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RESUMEN

Aunque se ha establecido un incremento en la expresion y sintesis del factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) en asociaciéon con la LH, se
desconoce si esta asociacion es similar entre isoformas de carga de la misma
hormona. El presente trabajo doctoral se encaminé a evaluar el efecto de
distintas isoformas de la LH ovina en la expresion y sintesis del VEGF. Para
ello, se obtuvo a la LH a partir del extracto glicoprotéico del I6bulo anterior de
la hipofisis ovina y las isoformas de la hormona se aislaron de esta fraccion
rica en LH mediante el cromatoenfoque. El grupo de isoformas aisladas se
agruparon de acuerdo al rango de pH de elucién en: basicas (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 acidas
(E, pH 6.83-6.19; F, pH 5.98-3.65 y G, pH 3.55-3.66). La actividad bioldgica de
cada isoforma se midi6é con base en la produccién 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 foliculos
dominantes, respectivamente. La actividad inmunoldgica de cada isoforma se
midié con un RIA homdlogo y especifico para LH. La expresion de VEGF se
analizé con un PCR cuantitativo. La actividad inmunoldgica y biolégica de cada
isoforma se compardé contra el patrén NIDDK-oLH-I-2, estimando en cada
curva dosis-respuesta la concentracion inhibitoria (ICso) o estimulatoria (ECso),
respectivamente. Las isoformas basicas (B y C) fueron significativamente mas
inmunoactivas que el patrén de referencia, en tanto que la isoforma neutra (D)
y la medianamente acida (E) resultaron similares al patrén de referencia. Por
su parte, la isoforma F resulté la menos inmunoreactiva. La produccion de
AMPc como un indicativo de actividad bioldgica fue similar entre el patrén de
referencia y las isoformas basicas y la medianamente acida (E); en contraste,
la isoforma neutra (D) y la acida F fueron las menos bioactivas. La produccion
de VEGF fue diferente (p<0.05) al grupo testigo solo a la dosis de 10 ng/ml
tanto en el patrén de referencia como con la isoforma basica (B) y neutra (D).
Asi mismo, la isoforma F mostré una respuesta dependiente de la dosis,
aunque no fue diferente al grupo testigo. La expresion del VEGF en los
extractos de células de la granulosa después del tratamiento con las isoformas
de la LH no fue posible determinar. En conclusion, el grupo de isoformas
aisladas de la hipdfisis mostré un patrén diferencial en sus actividades
inmunoldgicas y bioldgicas, siendo la isoforma de tipo basico la que generé la
mayor produccion de AMPc y VEGF similar al estandar de referencia y la
isoforma acida fue siempre la menos activa.

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



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 1Cs0 and
the ECso, 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 ECso 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 ECs0 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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estandar de un cultivo con cuatro sub-réplicas. 2PDistintas
literales en cada dosis indican diferencias al nivel de p<0.05.
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correspondio al estandar NIDDK-oLH-I-2; la isoforma basica
(B, pH, 9.91-9.02); la neutra (D, pH, 7.73-6.98) y la acida (F,
pH, 5.98-3.65). Se presenta el promedio £ el error estandar
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
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1. INTRODUCCION

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
foliculos, dentro de los cuales los foliculos seleccionados continuaran 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
expresion de receptores para esta gonadotropina en las células de la granulosa le
permite al foliculo responder al pico preovulatorio de LH y continuar con el proceso
de ovulacion (Hunter et al., 2004; Espinoza-Villavicencio et al., 2007; Uribe-
Velasquez et al., 2009). En el foliculo dominante se ha asociado la secrecion 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 estd regulada en parte por factores de
crecimiento, siendo el principal actor, el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF). EI VEGF es un homodimero de 45kDa que en el proceso de
corte y empalme de su mRNA da origen a cinco isoformas, siendo la isoforma
VEGF-A1e4 la predominante y mas estudiada (Kaczmarek et al., 2005). La
actividad biologica del VEGF-A depende de la expresion diferencial de los
receptores de membrana del tipo tirosina-cinasa; el receptor 2 (VEGF-R2 o KDR)
que media su actividad pro-angiogénica, mientras que el receptor 1 (VEGF-R1 o
FIt-1) determina su actividad anti-angiogénica (Park et al., 1993; Zimmermann et
al., 2003; Ferrara, 2004). A nivel folicular el VEGF participa en la proliferacioén, 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
sanguineo al foliculo y que proveen los elementos necesarios para asegurar el
desarrollo final y el transito de foliculo dominante a foliculo preovulatorio,
necesario para la reproduccion de las hembras (Rocha-Araujo et al., 2011).



En rumiantes, la isoforma predominante corresponde al VEGF-A1e4 cuya
expresion y sintesis se lleva a cabo principalmente en las células de la granulosa
de foliculos dominantes (Berisha et al., 2000; Greenaway et al., 2004; Chowdhury
et al.,, 2010). La participaciéon de la LH en la produccién de VEGF, ha sido
reportada, en estudios in vitro, en donde la sintesis y expresion 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 liquido folicular de
foliculos dominantes se presentd después de un bolo de hCG (Hazzard et al.,
1999).

Por otra parte, en ovinos, analizando las estructuras ovaricas mediante
estudios inmunohistoquimicos y de hibridacién in situ, se ha demostrado que la
expresion de VEGF en los foliculos depende de la etapa del ciclo estral asi como
del tamafo folicular; aunque siempre es mayor la cantidad de VEGF en los
foliculos grandes, hay un incremento en los pequenos y medianos durante y
después del pico preovulatorio de LH, observandose una asociacién 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 foliculos preovulatorios presentan
una mayor expresion 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 secrecion preovulatoria de LH
se mostré reduccion en la proliferacion de células endoteliales, densidad vascular
y en la expresion del VEGF en las células granulosas de los foliculos
preovulatorios (Taylor et al., 2004).

A pesar de contar con este cuerpo de evidencias que muestran claramente
que la LH estéa involucrada en la regulacion del VEGF dentro de las células de la
granulosa de foliculos dominantes, y que la LH esta integrada por una familia de
proteinas cuya diferencia de cada miembro se ha atribuido a la estructura de sus
oligosacaridos que se refleja en sus propiedades fisico-quimicas, bioldgicas e

inmunoldgicas (Baenziger y Green,1988; Cooke et al., 1996; Manzella et al., 1996;



Perera-Marin et al., 2007) y que el polimorfismo de la LH se ha observado bajo
distintas condiciones fisiolégicas tanto en extractos de hipofisis (Zalesky et al.,
1992; Helj et al., 1992; Perera-Marin et al., 2008) como en el suero (Perera-Marin
et al., 2005; Arrieta et al., 2006; Rojas-Maya et al., 2007), con resultados que
indican que el patron de distribucién y la secrecion de las isoformas cambia con
cada condicion. En la actualidad, no se ha informado si las diferentes isoformas
de LH muestran distintos efectos en la regulacién de la expresién, sintesis y
secrecion del VEGF. Por lo tanto, el presente trabajo se encamind a probar bajo
condiciones in vitro el efecto de las isoformas de la LH ovina sobre la produccion y
sintesis del VEGF en células de la granulosa obtenidas de foliculos dominantes

de ovejas.



2. ANTECEDENTES

2.1 Origen y funcién de las gonadotropinas: participacion de la LH en la gbnada

femenina

La hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) son
hormonas gonadotrépicas que pertenecen a una familia de glicoproteinas que se
sintetizan, almacenan y secretan dentro de un tipo particular de células basdfilas
llamadas gonadotropos. Dichos gonadotropos comprenden del 10 al 20% de las
células de la adenohipdfisis (Childs et al., 1980) y se dividen en pequefas
(monohormonales) y grandes (bihormonales). Las células grandes representan
aproximadamente el 62% de la poblacién de los gonadotropos; se caracterizan por
tener un diametro aproximado de 400 ym y contienen ambas gonadotropinas,
mientras que los gonadotropos pequenos presentan un diametro aproximado de
200 uym y contienen LH o FSH (Childs et al., 1994). Ambas gonadotropinas se
sintetizan y secretan en respuesta a la estimulaciéon de la hipdfisis con GnRH
producida por el hipotalamo y cumplen un papel fundamental en la fisiologia

reproductiva.

