicativo de actividad biológica fue similar entre el patrón de 
referencia y las isoformas básicas y la medianamente ácida (E); en contraste, 
la isoforma neutra (D) y la ácida F fueron las menos bioactivas. La producción 
de VEGF fue diferente (p<0.05) al grupo testigo solo a la dosis de 10 ng/ml 
tanto en el patrón de referencia como con la isoforma básica (B) y neutra (D). 
Asi mismo, la isoforma  F mostró una respuesta dependiente de la dosis, 
aunque no fue diferente al grupo testigo.  La expresión del VEGF en los 
extractos de células de la granulosa después del tratamiento con las isoformas 
de la LH no fue posible determinar. En conclusión, el grupo de isoformas 
aisladas de la hipófisis mostró un patrón diferencial en sus actividades 
inmunológicas y biológicas, siendo la isoforma de tipo básico la que generó la 
mayor producción de AMPc y VEGF similar al estándar de referencia y la 
isoforma ácida fue siempre la menos activa. 

Palabras clave: VEGF; Granulosa; Hormona luteinizante; Isoformas; Ovino; in 
vitro AMPc. 
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ABSTRACT 

Although an increase in VEGF expression and synthesis in association with LH 
has been established, it is unknown if this is similar among charge isoforms of 
LH.  This study evaluated the production of cAMP and VEGF among LH 
isoforms in two in vitro bioassays. The LH was obtained from sheep 
adenohypophysis glycoproteic extract and the group of isoforms was isolated by 
means of chromatofocusing. Isoforms were grouped according to the range of 
pH elution: basic (A, B and C), neutral (D) and acidic (E, F and G). cAMP 
production was assessed using the in vitro bioassay in HEK-293 cells 
transfected with the cDNA for the rat LH receptor and VEGF production was 
evaluated in sheep dominant follicle granulosa cells. Immunological activity was 
measured with a homologous RIA for LH, in a manner relative to the NIDDK-1-
2-oLH standard. Immunoactivity and bioactivity for each isoform were compared 
against the standard, by estimating in the dose-response curves the IC50 and 
the EC50, respectively. The basic isoforms (B and C) were more immunoactive 
than the standard. The neutral isoform (D) and the moderately acidic one (E) 
had an immunological activity similar to the standard. The F isoform was the 
least immunoreactive. cAMP production at the EC50 dose was similar among 
the basic isoforms, the moderately acidic one (E) and the standard; by contrast, 
for the neutral D isoform and the acidic F one, the EC50 dose was higher. It was 
observed that compared with the control (0 ng/ml), VEGF production at the 
lowest LH dose (1 ng/ml) was no different in the standard and each isoform. In 
the case of the intermediate dose (10 ng/ml), a positive response was caused in 
the standard and the neutral and basic isoforms. Although the F isoform 
showed a dose-dependent response, it was not significant relative to the 
control. In conclusion, the basic isoform generated the greatest cAMP and 
VEGF production, similar to the reference standard and the acid isoform was 
always the least active. 

 
Keywords: VEGF; Granulosa; Luteinizing Hormone; Isoforms; Ovine; in vitro; 
cAMP. 
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FIGURA 8.4. 

 

 

 

 

Secreción de VEGF (pg/ml) por las células de la granulosa 
después del estímulo con la oLH y sus isoformas, en el 
medio de cultivo sin TRL o con TRL (Trilostano 250 ng/ml).  
La oLH correspondió al estándar NIDDK-oLH-I-2, panel I; la 
isoforma básica (B, pH, 9.91-9.02, panel II); la neutra (D, pH, 
7.73-6.98, panel III) y la ácida (F, pH, 5.98-3.65, panel IV). Se 
presenta el promedio ± el error estándar de un cultivo con 
tres sub-réplicas. *En cada dosis indica diferencias 
significativas entre el grupo Sin TRL y Con TRL  al nivel de 
p<0.05. 

 
Secreción de VEGF (pg/ml) por las células de la granulosa 
después del estímulo con 10 ng de la oLH y sus isoformas, 
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1. INTRODUCCIÓN 

En rumiantes, durante cada ciclo estral se producen varias oleadas de crecimiento 

folicular. Este proceso se inicia con el reclutamiento de una cohorte o grupo de 

folículos, dentro de los cuales los folículos seleccionados continuarán su desarrollo 

hasta volverse dominantes, momento en el cual disminuye su dependencia a FSH 

y se incrementa para LH (Campbell et al., 2003; Zeleznik, 2004; Webb y Campbell, 

2007).  

 La LH en esta etapa final del crecimiento folicular resulta esencial, ya que la 

expresión de receptores para esta gonadotropina en las células de la granulosa le 

permite al folículo responder al pico preovulatorio de LH y continuar con el proceso 

de ovulación (Hunter et al., 2004; Espinoza-Villavicencio et al., 2007; Uribe-

Velásquez et al., 2009). En el folículo dominante se ha asociado la secreción de 

LH con el proceso angiogénico sobre la vasculatura perifolicular preexistente 

(Tamanini y De Ambrogi, 2004; Berisha y Schams, 2005; Chowdhury et al., 2010).  

La angiogénesis intrafolicular está regulada en parte por factores de 

crecimiento, siendo el principal actor, el factor de crecimiento del endotelio 

vascular (VEGF). El VEGF es un homodímero de 45kDa que en el proceso de 

corte y empalme de su mRNA da origen a cinco isoformas, siendo la isoforma 

VEGF-A164 la predominante y más estudiada (Kaczmarek et al., 2005). La 

actividad biológica del VEGF-A depende de la expresión diferencial de los 

receptores de membrana del tipo tirosina-cinasa; el receptor 2 (VEGF-R2 o KDR) 

que medía su actividad pro-angiogénica, mientras que el receptor 1 (VEGF-R1 o 

Flt-1) determina su actividad anti-angiogénica (Park et al., 1993; Zimmermann et 

al., 2003; Ferrara, 2004). A nivel folicular el VEGF participa en la proliferación, la 

sobrevivencia y los cambios en la permeabilidad del endotelio vascular (Taylor et 

al., 2007; McFee y Cupp, 2013), eventos que en conjunto impactan  el aporte 

sanguíneo al folículo y que proveen los elementos necesarios para asegurar el 

desarrollo final y el tránsito de folículo dominante a folículo preovulatorio, 

necesario para la reproducción de las hembras (Rocha-Araujo et al., 2011).  
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En rumiantes, la isoforma predominante corresponde al VEGF-A164 cuya 

expresión y síntesis se lleva a cabo principalmente en las células de la granulosa 

de folículos dominantes (Berisha et al., 2000; Greenaway et al., 2004; Chowdhury 

et al., 2010). La participación de la LH en la producción de VEGF, ha sido 

reportada, en estudios in vitro, en donde la síntesis y expresión del VEGF por las 

células de la granulosa se incrementa después del tratamiento con hCG (Lee et 

al., 1997), LH humana (Guimera et al., 2009) y LH bovina (Babitha et al., 2013; 

Babitha et al., 2014); in vivo, el incremento de VEGF en el líquido folicular de 

folículos dominantes se presentó después de un bolo de hCG (Hazzard et al., 

1999). 

Por otra parte, en ovinos, analizando las estructuras ováricas mediante  

estudios inmunohistoquímicos y de hibridación in situ, se ha demostrado que la 

expresión de VEGF en los folículos depende de la etapa del ciclo estral así como  

del tamaño folicular; aunque siempre es mayor la cantidad de VEGF en los 

folículos grandes, hay un incremento en los pequeños y medianos durante y 

después del pico preovulatorio de LH, observándose una asociación con el 

receptor 2 del VEGF (Chowdhury et al., 2010). En bovinos con celos 

sincronizados, e hiperestimulados con FSH y tratados con GnRH, se ha 

observado que las células de la granulosa de folículos preovulatorios presentan 

una mayor expresión del gene para VEGF durante el pico preovulatorio de la LH 

(Berisha et al., 2008). Por otro lado, en monos marmoset (Callithrix jacchus) 

tratados con un antagonista a GnRH para evitar la secreción preovulatoria de LH 

se mostró reducción en la proliferación de células endoteliales, densidad vascular 

y en la expresión del VEGF en las células granulosas de los folículos 

preovulatorios (Taylor et al., 2004).  

A pesar de contar con este cuerpo de evidencias que muestran claramente 

que la LH está involucrada en la regulación del VEGF dentro de las células de la 

granulosa de folículos dominantes, y que la LH está integrada por una familia de 

proteínas cuya diferencia de cada miembro se ha atribuido a la estructura de sus 

oligosacáridos que se refleja en sus propiedades físico-químicas, biológicas e 

inmunológicas (Baenziger y Green,1988; Cooke et al., 1996; Manzella et al., 1996; 
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Perera-Marín et al., 2007) y que el polimorfismo de la LH se ha observado bajo 

distintas condiciones fisiológicas tanto en extractos de hipófisis (Zalesky et al., 

1992; Helj et al., 1992; Perera-Marín et al., 2008) como en el suero (Perera-Marín 

et al., 2005; Arrieta et al., 2006; Rojas-Maya et al., 2007), con resultados que 

indican que el patrón de distribución y la secreción de las isoformas cambia con 

cada condición. En la actualidad, no se ha informado si las diferentes isoformas 

de LH muestran distintos efectos en la regulación de la expresión, síntesis y 

secreción del VEGF. Por lo tanto, el presente trabajo se encaminó a probar bajo 

condiciones in vitro el efecto de las isoformas de la LH ovina sobre la producción y 

síntesis del VEGF en células de la granulosa obtenidas de folículos dominantes 

de ovejas.   
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Origen y función de las gonadotropinas: participación de la LH en la gónada 

femenina  

La hormona folículo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) son 

hormonas gonadotrópicas que pertenecen a una familia de glicoproteínas que se 

sintetizan, almacenan y secretan dentro de un tipo particular de células basófilas 

llamadas gonadotropos. Dichos gonadotropos comprenden del 10 al 20% de las 

células de la adenohipófisis (Childs et al., 1980) y se dividen en pequeñas 

(monohormonales) y grandes (bihormonales). Las células grandes representan 

aproximadamente el 62% de la población de los gonadotropos; se caracterizan por 

tener un diámetro aproximado de 400 µm y contienen ambas gonadotropinas, 

mientras que los gonadotropos pequeños presentan un diámetro aproximado de 

200 µm y contienen LH o FSH (Childs et al., 1994). Ambas gonadotropinas se 

sintetizan y secretan en respuesta a la estimulación de la hipófisis con GnRH 

producida por el hipotálamo y cumplen un papel fundamental en la fisiología 

reproductiva. 

La LH y la FSH se encargan de estimular y mantener el funcionamiento de 

las gónadas, tanto masculina como femenina (Senger, 2003; Hunter et al., 2004; 

Webb y Campbell, 2007). Particularmente en el ovario, ambas gonadotropinas 

inducen de manera secuencial el crecimiento folicular, la maduración de los 

ovocitos, la secreción de estrógenos, la ovulación, el desarrollo del cuerpo lúteo y 

la consecuente secreción de progesterona (Niswender et al., 2000; Murphy, 2000; 

Senger, 2003; Hunter et al., 2004). A pesar de que ambas gonadotropinas actúan 

de manera concertada en la fisiología reproductiva femenina, es destacable la 

función de la LH dentro de la etapa final del desarrollo folicular y durante la 

formación y funcionamiento del cuerpo lúteo (Niswender et al.,2000; Murphy, 

2000; Berisha y Schams, 2005; Webb y Campbell, 2007). Como el objeto de 

estudio en la presente investigación es la LH, de aquí en adelante trataremos de 

presentar únicamente las características y funciones de esta gonadotropina.  
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Durante las fases tempranas de crecimiento folicular, la FSH estimula el 

incremento del diámetro folicular así como la secreción de estrógenos (Senger, 

2003; Hunter et al., 2004; Webb y Campbell, 2007). Además, la FSH induce la 

aparición de receptores para la LH en las células de la granulosa, con lo cual 

continúa la maduración final del folículo en respuesta a la estimulación con LH 

(Campbell et al., 2003; Webb y Campbell, 2007). Posteriormente, en la etapa 

tardía de crecimiento folicular la producción de estrógenos es suficiente para 

retroalimentar positivamente a los núcleos hipotalámicos responsables de la 

secreción de GnRH que conlleva al pico preovulatorio de LH. Es justamente 

durante esta fase donde la LH desencadena, a nivel folicular, una serie de 

cambios que concluyen en la ovulación (Richards et al., 1998; Berisha y Schams, 

2005). Durante la luteogénesis, y en respuesta a la estimulación con la LH, se 

inicia el proceso de luteinización de las células de la granulosa, siendo esta la 

razón por la cual se mantiene únicamente la secreción tónica de LH que resulta 

fundamental para completar la formación del cuerpo lúteo y estimular la secreción 

de progesterona en las nuevas células luteales (Niswender et al., 2000; Murphy, 

2000; Berisha y Schams, 2005).   

2.2 Características de la LH: composición molecular y heterogeneidad bioquímica 

Desde el punto de vista estructural la LH se compone de dos cadenas 

polipeptídicas llamadas subunidades. La unión de la subunidad alfa (α) con la 

subunidad beta (β) a través de fuerzas no covalentes y en conjunto con distintos 

oligosacáridos ayudan a conformar un heterodímero biológicamente activo. La 

subunidad α es idéntica para las diferentes gonadotropinas que se producen en la 

hipófisis de cada especie de mamífero; está codificada por un sólo gen que se 

encuentra en el cromosoma seis en la especie ovina, humana, bovina y de rata 

(Pierce y Parsons, 1981; Goodwin et al., 1983). Presenta dos sitios de glicosilación 

del tipo N-unidos, localizados en el residuo del aminoácido 56 y 83 en el bovino, 

ovino, porcino y equino (Cooke et al., 1996; Perera-Marín et al., 2007). En 

contraste, la subunidad β es única para cada hormona y le confiere su 

especificidad biológica. Está subunidad está codificada por diferentes genes, que 

se encuentran en el brazo corto del cromosoma 19 (Pierce y Parsons, 1981; 
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Cooke et al., 1996; Perera-Marín et al., 2007).  Presenta un sólo sitio de 

glicosilación del tipo N-unido localizado en el residuo 13 del aminoácido 

asparagina en las especies bovina, ovina y porcina (Cooke et al., 1996; Perera-

Marín et al., 2007). 

La estructura primaria de la LH se caracteriza por una secuencia de 

residuos de aminoácidos altamente homóloga entre especies, con la posición 

idéntica de los residuos de cisteína (Combarnous, 1988). La estructura secundaria 

se encuentra principalmente en conformación beta, que es generada por el alto 

contenido de prolina, con muy bajo contenido de  α-Hélice (Garnier et al., 1975). 

La estructura terciaria está caracterizada por los puentes disulfuro intracadena; 

cinco para la subunidad α y seis para la subunidad β (Gharib et al., 1990), los 

cuales disminuyen la susceptibilidad a enzimas proteolíticas. Finalmente, la 

estructura cuaternaria resulta de la unión de ambas subunidades por medio de 

fuerzas no covalentes y de ella se deriva la actividad biológica particular en cada 

glicoproteína (Combarnous, 1988).  

La síntesis de la LH se inicia en el retículo endoplasmático y durante este 

proceso se originan diversas modificaciones post-traduccionales como la pérdida 

del péptido señal, ensamblaje de las subunidades y la co-traslación del fosfolípido 

de membrana, dolicol-pirofosforilo, precursor del oligosacárido Glu3Man9ClcNAc2, 

que se incorpora en el sitio de glicosilación Asn-X-Ser/Thr (Asn: Asparagina, S: 

Serina, T: Treonina y X representa a cualquier otro aminoácido) de la secuencia 

primaria de la proteína recién formada. Una vez incorporado este precursor del 

oligosacárido, en el aparato de Golgi será modificado por exoglucosidasas 

(exoglucosidasas I y II) y por una manosidasa, generando un núcleo común 

compuesto por dos residuos de N-acetil glucosamina unidos a tres residuos de 

manosa (Kornfeld y Kornfeld, 1985; Baenziger et al., 1992; Cooke et al. 1996; 

Perera-Marín et al. 2007; Mullen et al. 2013). A partir de este núcleo común, con la 

participación de diferentes enzimas como la  N-acetil-galactosamina transferasa, 

N-acetil-glucosamina transferasa, Sulfo-transferasa, Galactosil-transferasa y  

Sialil-transferasa se dará origen al patrón heterogéneo de oligosacáridos 
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presentes en este grupo de glicoproteínas y que se considera como la base 

bioquímica de clasificación de esta familia de proteínas (Green y Baenziger, 1988; 

Cooke et al., 1996; Perera-Marín et al., 2007; Mullen et al., 2013).  

2.3 La heterogeneidad de la LH como un factor determinante en la actividad 

inmuno-biológica diferencial: estudios in vitro e in vivo 

Como se mencionó previamente, las gonadotropinas son heterogéneas debido, en 

parte, al tipo del oligosacáridos ramificados que están presentes en la molécula y 

que, además, se encuentran sulfatados o sializados en sus residuos terminales 

(Baenziger y Green, 1988; Cooke et al. 1996; Manzella et al., 1996; Perera-Marín 

et al. 2007). Esta propiedad de carga particular en cada gonadotropina se refleja 

en las diferentes propiedades fisicoquímicas y funcionales (Cooke et al., 1996), y 

ha servido para aislar a los diferentes miembros de cada familia. En el caso de la 

LH, las formas predominantemente se han obtenido a un pH básico (>80%) y el 

resto de los miembros de la familia se han obtenido con la disminución del pH 

(Keel et al., 1987; Zalesky et al., 1992; Arrieta et al., 2006). En la LH ovina, ésta 

característica de elución se ha atribuido a la presencia de un alto porcentaje de 

oligosacáridos (69%) con residuos terminales sulfatados (Sairam y Schiller, 1979; 

Green et al., 1988; Cooke et al., 1996; Perera-Marín et al., 2007). Con base en 

esta característica fisicoquímica y mediante el uso del cromatoenfoque como 

herramienta analítica de purificación de proteínas, se ha identificado el 

polimorfismo de la LH en ratas (Hattori et al., 1983; Olivares et al., 2009), caballos 

(Matteri y Papkoff, 1987), humanos (Castro-Fernandez et al., 2000), bovinos 

(Stumpf et al., 1992; Perera-Marín et al., 2004), caprinos (Rojas-Maya et al., 2007)  

y ovinos (Zalesky et al., 1992; Nakamura et al., 1993; Arrieta et al., 2006).  

Diversos estudios han demostrado que el tipo de carbohidrato además de 

participar en las características fisicoquímicas de cada proteína, participa en el 

impacto en la biopotencia, en la vida media en circulación, en el cambio de la 

afinidad por su receptor y en la capacidad para estimular la vía de señalización 

(Hattori et al., 1983; Robertson et al., 1991; Nakamura et al., 1993; Burgon et al., 

1996; Burgon et al., 1997; Olivares et al., 2009). Esta serie de resultados muestran 
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que la actividad biológica de las diferentes isoformas de la LH que eluyen a pH 

básico (alcalinas), presentan la mayor actividad en bioensayos in vitro y una mayor 

afinidad por el receptor; sin embargo, su tasa de eliminación de la circulación es 

más rápida (Burgon et al., 1996). En el caso de la LH que eluye a un pH ácido 

(ácidas), se observa una menor actividad en bioensayos in vitro, pero tienen una 

menor tasa de depuración de la circulación (Burgon et al., 1997; Hattori et al., 

1983; Olivares et al., 2009). De forma particular, Nakamura et al., (1993), al probar 

tres isoformas de la oLH de carga básica, encontraron que la isoforma con un pH 

de 9.99 a 9.84 tuvo una mayor vida media en circulación y evocó la mayor 

producción de testosterona in vivo.  