La LH y la FSH se encargan de estimular y mantener el funcionamiento de
las gdnadas, 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 maduracién de los
ovocitos, la secrecidén de estrogenos, la ovulacion, el desarrollo del cuerpo luteo y
la consecuente secrecion de progesterona (Niswender et al., 2000; Murphy, 2000;
Senger, 2003; Hunter et al., 2004). A pesar de que ambas gonadotropinas actuan
de manera concertada en la fisiologia reproductiva femenina, es destacable la
funcién de la LH dentro de la etapa final del desarrollo folicular y durante la
formacion y funcionamiento del cuerpo luteo (Niswender et al.,2000; Murphy,
2000; Berisha y Schams, 2005; Webb y Campbell, 2007). Como el objeto de
estudio en la presente investigacion es la LH, de aqui en adelante trataremos de

presentar unicamente las caracteristicas y funciones de esta gonadotropina.



Durante las fases tempranas de crecimiento folicular, la FSH estimula el
incremento del diametro folicular asi como la secrecion de estrogenos (Senger,
2003; Hunter et al., 2004; Webb y Campbell, 2007). Ademas, la FSH induce la
aparicion de receptores para la LH en las células de la granulosa, con lo cual
continia la maduracién final del foliculo en respuesta a la estimulacion con LH
(Campbell et al., 2003; Webb y Campbell, 2007). Posteriormente, en la etapa
tardia de crecimiento folicular la produccion de estrogenos es suficiente para
retroalimentar positivamente a los nucleos hipotalamicos responsables de la
secrecion 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 ovulacion (Richards et al., 1998; Berisha y Schams,
2005). Durante la luteogénesis, y en respuesta a la estimulacién con la LH, se
inicia el proceso de luteinizacidn de las células de la granulosa, siendo esta la
razon por la cual se mantiene unicamente la secrecion tonica de LH que resulta
fundamental para completar la formacion del cuerpo luteo y estimular la secrecion
de progesterona en las nuevas células luteales (Niswender et al., 2000; Murphy,
2000; Berisha y Schams, 2005).

2.2 Caracteristicas de la LH: composicion molecular y heterogeneidad bioquimica

Desde el punto de vista estructural la LH se compone de dos cadenas
polipeptidicas llamadas subunidades. La uniéon de la subunidad alfa (a) con la
subunidad beta (B) a través de fuerzas no covalentes y en conjunto con distintos
oligosacaridos ayudan a conformar un heterodimero biolégicamente activo. La
subunidad a es idéntica para las diferentes gonadotropinas que se producen en la
hipdfisis de cada especie de mamifero; esta codificada por un sélo 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 glicosilacion
del tipo N-unidos, localizados en el residuo del aminoacido 56 y 83 en el bovino,
ovino, porcino y equino (Cooke et al., 1996; Perera-Marin et al., 2007). En
contraste, la subunidad B es Unica para cada hormona y le confiere su
especificidad biolégica. Esta subunidad esta 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-Marin et al., 2007). Presenta un sélo sitio de
glicosilacion del tipo N-unido localizado en el residuo 13 del aminoacido
asparagina en las especies bovina, ovina y porcina (Cooke et al., 1996; Perera-
Marin et al., 2007).

La estructura primaria de la LH se caracteriza por una secuencia de
residuos de aminoacidos altamente homdloga entre especies, con la posicidon
idéntica de los residuos de cisteina (Combarnous, 1988). La estructura secundaria
se encuentra principalmente en conformacion beta, que es generada por el alto
contenido de prolina, con muy bajo contenido de a-Hélice (Garnier et al., 1975).
La estructura terciaria esta caracterizada por los puentes disulfuro intracadena;
cinco para la subunidad a y seis para la subunidad B (Gharib et al., 1990), los
cuales disminuyen la susceptibilidad a enzimas proteoliticas. Finalmente, la
estructura cuaternaria resulta de la unién de ambas subunidades por medio de
fuerzas no covalentes y de ella se deriva la actividad biologica particular en cada

glicoproteina (Combarnous, 1988).

La sintesis de la LH se inicia en el reticulo endoplasmatico y durante este
proceso se originan diversas modificaciones post-traduccionales como la pérdida
del péptido sefal, ensamblaje de las subunidades y la co-traslacién del fosfolipido
de membrana, dolicol-pirofosforilo, precursor del oligosacarido Glu3Man9CIcNAc2,
que se incorpora en el sitio de glicosilacion Asn-X-Ser/Thr (Asn: Asparagina, S:
Serina, T: Treonina y X representa a cualquier otro aminoacido) de la secuencia
primaria de la proteina recién formada. Una vez incorporado este precursor del
oligosacarido, en el aparato de Golgi sera modificado por exoglucosidasas
(exoglucosidasas | y Il) y por una manosidasa, generando un nucleo comun
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-Marin et al. 2007; Mullen et al. 2013). A partir de este nucleo comun, con la
participacion de diferentes enzimas como la N-acetil-galactosamina transferasa,
N-acetil-glucosamina transferasa, Sulfo-transferasa, Galactosil-transferasa vy

Sialil-transferasa se dara origen al patrén heterogéneo de oligosacaridos



presentes en este grupo de glicoproteinas y que se considera como la base
bioquimica de clasificacion de esta familia de proteinas (Green y Baenziger, 1988;
Cooke et al., 1996; Perera-Marin et al., 2007; Mullen et al., 2013).

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

inmuno-biolégica diferencial: estudios in vitro e in vivo

Como se mencioné previamente, las gonadotropinas son heterogéneas debido, en
parte, al tipo del oligosacaridos ramificados que estan presentes en la molécula y
que, ademas, se encuentran sulfatados o sializados en sus residuos terminales
(Baenziger y Green, 1988; Cooke et al. 1996; Manzella et al., 1996; Perera-Marin
et al. 2007). Esta propiedad de carga particular en cada gonadotropina se refleja
en las diferentes propiedades fisicoquimicas 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 basico (>80%) y el
resto de los miembros de la familia se han obtenido con la disminucion del pH
(Keel et al., 1987; Zalesky et al., 1992; Arrieta et al., 2006). En la LH ovina, ésta
caracteristica de elucion se ha atribuido a la presencia de un alto porcentaje de
oligosacaridos (69%) con residuos terminales sulfatados (Sairam y Schiller, 1979;
Green et al., 1988; Cooke et al., 1996; Perera-Marin et al., 2007). Con base en
esta caracteristica fisicoquimica y mediante el uso del cromatoenfoque como
herramienta analitica de purificacion de proteinas, 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-Marin 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 ademas de
participar en las caracteristicas fisicoquimicas de cada proteina, participa en el
impacto en la biopotencia, en la vida media en circulacién, en el cambio de la
afinidad por su receptor y en la capacidad para estimular la via de senalizacion
(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



que la actividad biolégica de las diferentes isoformas de la LH que eluyen a pH
basico (alcalinas), presentan la mayor actividad en bioensayos in vitro y una mayor
afinidad por el receptor; sin embargo, su tasa de eliminacién de la circulacion es
mas rapida (Burgon et al., 1996). En el caso de la LH que eluye a un pH acido
(acidas), se observa una menor actividad en bioensayos in vitro, pero tienen una
menor tasa de depuracién de la circulacion (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 basica, encontraron que la isoforma con un pH
de 9.99 a 9.84 tuvo una mayor vida media en circulacién y evoco la mayor

produccion de testosterona in vivo.

La actividad bioloégica para distintas isoformas de la LH de origen hipofisario
de mamiferos se ha determinado por medio de bioensayos in vivo e in vitro. De
forma particular, en rumiantes, la actividad biolégica in vivo de la LH y sus
isoformas han generado resultados poco reproducibles. Ejemplo de ello, son los
resultados descritos por Perera-Marin et al., (1996) que evaluaron la bioactividad
de isoformas de origen caprino mediante el bioensayo de la deplecion del acido
ascorbico en el ovario de la rata, en donde la isoforma de origen acido presento la
mayor actividad biolégica cuando se comparé con la isoforma de la LH de origen
neutro. Por otra parte, el mismo grupo reporté con este mismo bioensayo que la
isoforma de la LH bovina de origen basico presentd la mayor bioactividad, seguida
de las isoformas de origen acido (Perera-Marin et al., 2004). Por otra parte,
Chaudhary y Muralidhar (2007), reportaron la bioactividad de isoformas de la LH
de origen caprino mediante la evaluacion del incremento en la prostata ventral de
la rata, con resultados que indicaron una mayor bioactividad en isoformas de
origen acido de la LH. Esta discrepancia entre los diferentes bioensayos se ha
atribuido a que en estos modelos biolégicos in vivo no consideran a la tasa de
depuracion de cada isoforma; adicionalmente, en estos bioensayos se requieren
microgramos de cada isoproteina, lo que demuestra una baja sensibilidad de estos
bioensayos, y la respuesta biolégica dependiente de cada animal.

El empleo del bioensayo in vitro basado en la produccion de andréogenos

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 basicas son las mas
biolégicamente activas que su contraparte acida (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 cuestion 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 cuantificacion de estradiol o testosterona
es una medida indirecta de la actividad biolégica de cada isoforma.

Una alternativa relativamente reciente a los bioensayos clasicos ha sido el
desarrollo de bioensayos basados en la clonacion de receptores para
gonadotropinas. En estudios pioneros utilizando células transfectadas con el cDNA
para el receptor de LH humana se observé que la hCG induce una produccion de
AMPc dependiente de la dosis con una constante de asociacién 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 transfeccién del plasmido para el cDNA del receptor
de la LH humana en una linea celular fija derivada de células de rindn de feto
humano (HEK-293), se logré6 evaluar cambios en la bioactividad de la
gonadotropina coridnica durante el inicio de la prefiez 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 produccion de AMPc después del tratamiento con
distintos aislados de la LH de la hipodfisis de la rata obsesa o diabética con
diferente punto isoeléctrico, que mostré que el aislado de origen basico fue mas
bioactivo al compararlo con el aislado acido (Olivares et al., 2009; Olivares et al.,
2010). Finalmente, con este modelo bioldégico 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 lineas celulares estables, en donde las células clonadas expresan un



numero definido y una poblacibn homogénea de receptores; lo que permite
evaluar de forma directa la hormona biolégicamente activa a través de la
produccion del segundo mensajero, AMPc; presentan una sensibilidad y una
variacion interensayo e intraensayo similar a bioensayos in vitro clasicos (Christin-
Maitre et al., 2000; Galet y Ascoli, 2005).

2.4 Las isoformas de Ila LH como herramientas para detectar cambios

funcionales

Como se describid en los parrafos previos, la LH es una proteina heterogénea,
con un patrén de vida media en circulacion de cada isoforma y diferente afinidad
por su receptor. Adicionalmente, la proporcion de las isoformas circulantes cambia
durante distintas etapas fisiolégicas y/o el medio endocrino dominante en la
hembra, incluyendo efectos asociados con la edad, la pubertad, la etapa de
gestacion, la concentracion circulante de estradiol, los niveles de GnRH y el
estado de nutricion (Stumpf et al., 1992; Zalesky et al., 1993; Kojima et al., 1995;
Perera-Marin et al., 2005; Arrieta et al., 2006; Perera-Marin 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 regulacion diferencial
que tienen las isoformas de la LH en los procesos fisiolégicos del ovario, los
cuales dependen de la regulacién por parte de las gonadotropinas. Un caso
particular de dicha regulacién lo representa la estimulaciéon de la sintesis de
factores de crecimiento como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF).

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

de las distintas isoformas, son las células de la granulosa obtenidas de foliculos 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 foliculo dominante y la produccién de VEGF por las células de la

granulosa

La maduracion de los foliculos preovulatorios, como una preparacién para la
ovulacion y la formacién del cuerpo luteo, requiere del desarrollo de una
microvasculatura adecuada para llevar los niveles necesarios de hormonas y
lipoproteinas unidas al colesterol (Davis et al., 2003). Por lo que, la adquisicion de
un aporte vascular adecuado es posiblemente un paso limitante en la seleccion y
maduracién del foliculo dominante destinado a ovular (Berisha et al., 2008;
Chowdhury et al., 2010). Para ese fin, es necesaria una produccion coordinada de
factores angiogénicos por las células de la teca y de la granulosa del foliculo 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
fisiolégicas como patolégicas. EI ARNm y la proteina del VEGF en el ovario de
primates, ovinos, porcinos, bovinos, humanos, bufalos y ratas, se han localizado
en las células de la teca y granulosas de foliculos antrales y escasamente en
granulosas de foliculos 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 foliculo dominante
expresan receptores para la LH y es alli donde se da la mayor produccion 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 glicoproteina homodimerica con un peso molecular de 45
kDa; durante el corte y empalme del ARN mensajero da origen a isoformas con
distinto numero de aminoacidos; VEGF121, VEGF 145, VEGF 165, VEGF 189 y VEGF206
(Kaczmarek et al., 2005). Su actividad biolégica 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 VEGF 164,
cuya expresion y sintesis se lleva a cabo principalmente en las células de la
granulosa de foliculos dominantes (Berisha et al., 2000; Greenaway et al., 2004;
Chowdhury et al., 2010). En este sentido, en los ovinos se demostrd, mediante
estudios de inmunohistoquimica e hibridacion in situ, que la expresion del VEGF
en los foliculos se incrementa conforme aumenta el diametro 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 asociacion positiva con la expresion y sintesis 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 observé que las células de la granulosa de foliculos preovulatorios
presentaron una mayor expresion del gene para VEGF durante el pico
preovulatorio de la LH (Berisha et al., 2008).

El VEGF en el foliculo ovarico se encarga de regular la proliferacion, la
supervivencia y permeabilidad del endotelio vascular (Park et al., 1993; Taylor et
al., 2007; McFee y Cupp, 2013). En primates no humanos, la disminucién en la
proliferacion de células endoteliales, en la densidad vascular y en la expresion del
VEGF en las células de la granulosa de foliculos preovulatorios se ha asociado
con una inhibicion del pico preovulatorio de la LH (Taylor et al., 2004).
Adicionalmente, un incrementd en la sintesis (ARNm) y secrecion del VEGF de
células de la granulosa de los foliculos 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 ovulacién de
foliculos preovulatorios de primates no humanos se asocié con la inhibicién 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 seleccion de foliculos preovulatorios y en la ovulacion.
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La asociacion de la LH como regulador de la expresién del VEGF, se ha
descrito en estudios in vitro e in vivo. Estudios in vitro, han encontrado que la
sintesis y expresion 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) vy LH bovina (Babitha et al., 2013; Babitha et al., 2014); in vivo, el
incremento de VEGF en el liquido folicular de foliculos dominantes se presento
después de un bolo de hCG (Hazzard et al., 1999); a través de desarrollo del ciclo
estral ovino, y mediante estudios inmunohistoquimicos e hibridacion in situ en
estructuras ovaricas se ha observado un cambio en la inmunolocalizacién y un
incremento en la expresion del VEGFR2 y del VEGF en concordancia con el
tamano folicular; adicionalmente este cambio fue mayor durante el pico
preovulatorio y post-pico de LH comparado con la fase lutea 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 analizd el patrén angiogénico dentro del
ovario, mostraron que el bloqueo del pico preovulatorio de la LH, generd un
impacto negativo en la proliferacion de células endoteliales, densidad vascular y
en la expresiéon del VEGF en las células de la granulosa de los foliculos

preovulatorios (Taylor et al., 2004).