La actividad biológica para distintas isoformas de la LH de origen hipofisario 

de mamíferos se ha determinado por medio de bioensayos in vivo e in vitro. De 

forma particular, en rumiantes, la actividad biológica in vivo de la LH y sus 

isoformas han generado resultados poco reproducibles. Ejemplo de ello, son los 

resultados descritos por Perera-Marín et al., (1996) que evaluaron la bioactividad 

de isoformas de origen caprino mediante el bioensayo de la depleción del ácido 

ascórbico en el ovario de la rata, en donde la isoforma de origen ácido presentó la 

mayor actividad biológica cuando se comparó con la isoforma de la LH de origen 

neutro. Por otra parte, el mismo grupo reportó con este mismo bioensayo que la 

isoforma de la LH bovina de origen básico presentó la mayor bioactividad, seguida 

de las isoformas de origen ácido (Perera-Marín et al., 2004). Por otra parte, 

Chaudhary y Muralidhar (2007), reportaron la bioactividad de isoformas de la LH 

de origen caprino mediante la evaluación del incremento en la próstata ventral de 

la rata, con resultados que indicaron  una mayor bioactividad en isoformas de 

origen ácido de la LH. Esta discrepancia entre los diferentes bioensayos se ha 

atribuido a que en estos modelos biológicos in vivo no consideran a la tasa de 

depuración de cada isoforma; adicionalmente, en estos bioensayos se requieren 

microgramos de cada isoproteína, lo que demuestra una baja sensibilidad de estos 

bioensayos, y la respuesta biológica dependiente de cada animal.  

El empleo del bioensayo in vitro basado en la producción de andrógenos 

por las células de Leydig de roedores después del tratamiento con distintas 
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isoformas de carga de la LH de diferentes especies, ha generado una serie de 

resultados que coinciden en que las isoformas básicas son las más 

biológicamente activas que su contraparte ácida (Robertson y Diczfalusy, 1977; 

Hattori et al., 1983); sin embargo, no siempre es un resultado consistente, debido 

a que el origen de las células de Leydig (rata) plantea la cuestión de la 

especificidad de especie cuando se utilizan ligandos de otras especies. Para el 

desarrollo de este tipo de bioensayo se requiere de un cultivo primario, proceso 

costoso, laborioso y poco reproducible; la cuantificación de estradiol o testosterona 

es una medida indirecta de la actividad biológica de cada isoforma. 

Una alternativa relativamente reciente a los bioensayos clásicos ha sido el 

desarrollo de bioensayos basados en la clonación de receptores para 

gonadotropinas. En estudios pioneros utilizando células transfectadas con el cDNA 

para el receptor de LH humana se observó que la hCG induce una producción de 

AMPc dependiente de la dosis con una constante de asociación de la hCG y el 

receptor similar a valores descritos con receptores testiculares cuando se 

expusieron a la misma hormona McFarland et al., 1989; Loosfelt et al., 1989). 

 Posteriormente, con la transfección del plásmido para el cDNA del receptor 

de la LH humana en una línea celular fija derivada de células de riñón de feto 

humano (HEK-293), se logró evaluar cambios en la bioactividad de la 

gonadotropina coriónica durante el inicio de la preñez en mujeres y primates no 

humanos (Jia et al., 1993).  En estudios recientes, utilizando a las células HEK-

293 transfectadas con el cDNA para el receptor de LH de rata se han permitido 

identificar cambios en la  producción de AMPc después del tratamiento con 

distintos aislados de la LH de la hipófisis de la rata obsesa o diabética  con 

diferente punto isoeléctrico, que mostró que el aislado de origen básico fue más 

bioactivo al compararlo con el aislado ácido (Olivares et al., 2009; Olivares et al., 

2010). Finalmente, con este modelo biológico de las células HEK-293 se ha 

determinado la constante de afinidad de la LH bovina al receptor de la LH de rata 

(Galet y Ascoli, 2005). 

El uso de este tipo de bioensayos ha ofrecido una serie de ventajas, ya que 

se trata de líneas celulares estables, en donde las células clonadas expresan un 
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número definido y una población homogénea de receptores; lo que permite 

evaluar de forma directa la hormona biológicamente activa a través de la 

producción del segundo mensajero, AMPc; presentan una sensibilidad y una 

variación interensayo e intraensayo similar a bioensayos in vitro clásicos (Christin-

Maitre et al., 2000; Galet y Ascoli, 2005).  

 

2.4 Las isoformas de  la LH como herramientas para detectar cambios 

funcionales 

Como se describió en los párrafos previos, la LH es una proteína heterogénea, 

con un patrón de vida media en circulación de cada isoforma y diferente afinidad 

por su receptor. Adicionalmente, la proporción de las isoformas circulantes cambia 

durante distintas etapas fisiológicas y/o el medio endocrino dominante en la 

hembra, incluyendo efectos asociados con la edad, la pubertad, la etapa de 

gestación, la concentración circulante de estradiol, los niveles de GnRH y el 

estado de nutrición (Stumpf et al., 1992; Zalesky et al., 1993; Kojima et al., 1995; 

Perera-Marín et al., 2005; Arrieta et al., 2006; Perera-Marín et al., 2008; Olivares 

et al., 2009). 

En virtud de este escenario los estudios in vivo representan una limitante 

para investigar si las isoformas de la LH presentan una capacidad diferencial para 

inducir una respuesta funcional (bioactividad) en sus células blanco dentro del 

ovario, es por ello que el uso de modelos o sistemas in vitro proveen las 

condiciones ideales para evaluar respuestas cuantitativas que asocien a las 

isoformas de la LH con una capacidad de bioactividad diferencial. Dichos 

resultados son importantes para establecer estudios sobre la regulación diferencial 

que tienen las isoformas de la LH en los procesos fisiológicos del ovario, los 

cuales dependen de la regulación por parte de las gonadotropinas. Un caso 

particular de dicha regulación lo representa la estimulación de la síntesis de 

factores de crecimiento como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). 

En este contexto un sistema ideal para probar in vitro la actividad biológica  

de las distintas isoformas, son las células de la granulosa obtenidas de folículos en 
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las etapas finales de crecimiento, ya que estas células expresan los receptores a 

la LH y se pueden mantener en condiciones controladas. 

2.5 El folículo dominante y la producción de VEGF por las células de la 

granulosa 

La maduración de los folículos preovulatorios, como una preparación para la 

ovulación y la formación del cuerpo lúteo, requiere del desarrollo de una 

microvasculatura adecuada para llevar los niveles necesarios de hormonas y 

lipoproteínas unidas al colesterol (Davis et al., 2003). Por lo que, la adquisición de 

un aporte vascular adecuado es posiblemente un paso limitante en la selección y 

maduración del folículo dominante destinado a ovular (Berisha et al., 2008; 

Chowdhury et al., 2010). Para ese fin, es necesaria una producción coordinada de 

factores angiogénicos por las células de la teca y de la granulosa del folículo en 

desarrollo.  

El factor de crecimiento endotelial vascular o VEGF por sus siglas en inglés, 

es un actor principal durante el proceso angiogénico en condiciones tanto 

fisiológicas como patológicas. El ARNm y la proteína del VEGF en el ovario de 

primates, ovinos, porcinos, bovinos, humanos, búfalos y ratas, se han localizado 

en las células de la teca y granulosas de folículos antrales y escasamente en 

granulosas de folículos primordiales o preantrales (Koos, 1995; Barboni et al., 

2000; Berisha et al., 2000; Geva y Jaffe, 2000; Stouffer et al., 2001; Chowdhury et 

al., 2010; Babitha et al., 2013). Las células de la granulosa del folículo dominante 

expresan receptores para la LH y es allí donde se da la mayor producción de 

VEGF por efecto de la LH (Geva y Jaffe, 2000; Stouffer et al., 2001; Berisha et al., 

2008; Chowdhury et al., 2010; Babitha et al., 2014).  

El VEGF es una glicoproteína homodímerica con un peso molecular de 45 

kDa; durante el corte y empalme del ARN mensajero da origen a isoformas con 

distinto número de aminoácidos; VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF189 y VEGF206 

(Kaczmarek et al., 2005). Su actividad biológica es mediada a través de dos 

receptores de membrana del tipo tirosina-cinasa: VEGF-R1 o Flt-1, VEGF-R2 o 
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KDR (Park et al., 1994; Nishimura et al., 2002; Ferrara et al., 2003; Zimmermann 

et al., 2003; Carmeliet, 2005). 

En rumiantes, la isoforma predominante de VEGF corresponde al VEGF164, 

cuya expresión y síntesis se lleva a cabo principalmente en las células de la 

granulosa de folículos dominantes (Berisha et al., 2000; Greenaway et al., 2004; 

Chowdhury et al., 2010). En este sentido, en los ovinos se demostró, mediante 

estudios de inmunohistoquímica e hibridación in situ, que la expresión del VEGF 

en los folículos se incrementa conforme aumenta el diámetro folicular y esto a su 

vez depende de la etapa del ciclo estral; en particular, durante y después del pico 

preovulatorio de LH (Chowdhury et al., 2010). Adicionalmente, se ha documentado 

una asociación positiva con la expresión y síntesis del receptor tipo 2 del VEGF 

(Berisha et al., 2008; Chowdhury et al., 2010). De forma similar, en bovinos con 

estro sincronizado e hiperestimulados con FSH para posteriormente ser tratados 

con GnRH se observó que las células de la granulosa de folículos preovulatorios 

presentaron una mayor expresión del gene para VEGF durante el pico 

preovulatorio de la LH (Berisha et al., 2008). 

 El VEGF en el folículo ovárico se encarga de regular la proliferación, la 

supervivencia y permeabilidad del endotelio vascular (Park et al., 1993; Taylor et 

al., 2007; McFee y Cupp, 2013). En primates no humanos, la disminución en la 

proliferación de células endoteliales,  en la densidad vascular y en la expresión del 

VEGF en las células de la granulosa de folículos preovulatorios se ha asociado 

con una inhibición del pico preovulatorio de la LH (Taylor et al., 2004). 

Adicionalmente, un incrementó en la síntesis (ARNm) y secreción del VEGF de 

células de la granulosa de los folículos preovulatorios bovinos se observa durante 

el pico preovulatorio de la LH (Berisha et al., 2008). Finalmente, un efecto negativo 

en la angiogénesis intrafolicular, en el desarrollo folicular y en la ovulación de 

folículos preovulatorios de primates no humanos se asoció con la inhibición del 

grupo de receptores para VEGF en células de la granulosa (Wulff et al., 2002). 

Estas series de resultados en conjunto vinculan a la LH con el VEGF como 

participantes en la selección de folículos preovulatorios y en la ovulación. 
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La asociación de la LH como regulador de la expresión del VEGF, se ha 

descrito en estudios in vitro e in vivo. Estudios in vitro, han encontrado que la 

síntesis y expresión del VEGF por las células de la granulosa se incrementa 

después del tratamiento con hCG (Lee et al., 1997), LH humana (Guimera et al., 

2009)  y LH bovina (Babitha et al., 2013; Babitha et al., 2014); in vivo, el 

incremento de VEGF en el líquido folicular de folículos dominantes se presentó 

después de un bolo de hCG (Hazzard et al., 1999); a través de desarrollo del  ciclo 

estral ovino, y mediante  estudios inmunohistoquímicos e hibridación in situ en 

estructuras ováricas se ha observado un cambio en la inmunolocalización y un 

incremento en la expresión del VEGFR2 y del VEGF en concordancia con el 

tamaño folicular; adicionalmente este cambio fue mayor durante el pico 

preovulatorio y post-pico de LH comparado con la fase lútea y pre-pico de LH 

(Chowdhury et al., 2010). Por otro lado, primates no humanos que recibieron un 

antagonista a GnRH y en los que se analizó el patrón angiogénico dentro del 

ovario, mostraron que el bloqueo del pico preovulatorio de la LH, generó un 

impacto negativo en la proliferación de células endoteliales, densidad vascular y 

en la expresión del VEGF en las células de la granulosa de los folículos 

preovulatorios (Taylor et al., 2004).  

 El mecanismo por el cual la LH induce la expresión y síntesis de VEGF es 

actualmente un tema de estudio: Garrido (1993) demuestra que en células de la 

granulosa bovina expuestas a LH se induce un incremento en la activación de la 

adenilato ciclasa asociado a la  transcripción del VEGF. Recientemente, Zhang 

(2011) y Liao (2012)  analizaron la respuesta de las células lúteas y la línea celular 

OVCAR-3 después del tratamiento con hCG con resultados que establecen la 

posibilidad que la vía de señalización de fosfatidil inositol (IP3K/mTOR) contribuya 

a la activación del VEGF.  
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

A pesar de contar con un cuerpo de evidencias que muestran claramente que la 

LH está involucrada en la regulación del VEGF dentro de las células de la 

granulosa de folículos dominantes, se desconoce sí las distintas isoformas de la 

LH estimulan en la misma magnitud la producción de dicho factor angiogénico. 

Esto a pesar de que está claramente documentado que la LH está integrada por 

una familia de proteínas cuya diferencia de cada miembro se ha atribuido a la 

estructura de sus oligosacáridos que se refleja en sus propiedades físico-

químicas, biológicas e inmunológicas (Baenziger y Green, 1988; Cooke et al., 

1996; Manzella et al., 1996; Perera-Marín et al., 2007). Por lo tanto, el presente 

estudio doctoral se encaminó a evaluar bajo condiciones in vitro el efecto de las 

isoformas de la LH ovina sobre la producción de VEGF en las células de la 

granulosa obtenidas de folículos dominantes ovinos. Adicionalmente, se evaluó la 

capacidad de la actividad biológica de las isoformas a través de la producción de 

AMPc en un sistema heterólogo en las células HEK-293 transfectadas con el 

cDNA para el receptor de LH de rata. 
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4. HIPÓTESIS 

Las distintas isoformas de carga de la oLH regulan en las células de la granulosa 

de folículos dominantes, la producción de VEGF de manera similar entre ellas y 

con respecto a la oLH de referencia. 

 

5. OBJETIVO GENERAL 

Determinar si las distintas isoformas de carga de la LH ovina regulan 

diferencialmente la secreción del  VEGF en las células de la granulosa de folículos 

dominantes de la especie ovina.  

 

Objetivos particulares: 

1.- Obtener el extracto glicoprotéico de glándulas pituitarias de ovino. Su 

purificación en el intercambiador iónico, CM-Sepharosa, para la obtención  de la 

fracción rica en la hormona luteinizante ovina (oLH).  

2.- Purificar la fracción rica en LH ovina mediante el cromatoenfoque, con lo que 

se obtendrán las principales isoformas de carga de la hormona luteinizante ovina 

(oLH).  

3.-  Determinar la actividad inmunológica de cada isoforma aislada, mediante el 

RIA homólogo y específico para LH.   

4.- Evaluar la actividad biológica in vitro de cada isoforma aislada, mediante la 

producción de AMPc en células HEK-293 transfectadas con el cDNA para el 

receptor de LH de rata. 

5.- Desarrollar el cultivo primario de células de la granulosa de folículos 

dominantes ovinos y evaluar en el cultivo: 1) El efecto de cada isoforma de oLH 

sobre la producción de VEGF, bloqueando la síntesis de progesterona con 
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trilostano. 2) Evaluar la producción de VEGF en células de la granulosa 

luteinizadas y no luteinizadas.  

6.- Evaluar mediante PCR en tiempo real los cambios en la expresión del gene de 

VEGF en células de la granulosa no luteinizadas expuestas a distintas dosis de las 

isoformas de la oLH. 
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6. PURIFICACIÓN DE LA HORMONA LUTEINIZANTE  OVINA 

(oLH) Y OBTENCIÓN DE SUS ISOFORMAS. 

 6.1 Introducción  

La hormona luteinizante (LH) es una glicoproteína que se sintetiza y secreta en los 

gonadotropos de la hipófisis anterior. Químicamente, la LH está formada por dos 

cadenas polipeptídicas, α y β en unión no covalente (Combarnous, 1988). Dentro 

de una misma especie, la cadena polipéptidica α es común a todas las 

glicoproteínas presentes en la hipófisis; en contraste, la cadena polipéptidica β le 

confiere su alta especificidad biológica e inmunológica a cada glicoproteína (Creus 

et al., 2001).  

 Durante el proceso de síntesis, la LH sufre modificaciones post-

traduccionales que le permiten incorporar residuos de oligosacáridos del tipo N-

unidos con diferente proporción de sulfato y ácido siálico (Baenziger y Green, 

1988). Esta variación específica se considera la principal base bioquímica de la 

diferenciación entre isoformas de carga de las gonadotropinas presentes en la 

hipófisis y en la circulación (Baenziger et al., 1992). Este polimorfismo estructural 

generado, en parte por el patrón de glicosilación, confiere cambios en las 

propiedades fisicoquímicas, inmunológicas y biológicas de la hormona (Pierce y 

Parsons, 1981; Kojima et al., 1995).  

 En rumiantes, se han observado evidencias sobre el polimorfismo de la LH 

bajo distintas condiciones, tanto en extractos de hipófisis (Zalesky et al., 1992; Hejl 

et al., 1992; Perera-Marín et al., 2008) como en el suero (Perera-Marín et al., 

2005; Arrieta et al., 2006; Rojas-Maya et al., 2007), con resultados que indican que 

el patrón de distribución y la secreción de las isoformas de esta hormona  cambia 

con la condición fisiológica.  
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El empleo de diversas estrategias de purificación de proteínas como lo es el 

intercambio iónico (Perera-Marín et al., 1996; Perera-Marín et al., 2004), la 

cromatografía de interacción hidrofóbica (Jack et al., 1987; Hiyama et al., 1990) y 

el cromatoenfoque (Grotjan et al., 1991; Kojima et al., 1995; Perera-Marín et al., 

2005; Perera-Marín et al., 2008) han permitido identificar el patrón de distribución 

de las isoformas de la LH en diferentes fluidos biológicos; así mismo, con estas 

metodologías se han logrado purificar grupos de isoformas de la LH de la hipófisis. 

El número de proteínas identificadas y aisladas, así como su rendimiento depende 

de la capacidad  resolutiva de cada procedimiento.  

Aunque está disponible esta información y se cuenta con el procedimiento 

de obtención de isoformas de la LH de la hipófisis bovina mediante el intercambio 

catiónico (Perera-Marín et al., 2004), nuestro grupo de investigación describió 

recientemente el procedimiento de obtención de cinco isoformas de carga de la LH 

bovina mediante el cromatoenfoque (Ortega-León et al., 2016), lo que abre la 

posibilidad de utilizar esta última estrategia de purificación de proteínas para 

obtener por primera vez isoformas (básicas, neutra y ácidas) de la LH ovina con 

grandes rendimientos, alta pureza y un punto isoeléctrico definido, en contraste a 

lo que se ha reportado previamente (Nakamura et al., 1993), en donde utilizan 

rangos de pH muy reducidos y se limitó a isoformas básicas de la oLH. Por lo 

tanto, el primer objetivo de este trabajo doctoral se encaminó a obtener cantidades 

suficientes de isoforma de la LH de la hipófisis ovina para realizar su 

caracterización fisicoquímica e inmunológica, parámetros que nos permitan 

continuar con su caracterización biológica y facilitar el estudio de su participación 

en diferentes procesos de la fisiología reproductiva.  

6.2 Materiales y métodos 

6.2.1 Colección de las hipófisis 

Se colectaron las hipófisis de 200 ovinos sanos adultos, sin distinción de sexo o 

condición fisiológica, en el rastro municipal de Capulhuac, Estado de México. 

Previo al sacrificio, cada animal se aturdió con una pistola de perno cautivo y se le 

retiró la cabeza. La hipófisis se recuperó y se depositó en amortiguador de 

fosfatos (50 mM, pH 7.2) para su transporte. Las hipófisis se limpiaron del tejido 
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que las rodeaba y los lóbulos anteriores o adenohipófisis se almacenaron a -80°C 

hasta su procesamiento. Todos los pasos de extracción y purificación se realizaron 

a 4°C. 