El mecanismo por el cual la LH induce la expresion y sintesis 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 activacion de la
adenilato ciclasa asociado a la transcripcién del VEGF. Recientemente, Zhang
(2011) y Liao (2012) analizaron la respuesta de las células luteas y la linea celular
OVCAR-3 después del tratamiento con hCG con resultados que establecen la
posibilidad que la via de sefializacién de fosfatidil inositol (IP3K/mTOR) contribuya

a la activacion 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 esta involucrada en la regulacién del VEGF dentro de las células de la
granulosa de foliculos dominantes, se desconoce si las distintas isoformas de la
LH estimulan en la misma magnitud la produccién de dicho factor angiogénico.
Esto a pesar de que esta claramente documentado que la LH esta integrada por
una familia de proteinas cuya diferencia de cada miembro se ha atribuido a la
estructura de sus oligosacaridos que se refleja en sus propiedades fisico-
quimicas, biolégicas e inmunolégicas (Baenziger y Green, 1988; Cooke et al.,
1996; Manzella et al., 1996; Perera-Marin et al., 2007). Por lo tanto, el presente
estudio doctoral se encamind a evaluar bajo condiciones in vitro el efecto de las
isoformas de la LH ovina sobre la produccion de VEGF en las células de la
granulosa obtenidas de foliculos dominantes ovinos. Adicionalmente, se evaluo la
capacidad de la actividad biolégica de las isoformas a través de la produccion de
AMPc en un sistema heterdlogo en las células HEK-293 transfectadas con el

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

Las distintas isoformas de carga de la oLH regulan en las células de la granulosa
de foliculos dominantes, la produccion 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 secrecion del VEGF en las células de la granulosa de foliculos

dominantes de la especie ovina.

Objetivos particulares:

1.- Obtener el extracto glicoprotéico de glandulas pituitarias de ovino. Su
purificaciéon en el intercambiador idnico, CM-Sepharosa, para la obtencion de la

fraccion rica en la hormona luteinizante ovina (oLH).

2.- Purificar la fraccion rica en LH ovina mediante el cromatoenfoque, con lo que
se obtendran las principales isoformas de carga de la hormona luteinizante ovina
(oLH).

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

RIA homdlogo y especifico para LH.

4.- Evaluar la actividad biologica in vitro de cada isoforma aislada, mediante la
produccion 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 foliculos
dominantes ovinos y evaluar en el cultivo: 1) El efecto de cada isoforma de oLH
sobre la produccion de VEGF, bloqueando la sintesis de progesterona con
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trilostano. 2) Evaluar la produccion de VEGF en células de la granulosa

luteinizadas y no luteinizadas.

6.- Evaluar mediante PCR en tiempo real los cambios en la expresion 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. PURIFICACION DE LA HORMONA LUTEINIZANTE OVINA
(oLH) Y OBTENCION DE SUS ISOFORMAS.

6.1 Introduccion

La hormona luteinizante (LH) es una glicoproteina que se sintetiza y secreta en los
gonadotropos de la hipdfisis anterior. Quimicamente, la LH esta formada por dos
cadenas polipeptidicas, a y B en unién no covalente (Combarnous, 1988). Dentro
de una misma especie, la cadena polipéptidica a es comun a todas las
glicoproteinas presentes en la hipofisis; en contraste, la cadena polipéptidica 8 le
confiere su alta especificidad bioldgica e inmunoldgica a cada glicoproteina (Creus
et al., 2001).

Durante el proceso de sintesis, la LH sufre modificaciones post-
traduccionales que le permiten incorporar residuos de oligosacaridos del tipo N-
unidos con diferente proporcion de sulfato y acido sialico (Baenziger y Green,
1988). Esta variacion especifica se considera la principal base bioquimica de la
diferenciacion entre isoformas de carga de las gonadotropinas presentes en la
hipofisis y en la circulacion (Baenziger et al., 1992). Este polimorfismo estructural
generado, en parte por el patron de glicosilacion, confiere cambios en las
propiedades fisicoquimicas, inmunoldgicas y biolégicas 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 hipdfisis (Zalesky et al., 1992; Hejl
et al., 1992; Perera-Marin et al., 2008) como en el suero (Perera-Marin et al.,
2005; Arrieta et al., 2006; Rojas-Maya et al., 2007), con resultados que indican que
el patron de distribucion y la secrecion de las isoformas de esta hormona cambia

con la condicion fisiologica.
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El empleo de diversas estrategias de purificacion de proteinas como lo es el
intercambio i6nico (Perera-Marin et al., 1996; Perera-Marin et al., 2004), la
cromatografia de interaccidén hidrofébica (Jack et al., 1987; Hiyama et al., 1990) y
el cromatoenfoque (Grotjan et al., 1991; Kojima et al., 1995; Perera-Marin et al.,
2005; Perera-Marin et al., 2008) han permitido identificar el patron de distribucion
de las isoformas de la LH en diferentes fluidos biologicos; asi mismo, con estas
metodologias se han logrado purificar grupos de isoformas de la LH de la hipdfisis.
El numero de proteinas identificadas y aisladas, asi como su rendimiento depende
de la capacidad resolutiva de cada procedimiento.

Aunque esta disponible esta informacion y se cuenta con el procedimiento
de obtencion de isoformas de la LH de la hipdfisis bovina mediante el intercambio
cationico (Perera-Marin et al., 2004), nuestro grupo de investigacion describio
recientemente el procedimiento de obtencién de cinco isoformas de carga de la LH
bovina mediante el cromatoenfoque (Ortega-Ledn et al.,, 2016), lo que abre la
posibilidad de utilizar esta ultima estrategia de purificacion de proteinas para
obtener por primera vez isoformas (basicas, neutra y acidas) 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 limité a isoformas basicas de la oLH. Por lo
tanto, el primer objetivo de este trabajo doctoral se encamindé a obtener cantidades
suficientes de isoforma de la LH de la hipdfisis ovina para realizar su
caracterizacion fisicoquimica e inmunoldgica, parametros que nos permitan
continuar con su caracterizacion biologica y facilitar el estudio de su participacién

en diferentes procesos de la fisiologia reproductiva.

6.2 Materiales y métodos

6.2.1 Coleccion de las hipofisis

Se colectaron las hipodfisis de 200 ovinos sanos adultos, sin distincion de sexo o
condicion fisiologica, en el rastro municipal de Capulhuac, Estado de Meéxico.
Previo al sacrificio, cada animal se aturdié con una pistola de perno cautivo y se le
retir6 la cabeza. La hipdfisis se recuperé y se depositd en amortiguador de

fosfatos (50 mM, pH 7.2) para su transporte. Las hipdfisis se limpiaron del tejido
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que las rodeaba y los I6bulos anteriores o adenohipdfisis se almacenaron a -80°C
hasta su procesamiento. Todos los pasos de extraccion y purificacion se realizaron
a4°C.

6.2.2 Obtencion del extracto glicoprotéico de las adenohipofisis

El extracto glicoprotéico (EGP) se extrajo de las adenohipdfisis ovinas de acuerdo
al método descrito para el EGP bovino (Perera-Marin et al., 2004). En breve, 200
adenohipofisis con un peso humedo aproximado de 105 g se homogeneizaron en
una solucion de acetato de amonio al 10%, pH 7.0, que contenia 10.0 mM de
fenilsulfonilmetilfluoruro (PMSF) con una relacion de 10 ml de solucién por gramo
de tejido humedo.