6.2.2 Obtención del extracto glicoprotéico de las adenohipófisis 

El  extracto glicoprotéico (EGP) se extrajo de las adenohipófisis ovinas de acuerdo 

al método descrito para el EGP bovino (Perera-Marín et al., 2004). En breve, 200 

adenohipófisis con un peso húmedo aproximado de 105 g se homogeneizaron en 

una solución de acetato de amonio al 10%, pH 7.0, que contenía 10.0 mM de 

fenilsulfonilmetilfluoruro (PMSF) con una relación de 10 ml de solución por gramo 

de tejido húmedo.  

 Una vez obtenido el homogeneizado se agitó mecánicamente y 24 h 

después se centrifugó a 12,000 xg por 45 min; el precipitado obtenido de la 

centrifugación (R0) se descartó y el sobrenadante recibió un volumen de etanol 

que correspondió al 40% del volumen total. La suspensión con el etanol 

permaneció en agitación durante 24 h y después se centrifugó. Las proteínas 

precipitadas después de la centrifugación se descartaron (R1) y el sobrenadante 

recibió un volumen de etanol puro que correspondió al 85% del volumen total. Esta 

suspensión permaneció en reposo durante 48h y al término, el sobrenadante se 

eliminó y las proteínas precipitadas se recuperaron por centrifugación. A este 

grupo de proteínas se les denominó extracto glicoprotéico (EGP). El EGP se 

resuspendió en agua desionizada, se dializó  (membrana de diálisis; spectra/por # 

4, con límite de exclusión de 12 a 14 kDa) durante 24 h con cambios de agua 

desionizada cada 8 horas y al terminó se liofilizó para su procesamiento posterior.  

6.2.3 Purificación del extracto glicoprotéico  

Del total del extracto glicoprotéico (EGP) recuperado, únicamente se purificaron 

285.3 mg de proteína en el intercambiador catiónico CM-Sepharosa en 

condiciones similares a las descritas para el EGP de bovino (Perera-Marín et al., 

2004). Para ello, el EGP se resuspendió en 50 ml de acetato de amonio 5.0 mM, 

pH 5.1, solución que se conservó en agitación durante 16 h y el material insoluble 

después se descartó por centrifugación (12,000 x g por 5 min a 4°C). El 
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sobrenadante por su alto contenido de proteína se dividió en dos lotes para su 

purificación. El lote A comprendió un volumen de 20 ml que contenía una 

concentración de 169.4 mg y en el lote B con un volumen de 30 ml y un contenido 

de 115.9 mg.  

Cada lote se purificó de forma independiente en una columna (27 cm x 1.5 

cm) empacada con el intercambiador CM-Sepharosa (Pharmacia Biotech, 

Piscataway, NY) equilibrada previamente con 20 volúmenes de acetato de amonio 

5.0 mM, pH 5.1. La fracción de proteína en cada columna se eluyó con un 

gradiente escalonado de acetato de amonio a diferente pH, a saber; 0.005 M, pH 

5.1; 0.1 M, pH 6.8 y 1.0 M + 0.1 M de glicina, pH 9.5.  

En cada corrida cromatográfica se colectaron fracciones de dos ml con un 

flujo de 23 ml/h y el patrón de elución del extracto glicoprotéico se monitoreó por 

espectrometría a 280 nm. El cambio de amortiguador ocurrió cuando la densidad 

óptica del efluente fue cercana a cero. Cada pico de proteína que se recuperó, se 

identificó en función del pH de elución, a saber; CM-1ab para el pico de proteína 

colectado a pH 5.1; CM-2ab, colectado a pH 6.8; CM-3ab pico de proteína 

recuperada a pH 9.5 y las proteínas que no eluyeron con el gradiente de acetato 

de amonio y que se recuperaron con 1.0 M de NaCl, se le denominó fracción S. 

Cada pico de proteína se dializó y liofilizó como se describió para el extracto 

glicoprotéico.  

Previo a la obtención de las isoformas de carga de la LH se realizó el 

análisis electroforético en SDS-PAGE de cada pico de proteína recuperado 

durante la cromatografía en CM-Sepharosa, y adicionalmente a cada una de estas 

proteínas se determinó la cantidad de LH inmunoreactiva con un RIA específico 

para LH ovina. Al final, la fracción CM-3ab de los lotes A y B se mezclaron y se 

calculó la LH en la mezcla. 

 

6.2.4 Obtención de las isoformas de carga de la LH  

La obtención de las isoformas de carga de la LH se realizó por medio del 

cromatoenfoque (Perera-Marín et al., 2008) a partir de la fracción CM-3ab que se 

recuperó a pH 9.5 durante la purificación del EGP en CM-Sepharosa. La fracción 
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CM-3ab, presentó un patrón electroforético en SDS-PAGE similar al estándar 

NIDDK-oLH-I-2 y mostró el mayor contenido de LH inmunoreactiva.  

El contenido total de la fracción CM-3ab (22.9 mg de proteína) se 

resuspendió en 3 ml del amortiguador Pharmalyte (Pharmacia Biotech AB, 

Uppsala Sweden) diluido 1:45 con agua desionizada y ajustado a pH 7.0. La 

proteína en solución se cargó en una columna (27cm x 0.7 i.d) pre-empacada con 

el intercambiador iónico PBE-118 (Polybufffer exchanger for chromatofocusing, 

capacity: 50.4 µmol. pH unit-1ml-1, Pharmacia, Biotech, Piscataway, NY), que fue 

equilibrada previamente con 20 volúmenes (1 volumen=10.4 ml) de 25.0 mM de 

trietilamina a pH 11.0 y conservada a 4°C. Previo a la aplicación de la proteína, la 

columna recibió tres ml de amortiguador Pharmalyte, pH 7.0 para evitar  la 

exposición de la muestra a un pH extremo.  

La proteína se eluyó con el amortiguador Pharmalyte con un flujo de siete 

ml/h y se colectaron fracciones de dos ml. En cada fracción colectada se midió el 

pH y se determinó la densidad óptica a 280 nm. Una vez detectado el pH 7.0 en 

más de diez fracciones consecutivas se realizó el cambio de amortiguador a 

Polybuffer 74 (Pharmacia, Biotech AB, Uppsala, Sweden) diluido 1:8 con agua 

desionizada y ajustado a pH 3.5, con el fin de obtener las proteínas que eluyen de 

pH 7.0 a 3.5. Cuando se detectó el pH 3.5 en más de diez fracciones consecutivas 

se aplicó una solución 1.0 M de NaCl y se colectaron 20 fracciones más.  

Con el registro de pH y la densidad óptica, cada fracción se neutralizó de 

acuerdo al pH de elución. Las fracciones colectadas entre el pH 11.0 a 7.0 se 

neutralizaron con 200 µl de una solución Tris-HCl, 1.1 M, pH 7.4. Las fracciones 

colectadas entre el pH de 6.99 a pH 3.5 y aquellas proteínas que no eluyeron con 

el gradiente de pH se neutralizaron con 200 µl de Imidazol 1.1 M  pH 7.0. Una vez 

neutralizadas, el total de las fracciones se agruparon en el rango de pH en donde 

se observó un pico de proteína: Isoformas Básicas, A (rango de pH 10.56 a 10.14), 

B (pH, 9.91 a 9.02), C (pH, 8.97 a 7.83), Neutra, D (pH, 7.73 a 6.98) y las 

isoformas Ácidas;  E (pH, 6.83 a 6.19), F (pH, 5.98 a 3.65) y G (pH 3.66 a 3.55). 

Los distintos picos de proteínas se dializaron y se liofilizaron hasta su análisis. En 

el diagrama 1 se resumen los pasos de extracción, purificación y caracterización 
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de la LH y sus isoformas. 

 

 

 

Diagrama 6.1. Pasos de la extracción, purificación y caracterización de la LH y sus 

isoformas de adenohipófisis ovina. 

 

6.2.5 Cuantificación de proteínas  

La cuantificación de proteína en cada paso de extracción y purificación de la LH y 

sus isoformas se determinó con el método de Bradford (Bollag y Edelstein, 1991), 

utilizando albúmina sérica bovina (BSA) como patrón de referencia (Albumine 

concentrate 20% w/v, Immunochemical Products Ltd). Para ello, un miligramo de 

polvo de cada fracción se resuspendió en 100 l de agua desionizada; de esta 

solución se analizaron fracciones desde 1 a 10 µl. 
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6.2.6 Determinación del peso molecular  

El peso molecular de cada fracción de proteína obtenida durante la extracción y 

purificación de la LH y sus isoformas se determinó mediante una electroforesis en 

placa con geles de poliacrilamida al 12.5%, pH 8.6 en presencia de dodecil sulfato 

de sodio (Laemmli, 1970). Durante cada corrida electroforética se aplicaron 70 

Volts en el gel concentrador y 140 Volts en el gel resolvedor. Cada muestra se 

analizó a una concentración de 1 μg de proteína en ausencia (condiciones no 

reductoras) o presencia de 2β-mercaptoetanol (condiciones reductoras); Al término 

de cada corrida electroforética cada gel se tiñó con plata siguiendo las 

especificaciones del estuche comercial (Silver Stain Kit, Bio-Rad, Laboratories, 

Inc). En cada corrida electroforética se utilizaron como referencia marcadores de 

bajo peso molecular preteñidos (Bio-Rad Laboratories, Inc).  

 

6.2.7 Identificación de proteínas inmunoreactivas a LH  

El peso molecular de las proteínas inmunoreactivas como LH se determinó por 

medio de la inmunotransferencia (Towbin et al., 1979). Para ello, el extracto 

glicoprotéico y aquellas proteínas  obtenidas durante la cromatografía de 

intercambio catiónico (CM-Sepharosa), así como las fracciones de proteína 

colectadas durante la purificación de la CM-3ab en el cromatoenfoque, se 

analizaron a una concentración de 100 ng de proteína en una electroforesis en 

SDS-PAGE. Una vez concluida la electroforesis, las proteínas contenidas en el gel 

se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (0.45 μm trans, blot, Bio-Rad) 

utilizando una cámara Trans-Blot Semi-Dry (Bio-Rad, USA) aplicando 200 mA 

durante 75 minutos. Al término, la membrana se bloqueó con una solución de 

TBS-T (0.02M Tris, 0.15M NaCl, Tween 20, 0.05%, pH 7.5) que contenía 3% de 

BSA, durante  60 minutos y después se lavó e incubó durante 16h a 4ºC con el 

anticuerpo primario generado en conejo (anti-oLH-26, 1:1000, previamente 

validado). Concluido este tiempo, la membrana se lavó con TBS-T y 

posteriormente se incubó con el anticuerpo secundario (anti IgG de conejo 

generado en cabra y conjugado a peroxidasa, Jackson Immuno Research) diluido 

1:20,000 durante 60 minutos a temperatura ambiente. Finalmente,  la membrana 
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se lavó y el complejo inmunoreactivo fue detectado por quimioluminiscencia 

(ImmobilonTM Western Chemiluminescent HRP Sustrate, Millipore Corporation, 

Billerica, MA, USA).  

Este mismo procedimiento de inmunoanálisis se realizó de forma particular 

en tres isoformas de la oLH seleccionadas por su punto isoeléctrico (pI); a saber: 

isoforma básica B, pH 9.91 a 9.02;  isoforma neutra D, pH 7.73 a 6.98 e isoforma 

ácida F, pH 5.98 a 3.65. En este estudio, cada isoforma se analizó a una 

concentración de 200 ng de LH inmunoreactiva. Una vez realizada la corrida 

electroforética, las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa 

(0.45 μm) por medio de un  trans blot semi cell (Bio-Rad) durante 75 minutos a 200 

mA. Transferidas las proteínas, la membrana de nitrocelulosa se secó durante 5 

minutos, posteriormente se equilibró con TBS por 5 minutos, una vez terminado 

este proceso, la membrana se colocó en la caja de doble compartimento (Blot 

Holders - Millipore) siguiendo las indicaciones del fabricante, para ello, la caja se 

humedeció con TBS (Tris, 0.02M, NaCl 0.5M) y se colocó la membrana de 

nitrocelulosa que contenía las proteínas transferidas, posteriormente la membrana 

fue lavada con TTBS (TBS + Tween 0.1%) y bloqueada con BSA al 1%. Al 

término, se incubó con el anticuerpo primario (anti-oLH-26, 1:500) durante 10 

minutos, enseguida se realizaron tres lavados con TTBS y se incubó durante 10 

minutos a temperatura ambiente (SNAP i.d. System, Millipore) con  el anticuerpo 

secundario (anti IgG de conejo generado en cabra diluido 1:1000 y conjugado a 

fosfatasa alcalina, Jackson Immuno Research). Las bandas inmunoreactivas 

fueron reveladas con el estuche comercial (AP conjugate substrate Kit, Bio-Rad) 

utilizando para ello 150 µl del agente de color A (azul de tetrazolio en 

dimetilformamida), 150 µl del agente de color B (5-bromo-4- cloro-3-indolilfosfato 

en dimetilformamida), disueltos en 15 ml de amortiguador TRIS (0.1 M). 

 

6.2.8 Cuantificación de la  LH inmunoreactiva  

La concentración de LH inmunoreactiva se realizó con un radioinmunoensayo 

(RIA) homólogo en fase líquida previamente validado (Perera-Marín et al., 2005). 

Las fracciones analizadas correspondieron a las proteínas obtenidas durante la 
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extracción, purificación de la LH y sus isoformas. El trazador del ensayo se obtuvo 

incorporando el Na125I al estándar NIDDK-oLH-I-2 con el método del IODO-GEN 

(Perera-Marín et al., 2004) y el mismo estándar se utilizó como patrón de 

referencia a las dosis de 0.1, 2.5, 5.0, 10 y 20 ng/tubo en cuatro réplicas. El 

anticuerpo primario (anti-oLH-26) generado en conejo se utilizó a una dilución de 

trabajo 1:40,000 en presencia de suero normal de conejo a una dilución de 1:1600. 

El complejo antígeno-anticuerpo formado después de 48 h de incubación se 

acopló a un anticuerpo secundario (anti-IgG de conejo generado en burro) diluido 

1:80 incubado por 24h. Finalmente, mediante centrifugación (1500 xg por 15 

minutos a 4C) el complejo antígeno-anticuerpo se separó de la fracción no unida, 

previa adición de 1 ml de amortiguador PBS 0.05M, pH 7.2 que contenía BSA al 

0.1%. La fracción inmunoprecipitada se analizó en un contador de radiaciones 

gamma. La concentración de LH inmunoreactiva se calculó en función de la dosis 

obtenida al 50% (IC50) en la curva dosis-respuesta del %B/B0 vs logaritmo de la 

dosis. Con ello, se realizó la comparación entre los parámetros IC50 y la pendiente 

de Hill (DeLean et al., 1978). 

 La concentración cuantitativa de LH inmunoreactiva se determinó a partir 

del cálculo del parámetro IC50, definido como la concentración de proteína (ng de 

proteína/tubo) que causó el 50% de inhibición en la respuesta del %B/Bo. Para lo 

anterior se utilizó el programa estadístico Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc., 

USA) que incluyó las ecuaciones de Hill. Ambos parámetros, IC50 y la pendiente 

de Hill se compararon con la prueba de F de la suma de cuadrados, probando 

como hipótesis nula que estos parámetros son idénticos entre cada par de 

hormonas evaluadas; sí se obtiene un valor de p>0.05, se concluye que el 

parámetro es el mismo para los dos ajustes (Borromeo et al., 2004). 

Adicionalmente, se utilizó ANOVA de una vía seguida de la prueba de 

comparación múltiple de Tukey para determinar diferencias significativas (p<0.05) 

entre isoformas ensayadas (DeLean et al., 1978). 
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6.3 Resultados  

Durante el proceso de extracción del tejido adenohipofisario se generó el extracto 

glicoprotéico con un rendimiento de 460 mg de proteína y un contenido de 64.0 ± 

14.9 µg de LH por mg de proteína.  

 De la cantidad de extracto glicoprotéico analizado en el intercambio 

catiónico (285.32 mg de proteína) y como se indicó en la sección de materiales y 

métodos, esta cantidad de proteína se dividió en dos lotes (A y B) para una mejor 

separación. El lote A se distribuyó en  tres picos de proteína (Fig. 1), siendo la 

fracción que eluyó a pH 9.5 (CM-3ab) donde se concentró el contenido de LH con 

un incremento de 8.4 veces más cantidad de LH con respecto al extracto 

glicoprotéico (Cuadro 1). De forma similar, el lote B  (Fig. 2) mostró un patrón de 

distribución con un incremento en la cantidad de LH inmunoreactiva en la fracción 

CM-3ab de 5.4 veces más al compararlo con el extracto glicoprotéico (Cuadro 1).  

 El patrón de respuesta de las fracciones recuperadas durante el proceso de 

purificación del EGP en CM-Sepharosa de ambos lotes, en el inmunoensayo 

específico para LH se presenta en las figuras 3 y 4, respectivamente. La fracción 

CM-3ab de ambos lotes mostró una curva de desplazamiento inversamente 

proporcional a la dosis de proteína, paralela al estándar que al cálculo de la 

actividad inmunológica a partir del parámetro IC50 resultó cercana al estándar de 

referencia (Cuadro 2). Siendo este resultado diferente al de las otras fracciones. 

 La fracción CM-3ab en el cromatoenfoque se distribuyó a lo largo del 

gradiente de pH en siete picos de proteínas, cada pico correspondió a una 

isoforma (Fig. 5). Del total de la proteína analizada se recuperó sólo el 38.94% 

(8.92 mg); siendo el 16.02 % (3.67 mg) de la cantidad total de proteína que eluyó 

entre el pH 10.56 a pH 7.83 (isoformas básicas), mientras que 1.44% (0.33 mg) de 

la proteína total eluyó  entre pH 7.73 a 6.98 (isoforma neutra) y el 21.17% (4.85 

mg) del total de proteína eluyó entre pH 6.83 y pH 3.5 (isoformas ácidas). La 

fracción de proteína que eluyó con NaCl (S) correspondió al 0.31% (0.07 mg). Del 

total de LH inmunoreactiva recuperada  (4.99 mg), el 73.55% se obtuvo a pH 

básico, mientras que a pH neutro el 6.61% y a pH ácido el 19.84%. El rango de 
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pH, la cantidad de LH inmunoreactiva y el porcentaje de recuperación de cada 

isoforma se resumen en el Cuadro 3.  

 El patrón electroforético en SDS-PAGE en ausencia y presencia de β-

mercaptoetanol del patrón de referencia (NIDDK-oLH-I-2), del EGP y de cada 

fracción recuperada durante la purificación del EGP en CM-Sepharosa se presenta 

en la Fig. 6. El patrón electroforético en ausencia de β-mercaptoetanol                

(No Reductoras) se caracterizó en el patrón de referencia, el EGP y el CM-3ab 

(Panel I) por la presencia de dos proteínas con un peso molecular de 36.5 y 23.4 

kDa, mientras que el patrón para las fracciones CM-1ab, CM-1cd y CM-2ab se 

caracterizó por una proteína de 55 kDa y una amplia variedad de proteínas de 

mayor peso molecular. El análisis del patrón electroforético en presencia de β-

mercaptoetanol (Reductoras) se caracterizó por la presencia de dos proteínas con 

un peso molecular de 23.4 kDa y 20.8 kDa, proteínas ausentes en las fracciones 

CM-1ab, CM-1cd y CM-2ab (Panel II). El análisis por inmunotransferencia en 

ausencia de β-mercaptoetanol (No Reductoras) confirmó que las proteínas  de 

36.5 kDa y 23.4 kDa identificadas previamente en el patrón de referencia, en el 

EGP y la fracción CM-3ab correspondieron a proteínas inmunoreactivas a LH que 

correspondieron a la forma nativa y a la subunidad beta de la LH (Fig. 7).   

 El patrón electroforético en SDS-PAGE en presencia de β-mercaptoetanol 

(Reductoras) para el estándar NIDDK-oLH-I-2 y las isoformas purificadas (Fig. 8) 

denotó en cada fracción una proteína de peso molecular de 36.5 kDa (poco 

intensa), Sin embargo, en esta condición se incrementó la presencia de dos 

proteínas con un peso molecular de 23.4 kDa y 20.8 kDa, respectivamente. En el 

caso de las isoformas C, D y E, además de estas proteínas, se observó la 

existencia de una proteína con un peso aproximado de 15 kDa. Las isoformas F y 

G en las mismas condiciones muestran un patrón de proteínas más heterogéneo y 

las proteínas de 23.4 y 20.8 kDa muy poco definidas.   

 El análisis electroforético del estándar de referencia y de cada isoforma en 

presencia de β-mercaptoetanol (Reductoras) por medio de la inmunotransferencia 

(Fig. 9), confirmó que las proteínas peso molecular aproximado de 23.4 y 20.8 kDa 

correspondieron a elementos del heterodímero de la LH tanto en el estándar de 
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referencia y las isoformas A, B, C, D y E, sin embargo; bajo estas condiciones el 

patrón de proteínas inmunoreactivas a LH para las isoformas F y G no se observó.  

Un re-análisis del inmunoblot en ausencia (No Reductoras) o en presencia 

(Reductoras) de β-mercaptoetanol a una concentración de 200 ng de LH 

inmunoreactiva para el estándar y las isoformas B, D y F, isoformas que por su 

punto isoeléctrico representaron el gradiente de pH del cromatoenfoque,  

mostraron un similar patrón de proteínas inmunoreactivas de peso molecular 

aproximado de 36.5, 23.4 y 20.8 kDa, respectivamente (Fig. 10). 

La respuesta de cada isoforma y el patrón de referencia en el ensayo 

inmunológico de LH fue dependiente de la dosis, como se aprecia en la Fig. 11,12 

y 13 para las isoformas básicas, neutra y ácidas, respectivamente. Así mismo, no 

se observó ningún cambio significativo en el valor de cada pendiente de las curvas 

entre proteínas (Cuadro 4). La dosis calculada al 50% (IC50) de la curva de 

inhibición entre el %B/B0 vs. la dosis de proteína ensayada  entre isoformas, 

denotó diferencias, siendo las isoformas básicas (B y C) las proteínas 

inmunológicamente más activas, mientras que el patrón de referencia (NIDDK-

oLH-I-2), la isoforma neutra (D) y la medianamente ácida (E) no presentaron 

diferencia a la dosis IC50 (Cuadro 4). De forma particular se observó que se 

requirió 7.5 veces más proteína de la isoforma F (pH, 5.98-3.65) para alcanzar el 

IC50, y este parámetro en la isoforma G (pH, 3.55-3.66) no se pudo determinar.  

 

6.4 Discusión 

En este estudio se demostró que las proteínas aisladas del lóbulo anterior de la 

hipófisis mediante el cromatoenfoque contenían características fisicoquímicas e 

inmunológicas a LH  con un comportamiento de respuesta inmunológica 

diferencial entre proteínas. Este grupo de isoformas mostraron un mismo patrón 

de pesos moleculares que el de referencia (NIDDK-oLH-I-2). Así mismo, este 

grupo de isoformas representaron diferentes proporciones de la LH total (fracción 

CM-3ab), donde predominaron las isoformas básicas. 

Durante la purificación del EGP en CM-Sepharosa se obtuvo una fracción 

que eluyó a pH 9.5 (CM-3ab) y que concentró a la LH. Esta fracción de proteína 



 
 

29 
 

mostró características fisicoquímica e inmunológicas  similares a la LH de 

referencia. Estas observaciones son consistentes con lo reportado para extractos 

hipofisarios obtenidos de rumiantes (Carranza et al., 1994; Perera-Marín et al., 

1996; Perera-Marín et al., 2004). Por otra parte, el análisis de la heterogeneidad 

de la fracción CM-3ab por medio del cromatoenfoque resultó similar al patrón 

observado en la fracción rica en LH, obtenida de extractos hipofisarios de la 

especie bovina (Ortega-León et al., 2016), así como al patrón de elución que se 

observó durante el análisis de extractos hipofisarios ovinos (Zalesky et al., 1992) y 

bovinos (Perera-Marin et al., 2008). El patrón de distribución de la LH en este 

estudio y otros confirmó una predominancia de proteínas inmunoreactivas a LH 

que eluyeron en el rango de pH básico.  

Cada isoforma aislada presentó un patrón de peso molecular similar al 

estándar (NIDDK-oLH-I-2); en condiciones no reductoras predominó una  proteína 

de 36.5 kDa y que correspondió al heterodímero de la LH (Perera-Marín et al., 

2004). La presencia de las proteínas con peso molecular de 23.4 y 20.8 kDa en 

condiciones reductoras confirmó que la LH es una glicoproteína heterodimérica 

formada por subunidades (β y α, respectivamente). Estos resultados en conjunto 

se asemejan a lo reportado para la forma nativa de la LH y para cada subunidad 

de esta proteína en esta y otras especies (Sairam y Schiller, 1979; Carranza et al., 

1994; Perera-Marín et al., 1996; Chaudhary y Muralidhar, 2007; Borromeo et al., 

2014). El análisis de cada isoforma mediante la inmunotransferencia confirmó que 

la proteína con un peso molecular relativo de 36.5 kDa, así como las proteínas con 

un peso molecular de 20.8 y 23.4 kDa correspondieron a la estructura de la LH. 

El análisis electroforético de las isoformas ácidas (F y G) en condiciones 

reductoras denotó la presencia de una proteína con alto peso molecular ≈75kDa 

inmunoreactiva a la LH. La posibilidad de que se trate de una proteína 

contaminante se puede descartar ya que el anticuerpo utilizado para el análisis   

de la LH inmunoreactiva fue previamente caracterizado para LH ovina (Arrieta et 

al., 2006) y bovina (Perera-Marin et al., 2008), en donde se demostró su alta 

especificidad para discriminar proteínas estructuralmente relacionadas con la LH. 

Por lo tanto, se puede afirmar entonces que esta proteína es un agregado 
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molecular de la hormona ya que con el tratamiento de -mercaptoetanol no se 

disgregó.  

El patrón electroforético de las isoformas C, D y E bajo condiciones reductoras 

mostró la presencia de una proteína con peso molecular aproximado de 15 kDa, 

proteína no inmunoreactiva a LH a través del análisis por medio de la 

inmunotransferencia, lo que sugiere que se trata de una proteína contaminante  y 

que se concentró en el rango de elución a  pH de 8.97 a 6.19, rango de pH  donde  

eluyen diferentes fracciones de FSH (Perera-Marin et al., 2008). Sin embargo, 

existe la posibilidad de que se trate de una forma inmadura de alguna de las 

subunidades que conforman a la LH. A este respecto, estudios de LH ovina 

deglicosilada muestran una proteína en condiciones reductoras con un peso 

molecular similar (Manjunath et al., 1982). Finalmente, no se descarta la 

posibilidad de un rompimiento proteolítico de alguna de las subunidades (Stanton 

et al., 1993). Es interesante mencionar que en estudios previos de este laboratorio 

en la especie bovina se presentó un patrón similar de proteínas (Ortega-León et al., 

2016). 

 

6.5 Conclusión 

El sistema de extracción del tejido adenohipofisario ovino permitió obtener un  

extracto glicoprotéico con alto contenido en LH. La purificación de este extracto  

glicoprotéico en el intercambiador catiónico CM-Sepharosa generó una fracción 

que concentró la LH y mediante una repurificación con el cromatoenfoque permitió 

aislar siete isoformas de la oLH, proteínas que presentaron un patrón de pesos 

moleculares similares al patrón de referencia y cuya actividad inmunológica (RIA) 

fue distinta. 
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Fig. 6.1. Patrón de elución del extracto glicoprotéico (EGP) del lote A en la 
cromatografía de intercambio catiónico (CM-Sepharosa). La columna se eluyó  con 
un gradiente de acetato de amonio (AcNH4) a diferente pH. Cada pico de proteína 
se monitoreó a 280 nm.  
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 Fig. 6.2. Patrón de elución del extracto glicoprotéico (EGP) del lote B en la 
cromatografía de intercambio catiónico (CM-Sepharosa). La columna se eluyó  con 
un gradiente de acetato de amonio (AcNH4) a diferente pH. Cada pico de proteína 
se monitoreó a 280 nm. 
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Cuadro 6.1. Cantidad de proteína y concentración de LH inmunoreactiva por mg de proteína de las distintas fracciones 
recuperadas durante la purificación del extracto glicoprotéico en CM-Sepharosa.  
 

 Proteina1 (mg) 

Lote 

 µg de LH2 /mg de proteína 

Lote 

Fracción A B  A B 

EGP 285.32  64.00 ± 14.90 

CM-1ab 2.90 3.19  2.63 ± 0.89 1.14  ± 0.34 

CM-2ab 45.04 71.76  3.80 ± 0.21 4.88  ± 0.59 

CM-3ab 11.02 25.60  540  ± 48.80 348.33  ± 45.45 

1 Método de Bradford 
2 RIA homólogo de LH 
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Fig. 6.3. Lote A. Curvas dosis-respuesta obtenidas en el RIA homólogo y 
específico para LH para cada fracción recuperada durante la purificación del 
extracto glicoprotéico (EGP) en CM-Sepharosa. 
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Fig. 6.4. Lote B. Curvas dosis-respuesta obtenidas en el RIA homólogo y 
específico para LH para cada fracción recuperada durante la purificación del 
extracto glicoprotéico (EGP) en CM-Sepharosa. 
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Cuadro 6.2. Parámetros de la actividad inmunológica específica a LH y dependiente de la dosis para el estándar oLH y 
para los diferentes productos obtenidas del EGP durante su purificación el intercambio iónico CM-Sepharosa. Los 
parámetros fueron obtenidos de las curvas no lineales ajustadas del %B/B0 vs. log de la dosis. IC50, corresponde  a la 
dosis (ng/ml) obtenida al 50% de la curva. h, corresponde a la pendiente de Hill (h) y R2 se refiere al coeficiente de 
determinación para cada fracción analizada. 

 IC501  

Lote 

 h 

Lote 

 R2 

Lote 
Fracción  A B  A B  A B 

oLH-I-2 1.32 ± 0.02  -0.80  0.99 

EGP 18.99 ± 0.11  -1.13  0.80 

CM-1ab ND ND  ND ND  ND ND 

CM-2ab ND ND  ND ND  ND ND 

CM-3ab 2.39 ± 0.02 3.53 ± 0.02  -0.91 -1.03  0.98 0.97 
1 Nanogramos de proteína ± el error estándar 

ND = No determinada 
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Fig. 6.5.  Perfil de elución de la fracción CM-3ab en el cromatoenfoque para la 
obtención de isoformas de la oLH. El contenido total de proteína (22.9 mg) de CM-
3ab se resuspendió en amortiguador de pharmalyte y fue eluida en una columna 
con PBE-118 que sirvió como intercambiador iónico. La columna fue equilibrada 
con 0.025M de trietilamina-HCl, pH 11.0 y fracciones de 2 ml se colectaron. Cada 
fracción de proteína fue identificado a 280 nm y codificado con una letra, 
comenzando con la proteína que eluyó a pH más básico (isoforma A) y se finalizó 
con la proteína de elución a pH más ácido (isoforma G). El pico de proteína 
recuperado con NaCl 1M se denominó S. La línea negra continua denota el 
gradiente de pH. 
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Cuadro 6.3. Rango de pH de elución, cantidad de LH inmunoreactiva y el porcentaje de recuperación de 
cada isoforma durante la purificación de la fracción CM-3ab en el cromatoenfoque. 

 
Isoforma Rango de pH LH inmunoreactiva1 

(mg) 
Recuperación 

(%) 
A 10.56-10.14 0.08 1.60 
B 9.91-9.02 3.06 61.32 
C 8.97-7.83 0.53 10.62 
D 7.73-6.98 0.33 6.61 
E 6.83-6.19 0.39 7.82 
F 5.98-3.65 0.59 11.82 
G 3.55-3.66 0.01 0.20 

                1 La actividad inmunológica se determinó con el RIA homólogo de LH 
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Fig. 6.6.  Patrón electroforético en SDS-PAGE al 12.5%, pH 8.6 en ausencia  (I) y en presencia (II) β-mercaptoetanol 
para el estándar de oLH (NIDDK-oLH-I-2), el extracto glicoprotéico (EGP) y para las distintas fracciones de proteína 
obtenidas durante la cromatografía de intercambio catiónico. En cada panel los marcadores de peso molecular (PM) 
son indicados y las proteínas correspondientes al heterodímero de la LH (36.5 kDa)  y sus subunidades. Una vez 
concluida la electroforesis los geles se tiñeron con nitrato de plata (Bio-Rad). 
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Fig. 6.7. Patrón de inmunotransferencia de cada fracción de proteína recuperada 
durante la purificación del extracto glicoprotéico (EGP) en el intercambiador 
catiónico (CM-Sepharosa). Cada carril corresponde a 100 ng de proteína para 
cada fracción. Las bandas de proteínas inmunoreactivas a LH se revelaron por 
quimioluminiscencia. Se indican los marcadores de peso molecular (PM) y las 
proteínas correspondientes al heterodímero de la LH (36.5 kDa) y la subunidad 
beta (23.4 kDa) se indican a la derecha. Este patrón se desarrolló en ausencia de 
β-mercaptoetanol (No Reductoras).   
 

 

 

 

 

 



 
 

 
45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6.8. Patrón electroforético en SDS-PAGE al 12.5%, pH 8.6 en presencia de β-
mercaptoetanol (Reductoras) para el estándar de oLH y las isoformas de carga 
aisladas de la fracción CM-3ab durante el cromatoenfoque. En el panel los 
marcadores de peso molecular (PM) son indicados y las proteínas 
correspondientes al heterodímero de la LH (36.5 kDa)  y sus subunidades (23.4 
kDa, 20.8). Adicionalmente se indica la presencia de la proteína de 15.0kDa. La 
tinción se realizó con nitrato de plata (Bio-Rad).  
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Fig. 6.9. Patrón de inmunotransferencia del estándar de la oLH  y de las isoformas 
de carga obtenidas durante la purificación de la fracción CM-3ab en el 
cromatoenfoque. La corrida electroforética se realizó en SDS-PAGE al 12.5%, pH 
8.6 en presencia de β-mercaptoetanol (Reductoras). La concentración de cada 
carril correspondió a 100 ng de proteína. El revelado se realizó por 
quimioluminiscencia. En el panel los marcadores de peso molecular (PM) son 
indicados con una línea negra y las proteínas correspondientes al heterodímero de 
la LH (36.5 kDa)  y sus subunidades (23.4 y 20.8 kDa).  
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Fig. 6.10. Re-análisis específico del patrón por inmunotransferencia en condiciones no reductoras y reductoras para 
las isoformas que representaron el gradiente de pH del cromatoenfoque: isoforma básica (B), neutra (D) y la ácida 
(F) y el patrón de referencia (oLH). Cada isoforma se analizó a una concentración de 200 ng de LH inmunoreactiva. 
El revelado se realizó con el estuche comercial AP conjugate substrate Kit (Bio-Rad). En cada panel los marcadores 
de peso molecular (PM) son indicados con una línea negra y las proteínas correspondientes al heterodímero de la 
LH (36.5 kDa)  y sus subunidades (23.4 y 20.8 kDa).  
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Fig. 6.11. Curvas dosis-respuesta inhibitorias en un RIA específico y homólogo 
para LH estándar (oLH) y para las isoformas de carga básicas obtenidas de la 
fracción CM-3ab  durante el cromatoenfoque. B, pH 9.91-9.02 y C, pH 8.97-7.83. 
Cada punto de la curva representa el promedio ±  EE de tres sub-réplicas. 
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Fig. 6.12. Curvas dosis-respuesta inhibitoria en un RIA específico y homólogo para 
LH estándar (oLH) y para la isoforma de carga neutra (D, pH 7.73-6.98) obtenida 
de la fracción CM-3ab  durante el cromatoenfoque. Cada punto de la curva 
representa el promedio ±  EE de tres sub-réplicas. 
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Fig. 6.13. Curvas dosis-respuesta inhibitorias en un RIA específico y homólogo 
para LH estándar (oLH) y para las isoformas de carga ácidas obtenidas de la 
fracción CM-3ab durante el cromatoenfoque. E, pH 6.83-6.19; F, pH 5.98-3.65 y G, 
pH 3.55-3.66. Cada punto de la curva representa el promedio ±  EE de tres sub-
réplicas.  
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Cuadro 6.4. Parámetros de la actividad inmunológica específica a LH y dependiente de la dosis para el estándar oLH y 
para las diferentes isoformas de carga de la oLH obtenidas de la fracción CM-3ab durante su purificación en el 
cromatoenfoque. Los parámetros fueron obtenidos de la curva no lineales ajustadas del %B/B0 vs. log de la dosis. IC50, 
corresponde  a la dosis (ng/ml) obtenida al 50% de la curva. h, corresponde a la pendiente de Hill  y R2 se refiere al 
coeficiente de determinación para cada fracción analizada. 

  Isoformas  oLH 
 

               Básicas Neutra Ácidas 
   

 oLH           B        C D E        F  G 
 

        
IC50 1.4 ± 0.02c 0.7 ± 0.02a 1.2 ± 0.01b 1.6 ± 0.02c 1.4 ± 0.02c 10.9 ± 0.03d ND 

 
    h       -0.87a,b  -0.93a,b   -0.91a,b -0.93a,b -0.96a -0.80b ND 

 
R2        0.99   0.99    0.99 0.98 0.98 0.97 ND 

 
   Distintas literales entre isoformas indican diferencias (p<0.05). 
   ND=No determinada. 
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7.  DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD BIOLÓGICA IN VITRO DE 

CADA ISOFORMA DE LA oLH. 

 

7.1 Introducción  

La actividad biológica de la LH y sus isoformas en mamíferos se ha determinado 

mediante bioensayos in vivo e in vitro. En rumiantes, la actividad biológica de las 

isoformas de la LH aisladas de la hipófisis con bioensayos in vivo nos indican que 

estos métodos son herramientas biológicas para discernir diferencias biológicas 

entre isoformas de la LH; sin embargo, estos resultados son inconsistentes. Esta 

discrepancia en la respuesta biológica se ha atribuido en parte a: (1) la baja 

sensibilidad que presentan los bioensayos en animales, ya que se requiere 

cantidad de microgramos de cada proteína; (2) no se considera la tasa de 

depuración de cada isoforma; (3) hay alta variabilidad biológica en los animales de 

experimentación. A pesar de ello, los resultados coinciden que bajo esta condición 

de análisis, la mayor bioactividad la presentan las isoformas de la LH que eluyen a 

un pH ácido (Perera-Marín et al., 1996; Perera-Marín et al., 2004; Chaudhary y 

Muralidhar, 2007).  

En contraste, el empleo de bioensayos in vitro, como el basado en la 

producción de andrógenos por las células de Leydig de roedores después del 

tratamiento con distintas isoformas de carga de la LH de diferentes especies, ha 

generado una serie de resultados que coinciden en que las isoformas básicas son 

las más biológicamente activas que su contraparte ácida (Lichtenberg et al., 1984; 

Nomura et al., 1989; Hejl et al., 1992; Nakamura et al., 1993). Sin embargo, no 

siempre se obtiene un resultado satisfactorio debido a que el origen de las células 

de Leydig (rata o ratón) plantea la cuestión de la especificidad de especie cuando 

se utilizan ligandos de otras especies.  