Una vez obtenido el homogeneizado se agitdé mecanicamente y 24 h
después se centrifugd a 12,000 xg por 45 min; el precipitado obtenido de la
centrifugacion (R0O) se descarté y el sobrenadante recibié un volumen de etanol
que correspondid al 40% del volumen total. La suspensién con el etanol
permanecié en agitaciéon durante 24 h y después se centrifugd. Las proteinas
precipitadas después de la centrifugacion se descartaron (R1) y el sobrenadante
recibié un volumen de etanol puro que correspondio al 85% del volumen total. Esta
suspension permanecio en reposo durante 48h y al término, el sobrenadante se
elimind y las proteinas precipitadas se recuperaron por centrifugacion. A este
grupo de proteinas se les denomind extracto glicoprotéico (EGP). EI EGP se
resuspendid en agua desionizada, se dializé (membrana de didlisis; spectra/por #
4, con limite de exclusion de 12 a 14 kDa) durante 24 h con cambios de agua

desionizada cada 8 horas y al termind se liofilizé para su procesamiento posterior.

6.2.3 Purificacion del extracto glicoprotéico

Del total del extracto glicoprotéico (EGP) recuperado, unicamente se purificaron
285.3 mg de proteina en el intercambiador catidonico CM-Sepharosa en
condiciones similares a las descritas para el EGP de bovino (Perera-Marin et al.,
2004). Para ello, el EGP se resuspendio en 50 ml de acetato de amonio 5.0 mM,
pH 5.1, solucion que se conservo en agitacion durante 16 h y el material insoluble

después se descartdé por centrifugacién (12,000 x g por 5 min a 4°C). El
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sobrenadante por su alto contenido de proteina se dividid en dos lotes para su
purificaciéon. El lote A comprendid un volumen de 20 ml que contenia una
concentracion 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 purificé 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 volumenes de acetato de amonio
5.0 mM, pH 5.1. La fraccién de proteina en cada columna se eluyé con un
gradiente escalonado de acetato de amonio a diferente pH, a saber; 0.005 M, pH
51;0.1M,pH6.8y 1.0 M + 0.1 M de glicina, pH 9.5.

En cada corrida cromatografica se colectaron fracciones de dos ml con un
flujo de 23 ml/h y el patrén de elucion del extracto glicoprotéico se monitored por
espectrometria a 280 nm. El cambio de amortiguador ocurrié cuando la densidad
optica del efluente fue cercana a cero. Cada pico de proteina que se recupero, se
identificé en funcién del pH de elucion, a saber; CM-1ab para el pico de proteina
colectado a pH 5.1; CM-2ab, colectado a pH 6.8; CM-3ab pico de proteina
recuperada a pH 9.5 y las proteinas que no eluyeron con el gradiente de acetato
de amonio y que se recuperaron con 1.0 M de NaCl, se le denominé fraccién S.
Cada pico de proteina se dializd y liofiliz6 como se describié para el extracto
glicoprotéico.

Previo a la obtencion de las isoformas de carga de la LH se realiz6 el
analisis electroforético en SDS-PAGE de cada pico de proteina recuperado
durante la cromatografia en CM-Sepharosa, y adicionalmente a cada una de estas
proteinas se determind la cantidad de LH inmunoreactiva con un RIA especifico
para LH ovina. Al final, la fraccion CM-3ab de los lotes A y B se mezclaron y se

calculd la LH en la mezcla.

6.2.4 Obtencion de las isoformas de carga de la LH

La obtencién de las isoformas de carga de la LH se realizé por medio del
cromatoenfoque (Perera-Marin et al., 2008) a partir de la fraccion CM-3ab que se
recupero a pH 9.5 durante la purificacion del EGP en CM-Sepharosa. La fracciéon
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CM-3ab, presentd un patron electroforético en SDS-PAGE similar al estandar
NIDDK-oLH-I-2 y mostré el mayor contenido de LH inmunoreactiva.

El contenido total de la fraccion CM-3ab (22.9 mg de proteina) se
resuspendid6 en 3 ml del amortiguador Pharmalyte (Pharmacia Biotech AB,
Uppsala Sweden) diluido 1:45 con agua desionizada y ajustado a pH 7.0. La
proteina en solucion se cargd en una columna (27cm x 0.7 i.d) pre-empacada con
el intercambiador ionico PBE-118 (Polybufffer exchanger for chromatofocusing,
capacity: 50.4 ymol. pH unit'ml', Pharmacia, Biotech, Piscataway, NY), que fue
equilibrada previamente con 20 volumenes (1 volumen=10.4 ml) de 25.0 mM de
trietilamina a pH 11.0 y conservada a 4°C. Previo a la aplicacion de la proteina, la
columna recibié tres ml de amortiguador Pharmalyte, pH 7.0 para evitar la
exposicion de la muestra a un pH extremo.

La proteina se eluyd con el amortiguador Pharmalyte con un flujo de siete
mi/h y se colectaron fracciones de dos ml. En cada fraccidén colectada se midio el
pH y se determiné la densidad éptica a 280 nm. Una vez detectado el pH 7.0 en
mas de diez fracciones consecutivas se realizd 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 proteinas que eluyen de
pH 7.0 a 3.5. Cuando se detect6 el pH 3.5 en mas de diez fracciones consecutivas
se aplicé una solucién 1.0 M de NaCl y se colectaron 20 fracciones mas.

Con el registro de pH y la densidad 6ptica, cada fraccion se neutralizé de
acuerdo al pH de eluciéon. Las fracciones colectadas entre el pH 11.0 a 7.0 se
neutralizaron con 200 ul de una solucién Tris-HCI, 1.1 M, pH 7.4. Las fracciones
colectadas entre el pH de 6.99 a pH 3.5 y aquellas proteinas que no eluyeron con
el gradiente de pH se neutralizaron con 200 ul 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 observé un pico de proteina: Isoformas Basicas, 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 Acidas; 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 proteinas se dializaron y se liofilizaron hasta su analisis. En

el diagrama 1 se resumen los pasos de extraccion, purificacion y caracterizacion
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de la LH y sus isoformas.

200 adenohipofisis
de ovino (105 g)

Homogeneizado en CH3ICOONH4 10%,
pH 7.0 + PMSF 0.1 mM
(agitacion por 24 h y centrifugacion a 12,000 x g/45 min/4°C)

‘ Precipitado o RO |

Etanol 40%
(agitacion por 24 h y centrifugacion
a 12,000 x g/45 min/4*C)

| ‘ Precipitado o R1

Etancl 85% {reposari12 h,
centrifugar 12,000 x g/45 min/
4°C)

Extracto
glicoprotéico

Cromatografia . = o
: : romatoenfoque
de intercambio e oq

cationico (rica en oLH)

Electraforesis Western blot

' Radioinmunoandlisis |
[ Radioinmunoandisis |

Diagrama 6.1. Pasos de la extraccién, purificacion y caracterizacion de la LH y sus

isoformas de adenohipdfisis ovina.

6.2.5 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteina en cada paso de extraccién y purificacion de la LH y

sus isoformas se determin6 con el método de Bradford (Bollag y Edelstein, 1991),

utilizando albumina sérica bovina (BSA) como patron de referencia (Albumine

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

polvo de cada fraccion se resuspendié en 100 ul de agua desionizada; de esta

solucion se analizaron fracciones desde 1 a 10 pl.
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6.2.6 Determinacion del peso molecular

El peso molecular de cada fracciéon de proteina obtenida durante la extraccion y
purificacion de la LH y sus isoformas se determiné 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
analizé a una concentracion de 1 pg de proteina en ausencia (condiciones no
reductoras) o presencia de 2p3-mercaptoetanol (condiciones reductoras); Al término
de cada corrida electroforética cada gel se tiid 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 pretefidos (Bio-Rad Laboratories, Inc).