Una alternativa a los bioensayos clásicos ha sido el desarrollo de 

bioensayos basados en la clonación de receptores para gonadotropinas. Ejemplo 

de ello es el empleo de la línea celular estable derivada de células embrionarias 

de riñón humano (HEK-293) y transfectadas con el cDNA para el receptor de la LH 

de rata, con la cual se ha logrado evaluar la bioactividad de distintos extractos 
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hipofisarios de rata obtenidos a pH básico (Olivares et al., 2009; Olivares et al., 

2010); así mismo, con este modelo biológico se ha determinado la constante de 

afinidad de la LH bovina al receptor de la LH de rata (Galet y Ascoli, 2005) 

mediante la producción de AMPc.  

 El desarrollo de este tipo de bioensayos ofrece una serie de ventajas: (1) se 

trata de líneas celulares estables en donde las células clonadas expresan un 

número definido y una población homogénea de receptores; (2) permite evaluar de 

forma directa la hormona biológicamente activa a través de la producción del 

segundo mensajero, AMPc; (3) presenta una sensibilidad y una variación 

interensayo e intraensayo similar a bioensayos in vitro clásicos (Christin-Maitre et 

al., 2000; Galet y Ascoli, 2005). Sin embargo, es importante destacar que tiene la 

limitante de que mide sólo la bioactividad que ocurre a través de la vía de 

señalización de AMPc y hoy se sabe que la LH, al igual que la FSH puede 

incrementar el calcio intracelular en células de Sertoli (Dimino et al., 1987; Flores 

et al., 1998; Nguyen et al., 2003; Lin et al., 2006). 

Durante la última década, el grupo de investigación del cual formo parte, se 

ha enfocado a aislar y caracterizar distintas isoformas de la LH de rumiantes para 

conocer la relación estructura-función de esta glicoproteína, su patrón de 

secreción en diferentes estadios fisiológicos y su actividad biológica. Sin embargo, 

debido al bajo rendimiento de cada isoforma, su caracterización biológica ha sido 

muy limitada. Es por esto, que con la disposición del bioensayo basado en la 

clonación del receptor para LH, se abre la posibilidad de cuantificar la bioactividad 

de este grupo de isoformas que por su bajo rendimiento es difícil de monitorear.  

Por lo tanto, otro de los objetivos de este proyecto fue evaluar el efecto de 

las isoformas aisladas de la LH ovina sobre la producción de AMPc por las células 

HEK-293 transfectadas con el cDNA para el receptor de LH de rata, como una 

medida de actividad biológica.  
 

7.2 Materiales y métodos 

La actividad biológica para cada isoforma de la LH aislada se determinó con el 

bioensayo in vitro en las células HEK-293 transfectadas con el cDNA para el 
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receptor de la LH de rata; células donadas por el  Dr. Mario Ascoli (Iowa 

University, Iowa City, IA). El contenido de AMPc total (intra y extracelular) se midió 

con un RIA en fase líquida. 

 

7.2.1 Cultivo celular 

Las células se sembraron en caja de cultivo de 162 cm2 (Costar, Cambridge, MA, 

EUA) que contenían medio DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle Medium) alto en 

glucosa (Life Technologies, Gaithersburg, MD) que contenía 5% de suero fetal 

bovino (Gibco, BRL), 2.0 mM de L-glutamina (Sigma Chemicals Co, St Louis, MO, 

EUA), 100 mg/ml de gentamicina (Life Technologies), 50 UI/ml de penicilina y 100 

g/ml de estreptomicina (Sigma Chemicals Co, St Louis, MO, EUA).  

Después de sembradas y con una confluencia del 90%, las células se 

resembraron en cajas de 24 pozos (Gibco, BRL) con una densidad de 5 X 104 

células por pozo que contenía el medio de cultivo antes mencionado. Previo al 

tratamiento, las células se conservaron en un ambiente con el 5% de CO2 y 

temperatura de 37ºC durante 24 h. Posteriormente, se retiró el 85% de medio y las 

células se expusieron a dosis crecientes de LH (0.1, 1.0, 10 y 100 ng/ml) diluida en 

el mismo medio que contenía 1.25 mM de inhibidor de la fosfodiesterasa (3-isobutil-

1-metilxantina, Sigma), y se incubaron durante 24 h.  Al término, el medio y las 

células fueron extraídos y calentados a 95°C durante 3 min y se almacenaron a -

20°C hasta la cuantificación de AMPc total (intra y extracelular).  

 

7.2.2 Medición de AMPc 

El contenido de AMPc total (intra y extracelular) en el medio de cultivo se determinó 

con un RIA en fase líquida previamente validado (Olivares et al., 2010). Como 

trazador se utilizó al 2-0-monosuccinil tirosil-metil éster de AMPc (Sigma), 

radiomarcado con Na125I (Amersham International Limite, Reino Unido) mediante el 

método de la Cloramina-T (Hunter y Greenwood, 1962). El anticuerpo primario 

(cAMP-CV-27, proporcionado por el National Institute of Artritis, Diabetes, Digestive 

and Kidney Diseases, NIADDK, Bethesda, MD, USA) se utilizó a una dilución final de 

1:70,000 en presencia de  acetato de sodio 5.0 mM y  BSA al  0.1 %, pH 6.1. Cada 
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tubo de reacción se incubó por 24 h a 4°C y al término se agregó etanol frío (3 ml) y 

se centrifugó a 1500 x g por 30 min a 4°C. La sensibilidad del ensayo se incrementó 

colocando trietilamina y ácido acético anhídro  a una proporción 2:1 (v/v). La 

sensibilidad fue de 2.0 pmol/ml. La fracción inmunoprecipitada se analizó en un 

contador de radiaciones gamma. La producción de AMPc se calculó por 

interpolación de los resultados en la curva de referencia de 2-0-monosuccinil tirosil-

metil éster de AMPc. 

 

7.2.3. Análisis estadístico 

La actividad biológica para cada isoforma se determinó a través del cálculo del 

parámetro EC50, definido como la cantidad requerida de LH (ng/ml) que generó 

una respuesta al 50% de la respuesta máxima, bajo las condiciones establecidas 

en el ensayo (DeLean et al., 1978; Borromeo et al., 2004). Para ello, los datos 

experimentales se ajustaron en curvas dosis-respuesta de estimulación de cuatro 

parámetros, en el rango de la dosis de LH inmunoreactiva probada del estándar y 

de cada isoforma, utilizando el programa estadístico Prism 6.0 (GraphPad 

Software, Inc., USA).  

 A partir de las curvas de ajuste se realizaron comparaciones estadísticas de 

los parámetros EC50 y el coeficiente de Hill. Para lo anterior se utilizó la prueba F 

de la suma de cuadrados, probando como hipótesis nula que los parámetros son 

idénticos entre cada par de hormonas evaluadas; sí se obtiene un valor de p>0.05, 

se concluye que el parámetro es el mismo para los dos ajustes (Borromeo et al., 

2004). Además, se utilizó ANOVA de una vía seguida de la prueba de 

comparación múltiple de Tukey para determinar diferencias significativas (p<0.05) 

entre las isoformas ensayadas. 

7.3  Resultados 

La producción de AMPc por las células HEK-293 fue dependiente de la dosis de 

LH aplicada, tanto del patrón de referencia (NIDDK-oLH-I-2) como de las 

isoformas en estudio. La respuesta observada en las isoformas básicas fue similar 

al patrón de referencia (Fig. 1).  La producción de AMPc  generada por la isoforma 

neutra (D) fue significativamente menor al patrón de referencia (Fig. 2). En el caso 
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de las isoformas ácidas, la respuesta generada por la isoforma menos ácida fue 

similar al patrón de referencia, en tanto que la isoforma ácida F generó una  

producción de AMPc significativamente menor  y en el caso de la isoforma ácida G  

la dosis alta fue la que generó la mayor respuesta, pero  no mostró un efecto 

dependiente de la dosis (Fig. 3). 

La dosis calculada al 50% (EC50) de la curva de estimulación en la 

producción de AMPc vs. la dosis inmunoreactiva de LH (Cuadro 1) denotó que las 

respuestas a las isoformas A, B, C y E fueron estadísticamente similares a las del 

patrón de referencia; mientras que en el caso de la isoforma neutra (D) y la 

isoforma más ácida (F) la dosis EC50 fue significativamente mayor, lo cual indica 

que este grupo de isoformas mostró la menor actividad biológica, sobre la base de 

la producción de AMPc, en comparación con el resto. En el caso de la isoforma 

más ácida (G), este parámetro no se pudo determinar. 

7.4  Discusión 

La heterogeneidad de la hormona luteinizante (LH) de mamíferos se refleja en sus 

propiedades fisicoquímicas, inmunológicas y biológicas. La actividad biológica de 

distintos aislados de la LH hipofisaria de rumiantes se ha determinado con 

bioensayos in vivo (Perera-Marín et al., 2004; Chaudhary y Muralidhar, 2007) e in 

vitro (Hejl et al., 1992; Nakamura et al., 1993) con resultados que indican que las 

isoformas básicas son las proteínas más bioactivas in vitro, en tanto que la mayor 

respuesta in vivo lo generan las isoformas ácidas.  

 En el presente estudio se evaluó la actividad biológica de las distintas 

isoformas de carga de la LH de la hipófisis ovina utilizando por primera vez, para 

esta especie, el bioensayo in vitro de la células HEK-293 transfectadas con el 

cDNA para el receptor de la LH de rata (Olivares et al., 2009), con resultados que 

mostraron diferencias significativas en la producción cuantitativa de AMPc por 

unidad de LH inmunoreactiva, siendo las isoformas de tipo básico y la isoforma 

menos ácida las que mostraron la mayor producción de AMPc en el medio de 

cultivo en comparación con sus isoformas análogas neutra y más ácidas. Bajo las 

condiciones del bioensayo utilizado, el patrón de respuesta con los diferentes 
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aislados de la LH bovina fue dependiente de la dosis en el rango de 0.1 a 10 ng de 

LH inmunoreactiva, mientras que la producción de AMPc a la dosis más alta (100 

ng/ml) no se modificó con relación a la dosis de 10 ng/ml. Esta respuesta en el 

bioensayo podría deberse a la desensibilización del número limitado de receptores 

presentes en las células HEK-293 (Galet y Ascoli, 2005), a través de un  proceso 

relativamente lento de regulación a la baja del número de receptores presentes en 

cada célula, o bien mediante el proceso relativamente rápido de la disminución en 

la capacidad del receptor de la LH de interactuar y activar a sus proteínas G afines 

(Galet et al., 2003). Aunque en este estudio no se analizó la producción de AMPc 

dependiente del tiempo, el tratamiento por 24 h nos permitió observar un cambio 

diferencial en la producción de AMPc entre las isoformas. 

La mayor respuesta entre las isoformas básicas con respecto a sus 

análogas más ácidas de la LH ovina, coincidió con el efecto biológico que se 

generó después de colocar diferentes dosis de extractos de hipófisis de rata 

diabética y obesa, eluídos a pH básico y ácido,  donde  evaluaron como respuesta, 

la producción de AMPc generada en las células HEK-293 (Olivares et al., 2009; 

Olivares et al., 2010). Estos resultados también coincidieron con el patrón de 

respuesta generado in vitro en cultivos primarios de células de Leydig después del 

estímulo con isoformas hipofisiarias de la LH humana (Robertson y Diczfalusy, 

1977); de rata (Hattori et al., 1983); ovina (Nakamura et al., 1993). Además,  entre 

isoformas básicas de la oLH, se han observado diferencias significativas en la 

producción de AMPc por las células de Leydig in vitro (Nakamura et al., 1993). Por 

lo tanto, bajo las condiciones in vitro ensayadas, las isoformas básicas y la 

isoforma menos ácida  de la LH presentaron la mayor actividad biológica.   

Los mecanismos responsables de las diferencias en la actividad biológica 

entre las isoformas ensayadas no son del todo conocidos; sin embargo, ésta 

diferencia biológica se atribuye en parte al tipo de oligosacáridos que integran 

cada isoforma (Baenziger y Green, 1988), dado que la remoción total o parcial de 

algunos de los componentes de los oligosacáridos por medios químicos o 

enzimáticos modifican esa actividad (Sairam y Schiller, 1979; Sairam, 1990). Se 

conoce que la LH ovina presenta un contenido del 69% de los oligosacáridos con 
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terminaciones de N-acetilgalactosamina sulfatadas, 5% con terminaciones 

galactosa sializadas y 26% de tipo neutro (Green et al., 1988) y la eliminación del 

ácido siálico (Burgon et al., 1996; Burgon et al., 1997) y sulfato (Baenziger et al., 

1992) de la estructura de los oligosacáridos de la LH conduce a una disminución 

en la vida media circulante de la hormona (Burgon et al., 1996). Esta rápida 

depuración de las isoformas de  la circulación se debe a la alta afinidad de la 

hormona por el receptor especifico presente en el hígado (Gal/GalNAc-receptor 

especifico), reduciendo proporcionalmente la actividad biológica in vivo de la 

proteína  (Fiete et al., 1991). Por otro lado, la remoción total del oligosacárido de la 

LH, ha confirmado que las hormonas deglicosiladas pierden su acción 

estimuladora sobre la actividad de la adenilato ciclasa, sin que se aprecie un 

cambio en su alta afinidad por el receptor (Fares, 2006). Con ello, se ha observado 

que las hormonas deglicosiladas presentan funciones antagónicas en la inducción 

de la formación de  AMPc y producción de segundos mensajeros y por ende sobre 

la producción de hormonas esteroides (Sairam, 1989; Sairam, 1990; Ulloa-Aguirre 

et al., 2003).  

Por otro lado, no se puede descartar la posible participación del receptor de 

acuerdo a la afinidad que presenta por cada isoforma. Estudios de unión en 

células HEK-293 transfectadas con el cDNA para el receptor de la LH de rata, 

demostraron que existe una constante de asociación diferente entre las distintas 

LH que se evaluaron, donde la LH bovina presentó la menor afinidad por ese 

receptor. Esto se atribuyó  a las regiones repetidas ricas en leucina (LRR) 3, 7, 8 y 

9 en el dominio extracelular del receptor, específicas para el reconocimiento de 

esta hormona (Galet y Ascoli, 2005).   

Por lo tanto, basados en esta serie de resultados se puede inferir que el 

patrón diferencial en la respuesta biológica sobre la producción de AMPc por las 

células HEK-293 a través del estímulo con las distintas isoformas de la LH este 

regulado por el patrón de glicosilación de la LH que puede dar origen a proteínas 

con distinta afinidad por el receptor y cuya interacción se refleje en un cambio en 

la respuesta biológica medida como la producción de AMPc por las células. 
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7.5 Conclusión 

El sistema de evaluación de la actividad biológica indica que las isoformas de la 

hormona luteinizante ovina, en las células HEK-293 transfectadas con el receptor 

a LH de rata, inducen diferente producción de AMPc. Además, esta línea celular 

es  sensible a las isoformas de LH de origen ovino y se pudo diferenciar la 

actividad biológica entre distintos aislados de la LH, en donde las isoformas 

básicas y la menos ácida generaron la mayor producción de AMPc cuando se 

comparó con la isoforma neutra y las más ácidas. Estos hallazgos pueden 

representar un mecanismo fino de regulación de la adenohipófisis sobre la función 

gonadal. 
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Fig. 7.1. Curva dosis-respuesta estimulatoria de las isoformas de carga de la oLH 
a inducir la producción de AMPc  por las células HEK-293 cuando se estimularon 
con el estándar de oLH (NIDDK-oLH-I-2) y las isoformas básicas (A, 10.56-10.14; 
B, 9.91-9.02; C, 8.97-7.83) obtenidas de la fracción CM-3ab durante el 
cromatoenfoque. Cada punto de la curva corresponde al promedio ± EE de tres 
sub-réplicas.  
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Fig. 7.2. Curva dosis-respuesta estimulatoria de las isoformas de carga de la oLH 
a inducir la producción de AMPc  por las células HEK-293 cuando se estimularon 
con el estándar de oLH (NIDDK-oLH-I-2) y la isoforma neutra (D, 7.73-6.98) 
obtenida de la fracción CM-3ab durante el cromatoenfoque. Cada punto de la 
curva corresponde al promedio ± EE de tres sub-réplicas.  
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Fig. 7.3. Curva dosis-respuesta estimulatoria de las isoformas de carga de la oLH 
a inducir la producción de AMPc  por las células HEK-293 cuando se estimularon 
con el estándar de oLH (NIDDK-oLH-I-2) y las isoformas neutras (E, 6.83-6.19; F, 
5.98-3.65; G, 3.55-3.66) obtenidas de la fracción CM-3ab durante el 
cromatoenfoque. Cada punto de la curva corresponde al promedio ± EE de tres 
sub-réplicas. 
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Cuadro 7.1. Resumen de la actividad biológica dependiente de la dosis del estándar de la oLH y de las 
isoformas obtenidas de la fracción CM-3ab durante el cromatoenfoque. Los parámetros fueron obtenidos de 
las curvas no lineales ajustadas  para cada hormona. EC50 dosis obtenida al 50% de la curva ajustada;  h, 
corresponde a la pendiente de Hill  y R2 se refiere al coeficiente de determinación. 

  Isoformas de oLH 
 

   Básicas       Neutra     Ácidas 
 

 oLH A B       C  D E F G 
 

         

EC50 0.8 ± 0.1b,c 0.4 ± 0.1c 1.09 ± 0.1b 0.5 ± 0.1b,c 3.2 ± 0.1a        0.7 ± 0.1b,c 3.1 ± 0.1a ND 
 

   h    0.76a     0.69a      1.11a    0.65a    0.85a 0.75a     1.08a ND 
 

R2    0.98     0.98      0.97    0.99    0.99         0.98     0.98 ND 
 

      Distintas literales entre isoformas indican diferencias (p<0.05). 
      ND=No determinada. 
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8. EFECTO DE LAS ISOFORMAS DE LA HORMONA 

LUTEINIZANTE OVINA (OLH) SOBRE LA EXPRESIÓN, SÍNTESIS Y 

SECRECIÓN DEL VEGF EN EL CULTIVO PRIMARIO DE CÉLULAS 

DE LA GRANULOSA DE FOLÍCULOS DOMINANTES 

 

8.1  Introducción 

En rumiantes, durante cada ciclo estral se producen varias oleadas de crecimiento 

folicular (Fortune, 1994). Este proceso se inicia con el reclutamiento de una 

cohorte o grupo de folículos, dentro de los cuales los folículos que se 

seleccionaron, mediante mecanismos sólo parcialmente conocidos, continuarán su 

desarrollo hasta volverse dominantes (Fortune et al., 2001). Una vez que se 

alcanza esta etapa de desarrollo, el folículo dominante disminuye su dependencia 

de FSH y, entonces, se vuelve dependiente a la estimulación por parte de la LH 

(Campbell  et al., 2003; Zeleznik, 2004; Fortune et al., 2004; Webb y Campbell, 

2007). La LH resulta esencial en esta etapa final del crecimiento folicular, debido a 

que la expresión de receptores para esta gonadotropina en las células de la 

granulosa permite que el folículo responda al pico preovulatorio de LH para 

finalmente concluir con el proceso de ovulación (Hunter et al., 2004; Espinoza-

Villavicencio et al., 2007; Uribe-Velásquez et al., 2009). 

Adicionalmente, la participación de la LH resulta fundamental durante los 

eventos de extensión de la vasculatura que acompañan el crecimiento del folículo 

dominante (Tamanini y De Ambrogi, 2004; Berisha y Schams, 2005; Chowdhury et 

al., 2010). Estos procesos de extensión de la vasculatura preexistente se 

denominan angiogénesis y ocurren de forma fisiológica en el ovario. La 

angiogénesis intrafolicular está regulada en parte por factores de crecimiento, 

siendo el principal actor, el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). El 

VEGF es un homodímero de 45 kDa que en el proceso de corte y empalme de su 

mRNA da origen a cinco isoformas, siendo la isoforma VEGF164 la predominante y 

más estudiada (Park et al., 1993; Ferrara y Davis-Smith, 1997; Kaczmarek et al., 

2005). A su vez, la actividad biológica del VEGF depende de la expresión 

diferencial de los receptores de membrana del tipo tirosina-cinasa; el receptor 2 
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(VEGF-R2 o KDR) que media su actividad pro-angiogénica, mientras que el 

receptor 1 (VEGF-R1 o Flt-1) determina su actividad anti-angiogénica (Park et al., 

1993; Zimmermann et al., 2003; Ferrara, 2004). A nivel folicular el VEGF participa 

en la proliferación, la sobrevivencia y los cambios en la permeabilidad del 

endotelio vascular (Taylor et al., 2007; McFee y Cupp, 2013). En conjunto los 

eventos mencionados impactan en el aporte sanguíneo al folículo de forma tal que 

mediante esta irrigación diferencial se proveen los elementos necesarios para 

asegurar el desarrollo final y el tránsito de folículo dominante a folículo 

preovulatorio, el cual es necesario para la reproducción de las hembras (Hazzard 

et al., 2002; Grazul-Bilska et al., 2007; Rocha-Araujo et al., 2011). 

Estudios realizados en varias especies han demostrado la participación de 

la LH en la producción de VEGF. En particular se sabe que en condiciones in vitro 

las células de la granulosa incrementan la expresión y síntesis del VEGF en 

respuesta al tratamiento con hCG (Lee et al., 1997), LH humana (Guimera et al., 

2009) y LH bovina (Babitha et al., 2013; Babitha et al., 2014). Por otra parte, en 

estudios in vivo se ha demostrado el incremento del VEGF en el líquido folicular de 

folículos dominantes de monos Rhesus después de 12 h de haber sido expuestos 

a la hCG (Hazzard et al., 1999). Por último, en monos marmoset (Callithrix 

jacchus) tratados con un antagonista a GnRH para evitar la secreción 

preovulatoria de LH, se demostró la reducción en la proliferación de las células 

endoteliales, un cambio en la densidad vascular y la disminución en la expresión 

del VEGF en las células granulosas de los folículos preovulatorios (Taylor et al., 

2004). Con respecto a los rumiantes, la isoforma predominante de VEGF 

corresponde al VEGF-A164 cuya expresión y síntesis se lleva a cabo 

principalmente en las células de la granulosa de folículos dominantes (Berisha et 

al., 2000; Greenaway et al., 2004; Chowdhury et al., 2010). En este sentido, en los 

ovinos se demostró, mediante inmunohistoquímica e hibridación in situ, que la 

expresión del VEGF en los folículos se incrementa conforme aumenta el diámetro 

folicular y esto a su vez depende de la etapa del ciclo estral; en particular, durante 

y después del pico preovulatorio de LH (Chowdhury et al., 2010). Adicionalmente, 

se ha documentado una asociación positiva con la expresión y síntesis del 
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receptor tipo 2 del VEGF (Berisha et al., 2008; Chowdhury et al., 2010). De forma 

similar, en bovinos con estro sincronizado e hiperestimulados con FSH para 

posteriormente ser tratados con GnRH se observó que las células de la granulosa 

de folículos preovulatorios presentaron una mayor expresión del gene para VEGF 

durante el pico preovulatorio de la LH (Berisha et al., 2008).  

A pesar de contar con este cuerpo de evidencias que muestran que la LH 

está involucrada en la regulación del VEGF dentro de las células de la granulosa 

de folículos dominantes, en la actualidad se desconoce de forma precisa cual es el 

efecto que tiene cada grupo de isoformas de la LH sobre la regulación de la 

expresión y secreción del VEGF. Está claramente documentado que la LH está 

integrada en una familia de proteínas dependiendo de la estructura de sus 

oligosacáridos, lo que se refleja en cambios específicos en sus propiedades físico-

químicas, biológicas e inmunológicas (Baenziger y Green, 1988; Cooke et al., 

1996; Perera-Marín et al., 2007). 

Por lo tanto, en el presente capítulo mostramos las evidencias del efecto in 

vitro que tienen las isoformas de la oLH sobre la expresión y la producción de 

VEGF en células de la granulosa obtenidas de folículos dominantes de ovinos. 
 

8.2  Materiales y métodos 

8.2.1  Animales y diseño experimental 

Con el propósito de obtener y colectar células de la granulosa de folículos 

preovulatorios antes de la presentación del pico preovulatorio de LH, en cada 

experimento se utilizaron ovejas de pelo, con una edad de 1 a 3 años de edad y 

con un peso vivo entre los 40 a 45 kg a las que se les sincronizó el estro de 

acuerdo al procedimiento descrito por Menchaca (2007) y Ungerfeld y Rubianes  

(2002). Para ello, cada animal seleccionado recibió por vía i.m. 250 µg de 

cloprostenol sódico (Celosil® SCHERING-PLOUGH, México) con el objeto de lisar 

los cuerpos lúteos presentes. Inmediatamente después se colocó el dispositivo 

intravaginal de liberación de progesterona (CIDR 330 Sheep and Goat, Zoetis, 

México). Cinco días después, el CIDR se retiró y a las 24 horas del retiro los 

animales se sacrificaron previa insensibilización con una pistola de perno cautivo. 
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De cada animal se colectaron los ovarios y se depositaron en un frasco que 

contenía 100  ml de  medio DMEM F-12 frío, suplementado con BSA 0.1% (grado 

RIA, sigma A-7888) y penicilina-estreptomicina (100 unidades/ 100 µg/ml de 

medio, EMD Millipore TMS-AB2-C). Dentro de las tres horas posteriores al 

sacrificio, los ovarios se limpiaron del tejido que los rodea y se conservaron en 

medio DMEM F-12 fresco. 

8.2.2 Cultivo primario de células de la granulosa 

Para establecer el cultivo primario de células de la granulosa únicamente se 

utilizaron folículos preovulatorios, los cuales se caracterizaron por presentar un 

diámetro de  4 a 7 mm, una pared bien vascularizada, líquido folicular color ámbar 

y sin desprendimiento de las células de la granulosa. Previo a la obtención de las 

células de la granulosa cada folículo se aspiró con una jeringa de 1 ml (27G x 13 

mm; 0.40mm X1/2”) y el líquido folicular se almacenó a -20°C hasta la 

determinación de su concentración de estradiol, progesterona y VEGF.  

Una vez concluido este procedimiento, los folículos se depositaron en una 

placa de cultivo (60 mm, Corning®) que contenía solución de Hank con 

bicarbonato, libre de calcio y magnesio (Sigma-aldrich, Cat # H2387-1L). La 

solución se suplementó con BSA 0.1% (grado RIA, sigma A-7888) y 

penicilina/estreptomicina (100 unidades/ 100 µg/ml de medio, EMD Millipore TMS-

AB2-C). Las células de la granulosa se obtuvieron a partir del raspado de la pared 

interna de los folículos hemidisectados (raspador, Fisher Scientific, Cat # 08-773-

2). Una vez separadas, las células de la granulosa se conservaron en la solución 

de Hank para evitar su aglutinación. Al final de este paso la suspensión celular se 

centrifugó (1000 rpm/10 min/20ºC) y el sobrenadante se desechó. El botón celular 

se resuspendió en medio McCoy’s 5A libre de suero, suplementado con L-

glutamina, 25mM de HEPES (Gibco®), BSA 0.1% (Sigma A-7888), transferrina 2.5 

µg/ml, insulina 100 ng/ml, bicarbonato de sodio, 1.06 mg/ml, selenito de sodio 5 

ng/ml y penicilina/estreptomicina (100 unidades/ 100 µg/ml, EMD Millipore TMS-

AB2-C). Previo al conteo celular, las células en suspensión se lavaron 

nuevamente con el mismo medio y se centrifugaron en las mismas condiciones ya 

descritas. Una vez limpio el botón celular, este se resuspendió en McCoy’s 5A y se 
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tomó un volumen de 10 µl a partir del cual se determinó la viabilidad celular 

aplicando el colorante vital azul de tripano (Luque y Herráez, 2006); en todos los 

casos se obtuvieron valores cercanos al 95% de viabilidad.  

 

8.2.3 Efecto del trilostano en la producción de VEGF 

Para evaluar el efecto directo de la oLH y sus isoformas sobre la producción de 

VEGF en células de la granulosa o si ésta era mediada por la síntesis de 

progesterona, se inhibió de forma competitiva a la enzima 3βHD, la cual se 

encarga de convertir a la pregnenolona en progesterona o de 

dehidroepiandrosterona a androstenediona (Miller, 2009). Para lo anterior se utilizó 

al trilostano (Santa Cruz Biotechnology, Inc, sc-208469), el cual es un análogo 

sintético de las hormonas esteroides (Lee et al., 1997).  

 Las células de la granulosa en suspensión se sembraron en placas de 48 

pozos (Costar®). Cada pozo recibió una densidad de 1 x 105 células en un 

volumen de 500 µl del medio McCoy’s 5A. Las células se incubaron a 37°C en un 

atmosfera con el 5% de CO2 y 95% de aire durante 4 h. Al final de este período, a 

cada pozo se le retiró un volumen de 450 µl del medio y se reemplazó con medio 

fresco conteniendo 0.1, 1, 10 ó 100 ng/ml de LH inmunoreactiva del estándar 

(NIDDK-oLH-I-2) o de la isoforma básica (B, pH, 9.91-9.02), neutra (D, pH, 7.73-

6.98) o ácida (F, pH, 5.98-3.65) en presencia o ausencia de 250 ng/ml de 

trilostano (Lee et al., 1997). Veinticuatro horas después, el medio de cultivo de 

cada pozo se retiró y se almacenó a -20°C hasta la determinación de la 

concentración de VEGF. La células presentes en cada pozo se lavaron con PBS 

0.01M, pH 7.4 e inmediatamente después se les determinó el porcentaje de 

sobrevivencia (Cabezas-Pérez et al., 2011). Para lo anterior, después de que se 

retiró el medio de cultivo, y con las células ya lavadas, se colocó un volumen de 

100 µl de medio que contenía 1 μg/μl de bromuro de 3-4,5 dimetil-2-tiazoill-2,5--

difeniltetrazólico (MTT, Sigma Aldrich, USA). Doce horas después se retiró el 

medio con MTT y se colocaron 100 μl de dimetil-sulfóxido (DMSO, Sigma Aldrich, 

USA), el cual permaneció durante 15 min previo a la lectura a 630 nm. En este 
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ensayo se consideraron cuatro réplicas por tratamiento. Los tratamientos y las 

réplicas se distribuyeron al azar en la placa de cultivo.  

 

8.2.4 Efecto de las isoformas de la oLH en la producción de VEGF en células de la 

granulosa no luteinizadas 

Para el análisis del efecto de la oLH y sus isoformas en células de la granulosa no 

luteinizadas se diseñó un esquema similar al previamente descrito. En breve, se 

sembraron las células de la granulosa en placas de 48 pozos (Costar®). Cada 

pozo recibió una  densidad de 1 x 105 de células en un volumen 500 µl de medio 

McCoy´s 5A. Las células se incubaron a  37°C en un atmosfera con el 5% de CO2 

y 95% de aire durante 4 h; al término, a cada pozo se le retiró un volumen de 450 

µl de medio y se reemplazó con medio fresco que contenía 1, 10 ó 100 ng/ml de 

oLH inmunoreactiva del estándar (NIDDK-oLH-I-2) o de las isoformas B, D, o F. 

Veinticuatro horas después, el medio de cultivo de cada pozo se retiró y se 

almacenó a -20°C hasta la determinación de VEGF y progesterona. La células 

presentes en cada pozo se lavaron con PBS 0.01M, pH 7.4 e inmediatamente se 

conservaron en congelación (-70ºC) hasta su análisis. Para la medición de la 

producción de VEGF por las células de la granulosa se realizaron tres 

experimentos independientes; en cada experimento se realizaron cuatro réplicas 

por dosis. Los tratamientos y las réplicas se distribuyeron al azar en la placa de 

cultivo. 

 

8.2.5 Efecto de las isoformas de la oLH en la producción de VEGF en células de 

la granulosa luteinizadas de forma espontánea 

El efecto de la oLH y sus isoformas sobre la producción de VEGF en células de la 

granulosa luteinizadas de forma espontánea se determinó aplicando el mismo 

diseño de las células de la granulosa no luteinizadas. La diferencia consistió en 

que las células de la granulosa se luteinizaron de forma espontánea mediante un 

proceso de agitación constante de acuerdo a lo reportado previamente [revisado 

por (Murphy, 2000)]. La concentración de progesterona en el medio de cultivo se 

consideró el criterio para determinar que las células de la granulosa se 
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encontraban luteinizadas. Para la medición de la producción de VEGF por las 

células de la granulosa se realizó un solo experimento en el cual se probaron las 

tres dosis de oLH (1, 10 y 100 ng/ml) con cuatro réplicas por dosis.  

 

8.2.6 Análisis de expresión del VEGF  

El análisis de la expresión del gene del VEGF en las células de la granulosa se 

llevó a cabo en las células conservadas después del tratamiento con la oLH o sus 

isoformas. Así mismo, la expresión del VEGF se analizó en muestras de cuerpo 

lúteo ovino obtenidas de los ovarios de las hembras sincronizadas. Dichos 

cuerpos lúteos sirvieron como control positivo para la evaluación. 

 

8.2.6.1 Obtención del RNA 

Las placas de cultivo de 48 pozos conservadas a -70°C, así como el tejido luteal 

se descongelaron a 4°C. De cada pozo y de la muestra (32 mg) se extrajo el RNA 

total de acuerdo al procedimiento descrito previamente (Chomczynski y Sacchi, 

1987). Tanto el vial que contenía el tejido luteal como los pozos de cada placa 

recibieron un volumen de 500 µl del reactivo trizol (Invitrogen, cat. 50300416). 

Después de mezclar vigorosamente, el homogeneizado celular se depositó en un 

tubo eppendorf de 1.5 ml que recibió 200 µl de cloroformo (grado biología 

molecular, 99 % Sigma, cat C2432). Después de ser agitados vigorosamente, 

cada tubo se incubó durante 5 min a temperatura ambiente y después se 

centrifugó a 12,000 rpm durante 15 min a 4°C. La fase superior acuosa (incolora) 

se recuperó y se colocó en un tubo eppendorf que recibió 500 µl de isopropanol 

(con el fin de precipitar el RNA en cada tubo) y la mezcla se agitó manualmente y 

se conservó a -20°C durante toda la noche. Las muestras se descongelaron y se 

centrifugaron a 12,000 rpm durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se decantó y el 

precipitado se lavó por duplicado con 1 ml de etanol al 75 % (grado biología 

molecular). Entre cada lavado el tubo se centrifugó a 12,000 rpm durante 15 min a 

4°C. Una vez concluido este paso, cada tubo se dejó secando durante dos horas. 

Finalmente, el RNA precipitado se resuspendió en 15 µl de agua libre de RNAasa 

y la muestra se conservó a -70°C hasta su análisis. 
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8.2.6.2 Cuantificación del RNA y retrotranscripción 

La cantidad de RNA en cada una de las muestras extraídas se determinó por el 

método de absorbancia en la región ultravioleta. Para ello, un l de la muestra se 

colocó en el espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000 (Nanodrop Technologies, 

Wilmington, DE, USA)  y se realizó su lectura correspondiente, utilizando como 

blanco al agua libre de RNAasa (SIGMA, cat. D5758).  

Una vez obtenido el RNA de cada pozo, se procedió a convertir a DNA 

complementario (cDNA). Con el fin de obtener una mayor expresión del gene, la 

reacción de síntesis de cDNA se realizó en dos pasos en un volumen final de 20 

µl. El primer paso consistió en incubar a 70°C durante 5 minutos una solución que 

contenía 5 µl de RNA, 2 µl del oligonucleótido para β-actina reversa (cuadro 8.1) a 

una concentración de 100 pmol, 2 µl del primer VEGF reversa (cuadro 8.1) a la 

misma concentración y 2 µl de agua libre de RNAasa. Al término de este tiempo, 

se inició el segundo paso, que consistió en la adición de un volumen de nueve µl 

de  una solución que contenía: cuatro µl de amortiguador de la transcriptasa 

reversa (1X, BIOTECMOL cat. AP002), dos µl de dNTPs (0.5 mM/µl, Fermentas, 

cat. R0192), 0.5 µl de inhibidor de RNAasa (40 U/µl, Thermo Scientific, cat. 

EO0381), un µl de transcriptasa reversa (200 U/µl, PROMEGA, cat.  M1708) y 1.5 

µl de agua libre de RNAasa; este paso se realizó a 4°C durante 5 min. Una vez 

concluidos ambos pasos, se procedió a calentar la mezcla de la reacción a 37°C 

durante 5 min y enseguida el tubo de reacción se incubó siguiendo el  patrón: 60 

minutos a 42°C, seguidos de 10 minutos a 70°C y finalmente una disminución de 

la temperatura a 4°C, hasta el retiro de la muestra del termociclador. El producto 

final de la reacción se conservó a -20°C hasta su análisis en la PCR en tiempo 

real. 

 

8.2.6.3  PCR en tiempo real  

Una vez obtenido el cDNA de cada pozo y de la muestra de cuerpo lúteo se 

cuantificó la expresión del VEGF y β-Actina (gene constitutivo) a través de una 

PCR cuantitativa. Para el análisis del cuerpo lúteo ovino, el cDNA se diluyó desde 
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1:20 hasta 1:320; mientras que para el extracto de células de la granulosa se 

utilizó un volumen directo de cinco µl del cDNA. El Cuadro 8.1 nos muestra los 

componentes de cada tubo de reacción.  

 

Cuadro 8.1. Componentes de la reacción para la PCR en tiempo real 

Reactivo 
Solución 

Stock 

Solución 

Final 

Volumen por 

Reacción (µl) 

Agua ------- 20µl 1.4 

Amortiguador-Taq 10X 1X 2.0 

dNTP´s 2mM 0.2mM 2.0 

MgCl2 30mM 3.0mM 2.0 

Iniciadores F+R 

VEGF 164F 

VEGF 164R 

 

10 µM 

 

0.5 µM 

 

1.0 

Sonda VEGF 164P 10 µM 0.1 µM 0.2 

Iniciadores F+R 

ACT2-1030-F 

ACT-1135-R 

 

10 µM 

 

0.5 µM 

 

1.0 

Sonda ACT-1081P  10 µM 0.1 µM 0.2 

Taq polimerasa 5 U/µl 1U 0.2 

cDNA ------- -------- 10.0 

 

Para la reacción se utilizó el cDNA del cuerpo lúteo ovino. Para ello, se realizaron 

diferentes diluciones del cDNA, que correspondió a 1:10, 1:20, 1:40; 1:80; 1:160; 

1:320. En cada caso se analizaron las sondas Taqman para VEGF y β-actina. El 

Cuadro 8.2 muestra los oligonucleótidos y las sondas para ambos genes.  El 

esquema de expresión de cada gene durante 40 ciclos correspondió a un primer 

paso de 95°C durante 15 seg, seguido de 60°C durante 45 seg.  
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 Este procedimiento se realizó con el termociclador de tiempo real marca 

Corbett  (5 plex Rotor-gene 6000 Qiagen).  El análisis de resultados se realizó con 

el programa integrado al equipo (Rotor Gene Q series software 2.1.0).  