6.2.7 Identificacion de proteinas inmunoreactivas a LH

El peso molecular de las proteinas inmunoreactivas como LH se determind por
medio de la inmunotransferencia (Towbin et al., 1979). Para ello, el extracto
glicoprotéico y aquellas proteinas obtenidas durante la cromatografia de
intercambio cationico (CM-Sepharosa), asi como las fracciones de proteina
colectadas durante la purificacion de la CM-3ab en el cromatoenfoque, se
analizaron a una concentracion de 100 ng de proteina en una electroforesis en
SDS-PAGE. Una vez concluida la electroforesis, las proteinas contenidas en el gel
se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (0.45 um trans, blot, Bio-Rad)
utilizando una camara Trans-Blot® Semi-Dry (Bio-Rad, USA) aplicando 200 mA
durante 75 minutos. Al término, la membrana se bloqued con una solucion de
TBS-T (0.02M Tris, 0.15M NaCl, Tween 20, 0.05%, pH 7.5) que contenia 3% de
BSA, durante 60 minutos y después se lavo e incubd durante 16h a 4°C con el
anticuerpo primario generado en conejo (anti-oLH-26, 1:1000, previamente
validado). Concluido este tiempo, la membrana se lavé con TBS-T vy
posteriormente se incubd 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

23



se lavé y el complejo inmunoreactivo fue detectado por quimioluminiscencia
(Immobilon™ Western Chemiluminescent HRP Sustrate, Millipore Corporation,
Billerica, MA, USA).

Este mismo procedimiento de inmunoanalisis se realizdé de forma particular
en tres isoformas de la oLH seleccionadas por su punto isoeléctrico (pl); a saber:
isoforma basica B, pH 9.91 a 9.02; isoforma neutra D, pH 7.73 a 6.98 e isoforma
acida F, pH 5.98 a 3.65. En este estudio, cada isoforma se analizé6 a una
concentracion de 200 ng de LH inmunoreactiva. Una vez realizada la corrida
electroforética, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
(0.45 pm) por medio de un trans blot semi cell (Bio-Rad) durante 75 minutos a 200
mA. Transferidas las proteinas, la membrana de nitrocelulosa se secé durante 5
minutos, posteriormente se equilibré con TBS por 5 minutos, una vez terminado
este proceso, la membrana se colocd en la caja de doble compartimento (Blot
Holders - Millipore) siguiendo las indicaciones del fabricante, para ello, la caja se
humedecié con TBS (Tris, 0.02M, NaCl 0.5M) y se colocé la membrana de
nitrocelulosa que contenia las proteinas transferidas, posteriormente la membrana
fue lavada con TTBS (TBS + Tween 0.1%) y bloqueada con BSA al 1%. Al
término, se incubd con el anticuerpo primario (anti-oLH-26, 1:500) durante 10
minutos, enseguida se realizaron tres lavados con TTBS y se incub6d 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)
utiizando para ello 150 pl del agente de color A (azul de tetrazolio en
dimetilformamida), 150 pl 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 Cuantificacion de la LH inmunoreactiva
La concentracion de LH inmunoreactiva se realizé con un radioinmunoensayo
(RIA) homdélogo en fase liquida previamente validado (Perera-Marin et al., 2005).

Las fracciones analizadas correspondieron a las proteinas obtenidas durante la
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extraccion, purificacion de la LH y sus isoformas. El trazador del ensayo se obtuvo
incorporando el Na'?%| al estandar NIDDK-oLH-I-2 con el método del IODO-GEN
(Perera-Marin et al., 2004) y el mismo estandar se utilizdé como patron 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 utilizé a una dilucién de
trabajo 1:40,000 en presencia de suero normal de conejo a una dilucién de 1:1600.
El complejo antigeno-anticuerpo formado después de 48 h de incubacién se
acoplé a un anticuerpo secundario (anti-IgG de conejo generado en burro) diluido
1:80 incubado por 24h. Finalmente, mediante centrifugacién (1500 xg por 15
minutos a 4°C) el complejo antigeno-anticuerpo se separé de la fraccién no unida,
previa adicion de 1 ml de amortiguador PBS 0.05M, pH 7.2 que contenia BSA al
0.1%. La fraccién inmunoprecipitada se analizé en un contador de radiaciones
gamma. La concentracion de LH inmunoreactiva se calculé en funcion de la dosis
obtenida al 50% (ICso) en la curva dosis-respuesta del %B/B0 vs logaritmo de la
dosis. Con ello, se realizd la comparacion entre los parametros ICso y la pendiente
de Hill (DeLean et al., 1978).

La concentracion cuantitativa de LH inmunoreactiva se determin6 a partir
del célculo del parametro ICso, definido como la concentracién de proteina (ng de
proteina/tubo) que causo el 50% de inhibicion en la respuesta del %B/Bo. Para lo
anterior se utilizé el programa estadistico Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc.,
USA) que incluyé las ecuaciones de Hill. Ambos parametros, ICso y la pendiente
de Hill se compararon con la prueba de F de la suma de cuadrados, probando
como hipotesis nula que estos parametros son idénticos entre cada par de
hormonas evaluadas; si se obtiene un valor de p>0.05, se concluye que el
parametro es el mismo para los dos ajustes (Borromeo et al., 2004).
Adicionalmente, se utilizd ANOVA de una via seguida de la prueba de
comparaciéon multiple de Tukey para determinar diferencias significativas (p<0.05)

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

Durante el proceso de extraccion del tejido adenohipofisario se generé el extracto
glicoprotéico con un rendimiento de 460 mg de proteina y un contenido de 64.0 +
14.9 ug de LH por mg de proteina.

De la cantidad de extracto glicoprotéico analizado en el intercambio
cationico (285.32 mg de proteina) y como se indico en la seccion de materiales y
meétodos, esta cantidad de proteina se dividid en dos lotes (A y B) para una mejor
separacion. El lote A se distribuyé en tres picos de proteina (Fig. 1), siendo la
fraccion que eluyd a pH 9.5 (CM-3ab) donde se concentroé el contenido de LH con
un incremento de 8.4 veces mas cantidad de LH con respecto al extracto
glicoprotéico (Cuadro 1). De forma similar, el lote B (Fig. 2) mostrd un patrén de
distribucién con un incremento en la cantidad de LH inmunoreactiva en la fraccién
CM-3ab de 5.4 veces mas al compararlo con el extracto glicoprotéico (Cuadro 1).

El patron de respuesta de las fracciones recuperadas durante el proceso de
purificacion del EGP en CM-Sepharosa de ambos lotes, en el inmunoensayo
especifico para LH se presenta en las figuras 3 y 4, respectivamente. La fraccion
CM-3ab de ambos lotes mostré6 una curva de desplazamiento inversamente
proporcional a la dosis de proteina, paralela al estandar que al calculo de la
actividad inmunoldgica a partir del parametro ICso resultdé cercana al estandar de
referencia (Cuadro 2). Siendo este resultado diferente al de las otras fracciones.

La fraccion CM-3ab en el cromatoenfoque se distribuyé a lo largo del
gradiente de pH en siete picos de proteinas, cada pico correspondié a una
isoforma (Fig. 5). Del total de la proteina analizada se recupero solo el 38.94%
(8.92 mgq); siendo el 16.02 % (3.67 mg) de la cantidad total de proteina que eluy6
entre el pH 10.56 a pH 7.83 (isoformas basicas), mientras que 1.44% (0.33 mg) de
la proteina total eluyé entre pH 7.73 a 6.98 (isoforma neutra) y el 21.17% (4.85
mg) del total de proteina eluy6é entre pH 6.83 y pH 3.5 (isoformas acidas). La
fraccion de proteina que eluy6 con NaCl (S) correspondié al 0.31% (0.07 mg). Del
total de LH inmunoreactiva recuperada (4.99 mg), el 73.55% se obtuvo a pH
basico, mientras que a pH neutro el 6.61% y a pH acido el 19.84%. El rango de
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pH, la cantidad de LH inmunoreactiva y el porcentaje de recuperacién de cada
isoforma se resumen en el Cuadro 3.