 

 

Cuadro 8.2. Los oligonucleótidos y las sondas utilizadas para la PCR- tiempo real 

Gene Gene 

Bank 

Sentido Secuencia Amplicón 

VEGF 164 AF071015 Forward  

Reverse 

Sonda 

AGATTATGCGGATCAAACCTCATCCCA

CA 

GGGATTTTCTTGCCTT 

CAGCATAGCAAATGTGAATGCAGACCA

AA  

 

118 pb 

ACT1030  

ACT-1135 

ACT-1081 

 Forward  

Reverse 

Sonda 

AGCGCAAGTACTCCGTGTG 

CGGACTCATCGTACTCCTGCTT 

TCGCTGTCCACCTTCCAGCAGATGT 

 

146 pb 

 

 

8.2.6.4 Análisis de muestras 

El cDNA de las muestras de las células de la granulosa se obtuvo a partir de 100 

ng de RNA. El cDNA se analizó en un volumen de 5 μl para cada muestra y se 

sometió al análisis por PCR en tiempo real bajo las condiciones establecidas. El 

cDNA de las muestras de cuerpo lúteo se obtuvo a partir de 4.4 μg de RNA total. A 

partir del cDNA se realizaron diluciones seriadas de 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 y 

1:320.  

 La expresión del VEGF y β-actina por PCR en tiempo real se analizó 

midiendo la cantidad de fluorescencia generada en el número del ciclo de la 

reacción que resultó proporcional al aumento de DNA (Tamay de Dios et al., 

2013). 
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8.2.7 Cuantificación de estradiol, progesterona y VEGF 

La determinación de VEGF se realizó en el líquido folicular y en el medio de cultivo 

recuperado después de cada ensayo. Para ello, se utilizó un ELISA comercial 

(Peprotech® Human VEGF cat 900 K-10) siguiendo las instrucciones del 

fabricante.  

La cuantificación de estradiol y progesterona se determinó en el líquido 

folicular, mientras que en el medio de cultivo únicamente se midió progesterona. 

En ambos casos se utilizó el radioinmunoensayo (RIA) comercial en fase sólida 

(Coat-A-Count, Siemens, Los Ángeles, CA, USA), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. La sensibilidad del ensayo para VEGF fue de 4.0 pg/ml, para el 

estradiol de 0.1 pg/ml y para progesterona de 0.1 ng/ml. En todos los sistemas, el 

coeficiente de variación intraensayo fue menor del 10%. Para el análisis del líquido 

folicular fue necesario realizar una dilución de 1:100 con PBS 0.1M, pH 7.2. 

 

8.2.8 Análisis estadístico 

Se utilizó ANOVA de una vía seguida de la prueba de comparación múltiple de 

Tukey para determinar diferencias significativas en la concentración de estradiol, 

progesterona y VEGF en el líquido folicular de los folículos preovulatorios 

utilizados para establecer el cultivo primario de células de la granulosa. Además, 

también se utilizó esta prueba para comparar el diámetro de los folículos 

preovulatorios evaluados en cada repetición del cultivo. 

El efecto del trilostano sobre la sobrevivencia de las células cultivadas se 

comparó mediante ANOVA de dos vías seguida de la prueba de comparación 

múltiple de Bonferroni. De igual forma, esta prueba estadística se utilizó para 

comparar la producción de progesterona y VEGF en el sobrenadante del cultivo de 

células de la granulosa expuestas a diferentes concentraciones de las isoformas 

de la oLH. En el modelo se incluyeron como factores principales el tipo de oLH 

(estándar o isoforma B, D, o F) y la dosis utilizada (0, 1, 10 ó 100 ng/ml). Esta 

serie de análisis se realizaron para los cultivos de células de la granulosa no 

luteinizadas y luteinizadas de forma espontánea. 
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Los análisis y las gráficas se realizaron con el paquete estadístico Prism 6.0 

(GraphPad, Software, California, USA). En todos los casos se consideró un valor 

de p < 0.05 como significativo. 

 

8.3 Resultados 

Los folículos seleccionados para la realización de este estudio mostraron un 

diámetro promedio de 5.37 ± 0.17 mm, cuya concentración de estradiol, 

progesterona y VEGF en el líquido folicular correspondió a 1.77 ± 0.23 ng/ml,  0.28 

± 0.04 ng/ml y 82.90 ± 6.18 pg/ml, respectivamente. La relación E/P en todos los 

ensayos fue >1 y varió entre 4.94 a 8.77, lo que indicó folículos estrogénicamente 

activos. En el Cuadro 3 se presenta un resumen de los parámetros obtenidos de 

tres ensayos independientes. 
 

8.3.1 Porcentaje de sobrevivencia y secreción de VEGF por las células de la 

granulosa cultivadas con o sin trilostano 

La presencia de trilostano en el cultivo de las células de la granulosa se asoció a 

una disminución significativa del porcentaje de sobrevivencia de las células (Fig. 

8.1; p < 0.05). Este resultado se presentó de forma consistente tanto en el 

estándar como en las isoformas y sus dosis correspondientes. En general, el 

cultivo en presencia de trilostano disminuyó la sobrevivencia de las células entre 

75-85%. 

Por su parte, en presencia de trilostano la producción de VEGF resultó 

similar entre las distintas dosis de la oLH y el grupo no tratado (Fig. 8.2; p > 0.05). 

Este resultado se presentó de forma consistente tanto en la oLH estándar, así 

como en el resto de las isoformas. Con respecto a la producción de VEGF en las 

células de la granulosa cultivadas sin trilostano, en la oLH estándar y las 

isoformas, excepto la isoforma ácida, se encontró que las dosis de 0.1, 1.0 y 100 

ng/ml no incrementaron la producción de VEGF cuando se compararon con el 

grupo no tratado (Fig. 8.2). Por el contrario, únicamente la dosis de 10 ng/ml 

aumentó de forma significativa la producción de VEGF en la oLH estándar, la 

isoforma básica y la neutra (Fig. 8.2). Finalmente, en la Figura 8.3 se presenta un 
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análisis comparativo de la producción de VEGF por parte de las células de la 

granulosa cultivadas con o sin trilostano que recibieron la dosis de 10 ng/ml de la 

gonadotropina mostró cambios significativos (p < 0.05) en la producción de VEGF 

entre grupos cuando se utilizó la oLH estándar o la isoforma básica o la neutra. En 

contraste, la isoforma ácida no presentó cambios (p > 0.05) en la producción de 

VEGF con o sin trilostano.  
 

8.3.2 Secreción de VEGF y progesterona en el cultivo de células de la granulosa 

luteinizadas de forma espontánea 

La producción de VEGF en el cultivo primario con células de la granulosa 

luteinizadas se presenta en la Figura 8.4. En esta condición, el patrón de 

respuesta varió con cada oLH. Con el estándar y la isoforma ácida (F), la máxima 

producción se presentó a 100 ng/ml, mientras que en la isoforma básica (B) y 

neutra (D) la mayor producción se presentó a la dosis de 10 ng/ml. Al comparar la 

producción de VEGF entre el control (0 ng/ml) y las dosis de cada isoforma, sólo 

se encontraron diferencias en la dosis de 10 ng de la isoforma neutra. Además 

cuando se compararon las dosis de la oLH estándar y las dosis de las distintas 

isoformas se demostró que únicamente en la dosis de 10 ng de la oLH estándar y 

la isoforma neutra, la producción de VEGF fue distinta (Fig. 8.4; p < 0.05).   

La secreción de progesterona en el cultivo primario de células de la 

granulosa luteinizadas y tratadas con diferentes dosis de oLH mostró una 

respuesta dependiente de la dosis, así como de la isoforma empleada (Cuadro 

8.4). El estándar y la isoforma ácida a las dosis de 10 y 100 ng/ml generaron una 

producción de progesterona mayor que a la dosis de 0 ng/ml (p < 0.05), en tanto 

que en la isoforma básica y la neutra esta diferencia se encontró con la dosis de 

100 ng/ml (Cuadro 8.4). Al comparar la respuesta entre dosis del estándar y las 

dosis de cada isoforma no se encontraron diferencias (p > 0.05).  
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8.3.3 Secreción de VEGF y progesterona en el cultivo de células de la granulosa 

no luteinizadas 

La producción de VEGF en el cultivo primario de células de la granulosa no 

luteinizadas y expuestas a diferentes dosis de oLH se presenta en la Figura 8.5.  

Los resultados mostraron que en la oLH estándar y en la isoforma básica y neutra 

se presentó un patrón de respuesta dependiente de la dosis en el rango de 0 a 10 

ng/ml. Al comparar la producción de VEGF por dosis para cada isoforma y la oLH 

estándar se observó que la mayor producción (p < 0.05) de VEGF se generó en el 

estándar a las dosis de 10 y 100 ng/ml. En contraste, en la isoforma básica y 

neutra esta diferencia se presentó únicamente a los 10 ng/ml. De forma 

contrastante, en la isoforma ácida no se presentaron diferencias en la producción 

de VEGF entre las dosis ensayadas (Fig. 8.5; p > 0.05).  

Por otra parte, la comparación de la producción de VEGF entre las dosis de 

cada isoforma con respecto a la oLH estándar nos indicó una respuesta similar 

entre el estándar y la isoforma básica (p > 0.05). Con respecto a la isoforma 

neutra, la dosis de 100 ng/ml del estándar provocó una mayor producción de 

VEGF (p < 0.05). Finalmente, la oLH estándar produjo concentraciones de VEGF 

mayores a las dosis de 10 y 100 ng/ml al ser comparadas contra la isoforma ácida. 

 La concentración de progesterona secretada por las células de la 

granulosa al medio de cultivo después del tratamiento con dosis crecientes del 

estándar o de las distintas isoformas de la oLH resultó similar en cada dosis y en 

cada isoforma (Cuadro 8.5; p > 0.05).  

 

8.3.4 Experimentos de expresión del VEGF 

La expresión del gene para Actina y VEGF en el cuerpo lúteo se ejemplifica en la 

Figura 8.6. En la cual se observa un incremento en el número de ciclos (CT) de la 

expresión de cada gene dependiente de la dilución del cDNA.  Así mismo, se 

observa un incremento en la intensidad de florescencia  con el número de ciclos 

desarrollados (Fig. 8.6 paneles I,II y III). 

 Una vez desarrollado el sistema de PCR en tiempo real con el cuerpo lúteo 

se procedió a determinar la expresión de VEGF y β-actina en la muestras de 
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cDNA obtenidas a partir del RNA extraído de cada grupo de células de la 

granulosa tratadas con distintas concentraciones de LH y o sus isoformas. Con 

este material no se pudo determinar el patrón y cantidad de expresión de VEGF y 

β-actina.  

 

8.4 Discusión 

La función regulatoria que ejerce la LH sobre la expresión y síntesis de VEGF en 

células de la granulosa de folículos dominantes está documentada (Christenson y 

Stouffer, 1997; Martínez-Chequer et al., 2003; Babitha et al., 2013; Babitha et al., 

2014), sin embargo, en este grupo de estudios no se determinó el cambio en la 

producción de VEGF asociada con isoformas de la LH.  

En este capítulo, nuestros resultados mostraron, que las isoformas de la oLH 

aisladas de la adenohipófisis resultaron biológicamente activas, con una respuesta 

diferenciada entre isoformas sobre la producción de VEGF en cultivos primarios de 

células de la granulosa de folículos dominantes de ovino.  

Específicamente, la isoforma de tipo básico generó la mayor producción de 

VEGF, mientras que la isoforma ácida presentó la menor respuesta. Este 

resultado sugiere una asociación directa entre la actividad biológica y el punto 

isoeléctrico de cada isoforma (Castro-Fernandez et al., 2000). A este respecto, 

nuestras observaciones coincidieron con estudios que utilizando células de Leydig 

de rata, en las cuales la isoforma básica mostró el mayor efecto biológico con 

respecto al grupo de isoformas ácidas (Robertson y Diczfalusy, 1977; Hattori et al., 

1983; Burgon et al., 1997). Con base en ello y bajo las condiciones del estudio in 

vitro ensayadas, la isoforma básica de la LH se considera la de mayor actividad 

biológica.  

El mecanismo por el cual se generó esta diferencia biológica entre isoformas 

de carga de la oLH no está del todo conocido. Sin embargo, se ha demostrado 

que el patrón de glicosilación y el contenido de sulfato y ácido siálico de cada 

isoforma interviene en la biopotencia (Baenziger y Green, 1988). La remoción del 

80% de los oligosacáridos que integran a la oLH conducen a una disminución 

significativa en la producción de testosterona, progesterona y AMPc (Sairam y 
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Schiller, 1979; Sairam, 1990), adicionalmente, la eliminación del contenido de 

ácido siálico (Burgon et al., 1996) o sulfato (Baenzinger et al., 1992) en la 

estructura del oligosacáridos de la LH muestran una disminución en la vida media 

circulante de la hormona (Burgon et al., 1996), debido al cambio en la afinidad de 

la hormona por su receptor asialoglicoprotéico presente en el hígado (Fiete et al., 

1991; Creus et al., 2001). Adicionalmente, las modificaciones post-traduccionales 

que dan origen a las propiedades fisicoquímicas de cada isoforma y que definen 

su asociación específica al receptor y subyacen la traducción de la señal 

(Nakamura et al., 1993; Sairam et al., 1994), son en conjunto eventos que 

impactan en su respuesta biológica. Por lo tanto, el resultado que indicó que la 

isoforma básica y el estándar de referencia estimularon en las células una mayor 

producción de VEGF, se podría entender como un efecto positivo entre la LH y el 

receptor, como se ha reportado en la producción de AMPc y la expresión del gene 

para VEGF en células de la granulosa bovina después del tratamiento con la LH 

(Garrido et al., 1993).  

Estudios previos han descrito un efecto directo de la progesterona y el 

estradiol sobre la secreción del VEGF en células de la granulosa bovinas (Shimizu 

y Miyamoto, 2007). Sin embargo, el grueso de la información se ha encaminado al 

análisis de la participación de las gonadotropinas sobre la producción de VEGF. 

Con base en ello, y tratando de analizar el efecto directo de la LH sobre la 

producción de VEGF, en este estudio, se bloqueó la vía esteroidogénica con el 

inhibidor competitivo de la enzima 3bHSD, trilostano (TRL), cuyo resultado  mostró 

un efecto negativo en la sobrevivencia de la células de la granulosa. Aunque 

diversos estudios han demostrado que el TRL no es tóxico (Duffy et al., 1996), 

incluso tiene un efecto dosis dependiente y es reversible, en nuestro estudio la 

dosis de 250 ng/ml no resultó favorable debido posiblemente a la falta de 

precursores esteroidogénicos. A este respecto Duffy et al. (1996) analizaron en 

células de la granulosa luteinizadas la misma dosis de TRL en presencia de 

lipoproteínas de baja densidad y demuestran solo una disminución del 90% de la 

secreción de progesterona sin afectar el porcentaje de sobrevivencia de las 

células de la granulosa.  
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Debido a la disminución drástica en el porcentaje de sobrevivencia de las CG 

en este estudio no se determinó la concentración de P4 después del tratamiento.  

Únicamente se analizó la concentración de VEGF en el medio de cultivo y los 

resultados indicaron una falta de respuesta dosis-dependiente en la producción de 

VEGF por parte de las células de la granulosa expuestas a TRL. En contraste, las 

CG que no recibieron TRL, demostraron un efecto dosis dependiente desde 10 a 

100 ng de LH. Esta discrepancia en los resultados puede estar asociada 

directamente con la baja sobrevivencia de las células de la granulosa.  

Un resultado interesante correspondió a la disminución significativa de la 

producción de VEGF por las CG en presencia de TRL a la dosis de 10 ng/ml y que 

en el grupo de TRL ninguna de las dosis de las isoformas analizadas tuvo una 

producción de VEGF diferente al testigo. Aunque este resultado sugiere que la 

producción de VEGF no depende de hormonas esteroides, no podemos concluir 

esta información con un solo estudio, por lo que es necesario realizar una serie de 

estudios enfocados a conocer la dosis de TRL que no afecte la sobrevivencia de la 

CG, tiempo de exposición del inhibidor y adicional al medio de cultivo un sustrato 

esteroidogénico; una vez establecidos estos parámetros, se obtendrá una mejor 

evaluación biológica de cada isoforma en presencia o ausencia de TRL.  

Nuestros resultados confirmaron que la producción de VEGF por parte de las 

células de la granulosa está afectada no sólo por el tipo específico de isoforma, 

sino también por el estado de luteinización de las células, el cual se asocia a una 

capacidad diferencial para producir progesterona. De esta forma, se encontró que 

en las células de la granulosa no luteinizadas siempre produjeron concentraciones 

consistentemente bajas de progesterona (< 0.25 ng/ml) con cada dosis de 

isoforma, no así, la producción de VEGF que fue distinta entre dosis de cada 

isoforma. En contraste, las células de la granulosa  luteinizadas presentaron un 

patrón de secreción de progesterona dosis-dependiente, cuyas concentraciones 

oscilaron entre los 1.88 y 3.74 ng/ml. Bajo estas condiciones de luteinización 

celular, la LH de referencia y la isoforma de tipo ácido de la oLH mostraron un 

patrón similar en la producción de progesterona, mientras que en su producción de 

VEGF no se encontraron diferencias entre dosis para cada isoforma. Esta 
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diferencia en respuesta de VEGF durante la luteinización de las células podría ser 

establecida por la presencia de progesterona endógena que pudiera interferir en la 

síntesis del VEGF (Shimizu y Miyamoto, 2007).  

El efecto de la estimulación directa de la LH en la regulación de la expresión 

de VEGF se ha demostrado en cultivo primario de las células de la granulosa de 

folículos dominantes con o sin exposición al pico preovulatorio de LH en bovinos 

(Babitha et al., 2014), primates no humanos (Christenson y Stouffer, 1997; 

Hazzard et al.,1999; Martínez-Chequer et al., 2003) y humanos (Guimerá et al., 

2009) con resultados en todos los casos positivos sobre la producción de VEGF 

en respuesta a esta gonadotropina, cuyos resultados de este estudio lo 

confirmaron más aún se extendió para las distintas isoformas ensayadas.  

 Los resultados del presente estudio apoyan la idea de un efecto directo de 

la LH en la regulación del VEGF, dado que: 1) Las células de la granulosa 

utilizadas para el cultivo primario se obtuvieron de folículos dominantes 

estrogénicamente activos no expuestos a un pico preovulatorio de LH (células no 

luteinizadas); 2) Se utilizó un medio de cultivo libre de suero fetal bovino, sin un 

suplemento de sustratos de la vía esteroidogénica; y 3) Se analizó la respuesta de 

la hormona en un tiempo corto de exposición (24 h), con lo cual se aseguró que 

las células no se luteinizarán e incrementarán su producción de progesterona. Por 

lo tanto este conjunto de factores sugieren que el cambio en la producción de 

VEGF por las células de la granulosa ovina se puede atribuir de forma específica 

al tratamiento con las isoformas de la oLH y que no existió un efecto enmascarado 

por las hormonas esteroides.  

Por último, estudios previos han demostrado que existe un incremento en la 

síntesis y expresión del VEGF en la fase folicular y el inicio de la fase lútea (Fraser 

y Wulff, 2001; Berisha et al., 2008; Chowdhury et al., 2010; Babitha et al., 2013), 

los cuales son eventos fisiológicos regulados en parte por la LH. En consecuencia, 

nuestra serie de resultados que demuestran un efecto diferencial en la actividad 

biológica entre isoformas de la oLH sobre la producción de VEGF por las células 

de la granulosa puede tener implicaciones fisiológicas, ello debido a que durante la 

fase folicular cuando se incrementa la presencia de isoformas ácidas y neutras en 
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circulación (Rojas-Maya et al., 2007) lo que implica un cambio finamente regulado 

en la angiogénesis folicular.  

Aunque se estandarizó el sistema de análisis de expresión del VEGF por PCR 

en tiempo real con extractos de cuerpo lúteo, no se logró analizar la expresión de 

este factor de crecimiento en extractos de células de la granulosa colectadas 

después del tratamiento con las distintas isoformas de la oLH, debido 

posiblemente a la poca cantidad RNA total recuperado a partir de 100,000 células, 

adicionalmente el RNA obtenido de cada tratamiento permaneció durante un 

periodo de seis meses en congelación, lo que pudo ser un factor para su 

degradación.  

 

8.5 Conclusión 

El protocolo de sincronización corto de estro en la oveja de pelo permitió colectar 

folículos dominantes, previo al pico preovulatorio de LH. De estos folículos se 

obtuvieron las células de la granulosa para el cultivo primario. El patrón de 

secreción de VEGF se ve modificado en presencia de progesterona. La inhibición 

de la vía esteroidogénica con trilostano afecto el porcentaje de sobrevivencia de 

las células de la granulosa. Finalmente la isoforma básica, así como la LH de 

referencia generaron una mayor producción de VEGF cuando se comparó con su 

contraparte ácida y neutra, todo ello en células de la granulosa no luteinizadas.  
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Cuadro 8.3. Promedio (± EE) del tamaño, concentración de esteroides, relación 
estradiol:progesterona (E/P) y concentración de VEGF en líquido folicular de 
folículos dominantes de ovinos con estro sincronizado. 

Folículos 

(n) 

Diámetro 

(mm) 

Estradiol 

(ng/ml) 

Progesterona 

(ng/ml)  

   Relación 

(E/P) 

VEGF 

(pg/ml) 

12 5.70 ± 0.27a 1.73 ± 0.35ª 0.35 ± 0.09ª 4.94 92.89 ± 11.39a 

15 5.22 ± 0.23ª 2.28 ± 0.38ª 0.26 ± 0.04ª 8.77 71.61 ± 10.45b 

11 5.18 ± 0.30ª 1.31 ± 0.42ª 0.23 ± 0.07ª 5.70 84.20 ± 15.74ab 

n = número de folículos en los que se obtuvo el líquido folicular. 
a,b Distintas literales en cada columna indican diferencias entre repeticiones (p < 0.05). 
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Fig.  8.1. Sobrevivencia de las células de la granulosa después del estímulo con la 
LH y sus isoformas, el medio de cultivo sin TRL o con TRL (Trilostano 250 ng/ml). 
La oLH correspondió al estándar NIDDK-oLH-I-2, panel I; la isoforma básica (B, 
pH, 9.91-9.02, panel II); la neutra (D, pH, 7.73-6.98, panel III) y la ácida (F, pH, 
5.98-3.65, panel IV). Se presenta el promedio ± el error estándar de un cultivo con 
tres sub-réplicas. a,bEn cada dosis indica diferencias significativas entre el grupo 
Sin TRL y Con TRL al nivel de p<0.05. 
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Fig. 8.2. Secreción de VEGF (pg/ml) por las células de la granulosa después del 
estímulo con la oLH y sus isoformas, el medio de cultivo sin TRL o con TRL 
(Trilostano 250 ng/ml).  La oLH correspondió al estándar NIDDK-oLH-I-2, panel I; 
la isoforma básica (B, pH, 9.91-9.02, panel II); la neutra (D, pH, 7.73-6.98, panel 
III) y la ácida (F, pH, 5.98-3.65, panel IV). Se presenta el promedio ± el error 
estándar de un cultivo con tres sub-réplicas. *En cada dosis indica diferencias 
significativas entre el grupo Sin TRL  y  Con TRL  al nivel de p<0.05. 
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Fig. 8.3. Secreción de VEGF (pg/ml) por las células de la granulosa después del 
estímulo con 10 ng de la oLH y sus isoformas, el medio de cultivo sin TRL o con 
TRL (Trilostano 250 ng/ml).  La oLH correspondió al estándar NIDDK-oLH-I-2, 
panel I; la isoforma básica (B, pH, 9.91-9.02, panel II); la neutra (D, pH, 7.73-6.98, 
panel III) y la ácida (F, pH, 5.98-3.65, panel IV). Se presenta el promedio ± el error 
estándar de un cultivo con tres sub-réplicas. *En cada dosis indica diferencias 
significativas entre el grupo Sin TRL  y  Con TRL  al nivel de p<0.05. 
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Fig. 8.4. Secreción de VEGF (pg/ml)  por células de la granulosa luteinizadas 
después del estímulo con LH y sus isoformas. La oLH correspondió al estándar 
NIDDK-oLH-I-2; la isoforma básica (B, pH, 9.91-9.02); la neutra (D, pH, 7.73-6.98) 
y la ácida (F, pH, 5.98-3.65). Se presenta el promedio ± el error estándar de un 
cultivo con cuatro sub-réplicas. a,bDistintas literales en cada dosis indican 
diferencias al nivel de p<0.05.  
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Cuadro 8.4. Secreción de progesterona (ng/ml) por células de la granulosa 
luteinizadas de forma espontánea tratadas con la oLH y las isoformas. La oLH 
correspondió al estándar NIDDK-oLH-I-2; la isoforma básica (B, pH, 9.91-9.02); la 
neutra (D, pH, 7.73-6.98) y la ácida (F, pH, 5.98-3.65). Se presenta el promedio ± 
el error estándar de un cultivo con cuatro sub-réplicas. 
 

  

Isoformas de la oLH 

Dosis (ng/ml) oLH B  D F 

0  1.88 ± 0.26a   
 

1.88 ± 0.26a 1.88 ± 0.26a 1.88 ± 0.26a 

1   2.41 ± 0.14a,b  2.90 ± 0.32a,b 1.57 ± 0.14a 2.08 ± 0.31a 

10   3.01 ± 0.31b,c   2.84 ± 0.07a,b   2.34 ± 0.28a,b 3.33 ± 0.18b 

100 3.74 ± 0 .46c 2.99 ± 0.35b 3.39 ± 0.22b 3.73 ± 0.40b 

a,b Distintas literales entre dosis para cada isoforma indican diferencias al nivel de 

p<0.05. 
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Fig. 8.5. Secreción de VEGF (pg/ml)  por las células de la granulosa después del 
estímulo con LH y sus isoformas. La oLH correspondió al estándar NIDDK-oLH-I-
2; la isoforma básica (B, pH, 9.91-9.02); la neutra (D, pH, 7.73-6.98) y la ácida (F, 
pH, 5.98-3.65). Se presenta el promedio ± el error estándar de tres cultivos 
independientes con cuatro sub-réplicas cada cultivo. a,b Distintas literales entre 
dosis para cada isoforma indican diferencias al nivel de p<0.05. * En cada dosis 
indica diferencias significativas al nivel de p<0.05 entre la isoforma vs. el estándar. 
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Cuadro 8.5. Secreción de progesterona por las células de la granulosa después 
del estímulo con LH y sus isoformas. La oLH correspondió al estándar NIDDK-
oLH-I-2; la isoforma básica (B, pH, 9.91-9.02); la neutra (D, pH, 7.73-6.98) y la 
ácida (F, pH, 5.98-3.65). Se presenta el promedio ± el error estándar de tres 
cultivos independientes con cuatro sub-réplicas en cada cultivo. 
 

  

Isoformas de la oLH 

Dosis (ng/ml) oLH B  D F 

0 0.08 ± 0.08a   
 

0.08 ± 0.08a 0.08 ± 0.08a 0.08 ± 0.08a 

1 0.05 ± 0.04a 0.09 ± 0.09a 0.08 ± 0.08a 0.12 ± 0.12a 

10 0.09 ± 0.09a 0.16 ± 0.16a 0.09 ± 0.09a 0.18 ± 0.18a 

100 0.24 ± 0.24a 0.12 ± 0.12a 0.12 ± 0.12a 0.18 ± 0.18a 

a,b Distintas literales entre dosis para cada isoforma indican diferencias al nivel de 

p<0.05. 
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Fig. 8.6. Expresión del gene de VEGF164  y β-actina por la PCR en tiempo real con el cDNA de cuerpo lúteo ovino 

diluido en 1:20,1:40, 1:80, 1:160 y 1:320  (panel I). Expresión del gene de VEGF (panel II). Expresión del gene de β-

actina (panel III).  
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10. DISCUSIÓN GENERAL  

Dentro del proceso de foliculogénesis la participación de la LH es fundamental, en 

particular durante el desarrollo del folículo dominante en donde la estimulación de 

las células de la granulosa y de la teca por parte de ésta gonadotropina prepara 

las condiciones para la ovulación (Hunter et al., 2004). Adicionalmente, la LH se 

asocia con el proceso de angiogénesis que acompaña la formación del folículo 

dominante (Berisha et al., 2000; Berisha et al., 2008; Chowdhury et al., 2010). 

Cuyo mecanismo de la regulación depende de la expresión y síntesis del VEGF, el 

cual es considerado el principal actor dentro de los procesos angiogénicos 

(Rocha-Araujo et al., 2011). A pesar de que el proceso de regulación de la LH 

sobre el VEGF se ha documentado en diversas condiciones experimentales, 

incluyendo células de la granulosa (Christenson y Stouffer, 1997; Martínez-

Chequer et al., 2003; Babitha et al., 2013; Babitha et al., 2014), hasta la fecha se 

desconoce si la heterogeneidad molecular de la LH se asocia a cambios en la 

producción de VEGF en las células provenientes de folículos dominantes.  

En conjunto, la serie de resultados descritos en este estudio demuestran que las 

isoformas de carga de la LH de origen ovino presentaron características de peso 

molecular similares al estándar de referencia (NIDDK-oLH-I-2). Sin embargo, los 

grupos de isoformas (básicas, neutra o ácidas) mostraron diferente 

comportamiento inmunológico, ya que la isoforma básica y la neutra se 

comportaron de forma similar a la estándar. Adicionalmente, la isoforma básica B 

presentó la mayor capacidad biológica diferencial para estimular la producción de 

AMPc en células HEK-293 establemente transfectadas con el receptor a LH. Por 

otra parte, también se incrementó la producción de VEGF en cultivos primarios de 

células de la granulosa de folículos dominantes de ovino cuando se estimularon 

con la isoforma básica. Estos resultados sugieren que la existencia de 

heterogeneidad de la oLH se asocia con cambios en las características 

inmunológicas y de actividad biológica, esto último ocurre al menos cuando se 

utilizan sistemas in vitro para su evaluación. 
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En el Capítulo 6 encontramos que a partir de un EGP hipofisiario de origen ovino 

se obtuvieron siete isoformas de carga de oLH, las cuales se dividieron de 

acuerdo a su pH de elución en grupos de isoformas básicas (pH 10.56-7.83), 

neutras (pH 7.73-6.98) y ácidas (pH 6.83-3.66). En concordancia con 

experimentos realizados por Keel et al. (1987), Zalesky et al. (1992) y Arrieta et al. 

(2006), en nuestros extractos analizados predominó el grupo de isoformas básicas 

(73.5% de la LH inmunoreactiva recuperada). Estos resultados confirman la 

existencia de un mayor porcentaje de isoformas en el rango básico, el cual parece 

ser independiente del género y del estado fisiológico en el cual se encuentran los 

animales de donde se extraen (Perera-Marín et al., 2005; Rojas-Maya et al., 

2007). De forma característica, las isoformas presentaron peso molecular similar a 

la oLH estándar; es decir, un peso aproximado de 36.5 kDa. Estos resultados son 

consistentes con reportes previos en otras especies (Sairam y Schiller, 1979; 

Carranza et al., 1994; Perera-Marín et al., 1996; Borromeo et al., 2004).  

Adicionalmente, nuestros resultados demuestran la existencia de diferencias en la 

actividad inmunológica específica de las isoformas de oLH (Capítulo 6). A 

excepción de la isoforma más ácida (G), los ensayos inmunológicos presentaron 

curvas dosis-respuesta, en los cuales las isoformas básicas mostraron la mayor 

actividad inmunológica, a juzgar por los valores de IC50 que resultaron 

significativamente inferiores a los de la oLH estándar y el resto de isoformas. En 

contraste, las isoformas ácidas presentaron la menor actividad inmunológica ya 

sea porque requirieron una mayor cantidad de proteína para alcanzar el valor IC50 

o porque no presentaron el comportamiento dosis-respuesta. En conclusión, los 

resultados que presentamos en el Capítulo 6 confirman observaciones previas 

realizadas por otros grupos de investigación y por el nuestro, las cuales sugieren 

que la existencia de heterogeneidad de la LH se asocia a propiedades bioquímicas 

e inmunológicas diferentes (Cooke et al., 1996; Perera-Marín et al., 2007).  

Para demostrar la existencia de cambios en la actividad biológica asociados a las 

distintas isoformas de la oLH utilizamos ensayos in vitro. Para lo anterior seguimos 

dos estrategias: en la primera, evaluamos mediante un sistema heterólogo la 
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capacidad de las isoformas para producir AMPc, mientras que en la segunda, 

mediante un sistema homólogo evaluamos la capacidad de las isoformas para 

inducir la producción de VEGF.  

Los resultados que presentamos en el Capítulo 7 demuestran mediante un modelo 

in vitro que la producción de AMPc fue dosis-dependiente y diferencial entre las 

distintas isoformas. En particular, las isoformas de tipo básico y la menos ácida 

mostraron un compartimiento similar al oLH estándar por unidad de LH 

inmunoreactiva en comparación con sus análogas neutra y más acidas. Este 

resultado, coincidió con lo reportado previamente por Olivares et al., (2009; 2010) 

en extractos de hipófisis de rata diabética y obesa, eluídos a pH básico y ácido. 

Además, en un estudio reciente empleando éste modelo de células HEK-293 se 

evaluó la actividad biológica de isoformas de la LH bovina de origen hipofisiario 

(Ortega-León et al., 2016). En concordancia con nuestro estudio, los resultados de 

estos autores demuestran diferencias entre isoformas en la producción de AMPc 

por unidad de LH inmunoreactiva.  

A pesar de ser un ensayo heterólogo, previamente se realizó un análisis 

comparativo de la alineación de la secuencia (BLAST) entre el receptor de la oLH 

(NP_001265495.1, Ovis aries) y el receptor de la LH de rata (NP_037110.1 Rattus 

norvegicus) y el resultado demostró una homología del 89% entre secuencias. Así 

mismo, nos basamos en la evidencia previamente reportada por Horvart y 

colaboradores (Horvat et al., 2001), en donde evaluaron la unión de la oLH al 

receptor de la LH de rata en las células HEK-293 y su producción de AMPc. Con 

base en los resultados obtenidos en las células HEK-293, consideramos a esta 

línea celular una buena herramienta metodológica para la evaluación de la 

actividad biológica in vitro de la oLH y sus isoformas.  

Los resultados presentados en el capítulo 8 demostraron que las isoformas de la 

oLH resultaron biológicamente activas, con una respuesta diferenciada entre 

isoformas en la producción de VEGF cuando se evaluaron en el cultivo primario de 

células de la granulosa provenientes de folículos dominantes de ovino. La 

isoforma básica presentó la mayor producción de VEGF, mientras que su 
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contraparte la isoforma ácida generó la menor respuesta. En otros estudios, 

utilizando el modelo de las células de Leydig de rata in vitro, la isoforma básica 

mostró el mayor efecto biológico con respecto a la isoforma ácida (Robertson y 

Diczfalusy, 1977; Hattori et al., 1983; Burgon et al., 1997), observaciones que 

coinciden con lo encontrado con nuestro estudio. Cabe destacar que dichas 

observaciones se obtuvieron en cultivos primarios heterólogos, mientras que 

nuestros resultados se obtuvieron a partir de un cultivo primario homólogo, con lo 

cual se comprueban las sugerencias previas de una asociación directa entre la 

actividad biológica y el punto isoeléctrico de cada isoforma (Bergendah y Veldhuis, 

2001).   

La demostración de un efecto diferencial en la actividad biológica in vitro entre 

isoformas de la LH sobre la producción de VEGF por las células de la granulosa 

de folículos dominantes, podría tener implicaciones fisiológicas, debido a que está 

documentado que las isoformas de la LH cambian su proporción a nivel hipofisiario 

(Perera-Marín et al., 2008) y sérico (Perera-Marín et al., 2005; Arrieta et al., 2006; 

Rojas-Maya et al., 2007) durante el ciclo estral, lo que conlleva a pensar que 

durante el ciclo de la oveja, el patrón de secreción heterogéneo de la LH pudiera 

estar regulando de forma fina la producción del  VEGF por las células de la 

granulosas en los folículos dominantes y que este incremento en la síntesis y 

expresión del VEGF en la fase folicular y el inicio de la fase lútea (Fraser y Wulff, 

2001; Berisha et al., 2008; Chowdhury et al., 2010; Babitha et al., 2013), estén 

regulados por este grupo de isoformas de la LH. 

Uno de los experimentos que realizamos nos indicó que el estado de luteinización 

de las células de la granulosa afectó tanto la producción de progesterona, así 

como la producción de VEGF. A pesar de que la producción de progesterona fue 

dosis-dependiente de la concentración de oLH utilizada, la producción de VEGF 

resultó muy variable, con lo cual no se encontró un patrón de respuesta que para 

el caso de las células luteinizadas fuera consistente con nuestras observaciones 

previas que indicaron de que la isoforma básica incrementa la producción de 

VEGF en células de la granulosa no luteinizadas. Nuestros resultados no 
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concuerdan con la observación previa de Christenson y Stouffer (1997) realizados 

en mono Rhesus, en donde encontraron que las células de la granulosa 

luteinizadas in vitro produjeron 8 veces más VEGF que las células de la granulosa 

no luteinizadas por efecto de la hCG. 

Debido a que no nos fue posible evaluar la expresión de VEGF por las células de 

la granulosa estimuladas con las isoformas de la oLH, creemos necesario analizar 

en experimentos futuros la existencia de cambios en la expresión del ARNm para 

VEGF en dichas células. Con esta información se obtendría la correlación entre el 

incremento en la concentración de la proteína y la expresión del gene en 

respuesta a la estimulación con las isoformas de la oLH. 

Finalmente, el hecho de haber demostrado que las isoformas de carga de la oLH 

presentan actividad biológica diferencial para estimular en un sistema homólogo la 

producción de VEGF, abre la posibilidad de realizar estudios in vivo para 

comprobar la consistencia de estos resultados. Actualmente, en nuestro grupo de 

trabajo se está considerando estudiar el efecto de las isoformas de la oLH sobre la 

expresión del VEGF y su actividad  antiapoptótica en el folículo dominante. De 

igual forma, asociado a esta capacidad biológica diferencial sería posible pensar 

que cambios en el patrón de distribución de las isoformas podrían asociarse a 

fallas reproductivas. Tal podría ser el caso de un incremento sustancial en el 

porcentaje de la isoforma ácida, la cual se asoció a la menor producción de VEGF. 

De ser este el caso, sería posible pensar en una angiogénesis deficiente y la 

producción de folículos sin las características deseables para ovular. Sin embargo, 

todo esto queda como temas para estudios subsecuentes.    
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11. CONCLUSIONES  

1.- Con el sistema de extracción y purificación se logró la obtención de isoformas 

de carga de la LH ovina con un adecuado rendimiento y grado de pureza que 

demostró que se trata de isoformas de carga, inmunológica y biológicamente 

activas. 

2.- El sistema de evaluación biológica de LH con células HEK-293 transfectadas 

con el receptor  a LH de rata, fue sensible a las isoformas de la oLH y nos permitió 

diferenciar la potencia biológica entre distintas isoformas. Las isoformas básicas 

generaron la mayor producción de AMPc cuando se comparó con las isoformas 

neutra y ácidas. 

 3.- El desarrollo del cultivo in vitro libre de suero, permitió evaluar el cambio en la 

secreción de VEGF por las células de la granulosa después del estímulo con 

isoformas de la oLH, lo cual resultó en una mayor producción de VEGF por la 

isoforma básica y neutra con respecto a la ácida.   
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