El patron electroforético en SDS-PAGE en ausencia y presencia de (-
mercaptoetanol del patron de referencia (NIDDK-oLH-I-2), del EGP y de cada
fraccidon recuperada durante la purificacién del EGP en CM-Sepharosa se presenta
en la Fig. 6. El patrén electroforético en ausencia de p-mercaptoetanol
(No Reductoras) se caracterizd en el patron de referencia, el EGP y el CM-3ab
(Panel 1) por la presencia de dos proteinas con un peso molecular de 36.5 y 23.4
kDa, mientras que el patron para las fracciones CM-1ab, CM-1cd y CM-2ab se
caracterizé por una proteina de 55 kDa y una amplia variedad de proteinas de
mayor peso molecular. El analisis del patron electroforético en presencia de [3-
mercaptoetanol (Reductoras) se caracterizo por la presencia de dos proteinas con
un peso molecular de 23.4 kDa y 20.8 kDa, proteinas ausentes en las fracciones
CM-1ab, CM-1cd y CM-2ab (Panel Il). El analisis por inmunotransferencia en
ausencia de [(B-mercaptoetanol (No Reductoras) confirmé que las proteinas de
36.5 kDa y 23.4 kDa identificadas previamente en el patron de referencia, en el
EGP y la fraccion CM-3ab correspondieron a proteinas inmunoreactivas a LH que
correspondieron a la forma nativa y a la subunidad beta de la LH (Fig. 7).

El patron electroforético en SDS-PAGE en presencia de (-mercaptoetanol
(Reductoras) para el estandar NIDDK-oLH-I-2 y las isoformas purificadas (Fig. 8)
denotdé en cada fraccidon una proteina de peso molecular de 36.5 kDa (poco
intensa), Sin embargo, en esta condicion se incrementd la presencia de dos
proteinas con un peso molecular de 23.4 kDa y 20.8 kDa, respectivamente. En el
caso de las isoformas C, D y E, ademas de estas proteinas, se observd la
existencia de una proteina con un peso aproximado de 15 kDa. Las isoformas F y
G en las mismas condiciones muestran un patrén de proteinas mas heterogéneo y
las proteinas de 23.4 y 20.8 kDa muy poco definidas.

El analisis electroforético del estandar de referencia y de cada isoforma en
presencia de B-mercaptoetanol (Reductoras) por medio de la inmunotransferencia
(Fig. 9), confirmo que las proteinas peso molecular aproximado de 23.4 y 20.8 kDa

correspondieron a elementos del heterodimero de la LH tanto en el estandar de
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referencia y las isoformas A, B, C, D y E, sin embargo; bajo estas condiciones el
patrén de proteinas inmunoreactivas a LH para las isoformas F y G no se observo.
Un re-analisis del inmunoblot en ausencia (No Reductoras) o en presencia
(Reductoras) de B-mercaptoetanol a una concentracion de 200 ng de LH
inmunoreactiva para el estandar y las isoformas B, D y F, isoformas que por su
punto isoeléctrico representaron el gradiente de pH del cromatoenfoque,
mostraron un similar patrén de proteinas inmunoreactivas de peso molecular
aproximado de 36.5, 23.4 y 20.8 kDa, respectivamente (Fig. 10).

La respuesta de cada isoforma y el patron de referencia en el ensayo
inmunoldgico de LH fue dependiente de la dosis, como se aprecia en la Fig. 11,12
y 13 para las isoformas basicas, neutra y acidas, respectivamente. Asi mismo, no
se observé ningun cambio significativo en el valor de cada pendiente de las curvas
entre proteinas (Cuadro 4). La dosis calculada al 50% (ICs0) de la curva de
inhibicién entre el %B/B0 vs. la dosis de proteina ensayada entre isoformas,
denot6 diferencias, siendo las isoformas basicas (B y C) las proteinas
inmunolégicamente mas activas, mientras que el patrén de referencia (NIDDK-
oLH-1-2), la isoforma neutra (D) y la medianamente acida (E) no presentaron
diferencia a la dosis ICso (Cuadro 4). De forma particular se observé que se
requirio 7.5 veces mas proteina de la isoforma F (pH, 5.98-3.65) para alcanzar el

ICs0, y este parametro en la isoforma G (pH, 3.55-3.66) no se pudo determinar.

6.4 Discusion
En este estudio se demostré que las proteinas aisladas del I6bulo anterior de la
hipéfisis mediante el cromatoenfoque contenian caracteristicas fisicoquimicas e
inmunoldogicas a LH con un comportamiento de respuesta inmunoldgica
diferencial entre proteinas. Este grupo de isoformas mostraron un mismo patrén
de pesos moleculares que el de referencia (NIDDK-oLH-I-2). Asi mismo, este
grupo de isoformas representaron diferentes proporciones de la LH total (fraccién
CM-3ab), donde predominaron las isoformas basicas.

Durante la purificacion del EGP en CM-Sepharosa se obtuvo una fracciéon

que eluyé a pH 9.5 (CM-3ab) y que concentré a la LH. Esta fraccidon de proteina
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mostré caracteristicas fisicoquimica e inmunoldgicas similares a la LH de
referencia. Estas observaciones son consistentes con lo reportado para extractos
hipofisarios obtenidos de rumiantes (Carranza et al., 1994; Perera-Marin et al.,
1996; Perera-Marin et al., 2004). Por otra parte, el analisis de la heterogeneidad
de la fraccion CM-3ab por medio del cromatoenfoque resulté similar al patrén
observado en la fraccidén rica en LH, obtenida de extractos hipofisarios de la
especie bovina (Ortega-Leodn et al., 2016), asi como al patron de elucion que se
observo durante el andlisis de extractos hipofisarios ovinos (Zalesky et al., 1992) y
bovinos (Perera-Marin et al., 2008). El patrén de distribucion de la LH en este
estudio y otros confirmé una predominancia de proteinas inmunoreactivas a LH

que eluyeron en el rango de pH basico.

Cada isoforma aislada presenté un patréon de peso molecular similar al
estandar (NIDDK-oLH-I-2); en condiciones no reductoras predominé una proteina
de 36.5 kDa y que correspondié al heterodimero de la LH (Perera-Marin et al.,
2004). La presencia de las proteinas con peso molecular de 23.4 y 20.8 kDa en
condiciones reductoras confirmé que la LH es una glicoproteina heterodimérica
formada por subunidades (B y a, respectivamente). Estos resultados en conjunto
se asemejan a lo reportado para la forma nativa de la LH y para cada subunidad
de esta proteina en esta y otras especies (Sairam y Schiller, 1979; Carranza et al.,
1994; Perera-Marin et al., 1996; Chaudhary y Muralidhar, 2007; Borromeo et al.,
2014). El analisis de cada isoforma mediante la inmunotransferencia confirmé que
la proteina con un peso molecular relativo de 36.5 kDa, asi como las proteinas con
un peso molecular de 20.8 y 23.4 kDa correspondieron a la estructura de la LH.

El analisis electroforético de las isoformas acidas (F y G) en condiciones
reductoras denoté la presencia de una proteina con alto peso molecular =75kDa
inmunoreactiva a la LH. La posibilidad de que se trate de una proteina
contaminante se puede descartar ya que el anticuerpo utilizado para el analisis
de la LH inmunoreactiva fue previamente caracterizado para LH ovina (Arrieta et
al., 2006) y bovina (Perera-Marin et al., 2008), en donde se demostré su alta
especificidad para discriminar proteinas estructuralmente relacionadas con la LH.
Por lo tanto, se puede afirmar entonces que esta proteina es un agregado
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molecular de la hormona ya que con el tratamiento de B-mercaptoetanol no se
disgrego.

El patron electroforético de las isoformas C, D y E bajo condiciones reductoras
mostrd la presencia de una proteina con peso molecular aproximado de 15 kDa,
proteina no inmunoreactiva a LH a través del analisis por medio de la
inmunotransferencia, lo que sugiere que se trata de una proteina contaminante y
que se concentro en el rango de elucion 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 proteina en condiciones reductoras con un peso
molecular similar (Manjunath et al.,, 1982). Finalmente, no se descarta la
posibilidad de un rompimiento proteolitico de alguna de las subunidades (Stanton
et al., 1993). Es interesante mencionar que en estudios previos de este laboratorio
en la especie bovina se present6 un patron similar de proteinas (Ortega-Ledn et al.,
2016).

6.5 Conclusion

El sistema de extraccion del tejido adenohipofisario ovino permitié obtener un
extracto glicoprotéico con alto contenido en LH. La purificacién de este extracto
glicoprotéico en el intercambiador catidonico CM-Sepharosa generé una fraccion
que concentrd la LH y mediante una repurificacion con el cromatoenfoque permitié
aislar siete isoformas de la oLH, proteinas que presentaron un patréon de pesos
moleculares similares al patrén de referencia y cuya actividad inmunologica (RIA)

fue distinta.
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Fig. 6.1. Patrén de elucién del extracto glicoprotéico (EGP) del lote A en la
cromatografia de intercambio cationico (CM-Sepharosa). La columna se eluyd con
un gradiente de acetato de amonio (AcNH4) a diferente pH. Cada pico de proteina
se monitore6 a 280 nm.
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Fig. 6.2. Patron de elucion del extracto glicoprotéico (EGP) del lote B en la
cromatografia de intercambio catidnico (CM-Sepharosa). La columna se eluyé con

un gradiente de acetato de amonio (AcNH4) a diferente pH. Cada pico de proteina
se monitore6 a 280 nm.
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Cuadro 6.1. Cantidad de proteina y concentracion de LH inmunoreactiva por mg de proteina de las distintas fracciones
recuperadas durante la purificacion del extracto glicoprotéico en CM-Sepharosa.

Proteina’ (mg)

ug de LH? /mg de proteina

Lote Lote
Fraccion 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 +£4545
' Método de Bradford
2 RIA homologo de LH
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Fig. 6.3. Lote A. Curvas dosis-respuesta obtenidas en el RIA homdlogo y
especifico para LH para cada fraccién recuperada durante la purificacion del
extracto glicoprotéico (EGP) en CM-Sepharosa.
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Fig. 6.4. Lote B. Curvas dosis-respuesta obtenidas en el RIA homdlogo y
especifico para LH para cada fraccion recuperada durante la purificacion del
extracto glicoprotéico (EGP) en CM-Sepharosa.
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Cuadro 6.2. Parametros de la actividad inmunolégica especifica a LH y dependiente de la dosis para el estandar oLH y
para los diferentes productos obtenidas del EGP durante su purificacion el intercambio i6nico CM-Sepharosa. Los
parametros fueron obtenidos de las curvas no lineales ajustadas del %B/B0 vs. log de la dosis. ICso, corresponde a la
dosis (ng/ml) obtenida al 50% de la curva. h, corresponde a la pendiente de Hill (h) y R? se refiere al coeficiente de
determinacioén para cada fraccion analizada.

ICs01 h R2

Lote Lote Lote
Fraccion 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

'Nanogramos de proteina + el error estandar
ND = No determinada
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Fig. 6.5. Perfil de elucion de la fraccion CM-3ab en el cromatoenfoque para la
obtencion de isoformas de la oLH. El contenido total de proteina (22.9 mg) de CM-
3ab se resuspendié en amortiguador de pharmalyte y fue eluida en una columna
con PBE-118 que sirvio como intercambiador iénico. La columna fue equilibrada
con 0.025M de trietilamina-HCI, pH 11.0 y fracciones de 2 ml se colectaron. Cada
fraccion de proteina fue identificado a 280 nm y codificado con una letra,
comenzando con la proteina que eluy6é a pH mas basico (isoforma A) y se finalizé
con la proteina de elucién a pH mas acido (isoforma G). El pico de proteina
recuperado con NaCl 1M se denomind S. La linea negra continua denota el
gradiente de pH.
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Cuadro 6.3. Rango de pH de elucion, cantidad de LH inmunoreactiva y el porcentaje de recuperacion de
cada isoforma durante la purificacion de la fraccion CM-3ab en el cromatoenfoque.

Isoforma Rango de pH LH inmunoreactiva’ Recuperacion

(mg) (%)

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

' La actividad inmunoldgica se determiné con el RIA homologo de LH
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No Reductoras Reductoras
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Fig. 6.6. Patron electroforético en SDS-PAGE al 12.5%, pH 8.6 en ausencia (I) y en presencia (Il) 3-mercaptoetanol
para el estandar de oLH (NIDDK-oLH-I-2), el extracto glicoprotéico (EGP) y para las distintas fracciones de proteina
obtenidas durante la cromatografia de intercambio catiénico. En cada panel los marcadores de peso molecular (PM)
son indicados y las proteinas correspondientes al heterodimero de la LH (36.5 kDa) y sus subunidades. Una vez
concluida la electroforesis los geles se tifieron con nitrato de plata (Bio-Rad).
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Fig. 6.7. Patron de inmunotransferencia de cada fraccion de proteina recuperada
durante la purificacion del extracto glicoprotéico (EGP) en el intercambiador
cationico (CM-Sepharosa). Cada carril corresponde a 100 ng de proteina para
cada fraccion. Las bandas de proteinas inmunoreactivas a LH se revelaron por
quimioluminiscencia. Se indican los marcadores de peso molecular (PM) y las
proteinas correspondientes al heterodimero de la LH (36.5 kDa) y la subunidad
beta (23.4 kDa) se indican a la derecha. Este patron se desarrollé en ausencia de
B-mercaptoetanol (No Reductoras).
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Reductoras

Isoformas

PM oLH A B Cc D E F G

Fig. 6.8. Patrén electroforético en SDS-PAGE al 12.5%, pH 8.6 en presencia de -
mercaptoetanol (Reductoras) para el estandar de oLH y las isoformas de carga
aisladas de la fraccion CM-3ab durante el cromatoenfoque. En el panel los
marcadores de peso molecular (PM) son indicados y las proteinas
correspondientes al heterodimero de la LH (36.5 kDa) y sus subunidades (23.4
kDa, 20.8). Adicionalmente se indica la presencia de la proteina de 15.0kDa. La
tincion se realizd con nitrato de plata (Bio-Rad).
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Fig. 6.9. Patron de inmunotransferencia del estandar de la oLH y de las isoformas
de carga obtenidas durante la purificacion de la fraccion CM-3ab en el
cromatoenfoque. La corrida electroforética se realizé en SDS-PAGE al 12.5%, pH
8.6 en presencia de [B-mercaptoetanol (Reductoras). La concentracién de cada
carril correspondi6 a 100 ng de proteina. El revelado se realizd por
quimioluminiscencia. En el panel los marcadores de peso molecular (PM) son
indicados con una linea negra y las proteinas correspondientes al heterodimero de
la LH (36.5 kDa) y sus subunidades (23.4 y 20.8 kDa).
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Fig. 6.10. Re-analisis especifico del patrén por inmunotransferencia en condiciones no reductoras y reductoras para
las isoformas que representaron el gradiente de pH del cromatoenfoque: isoforma basica (B), neutra (D) y la acida
(F) y el patron de referencia (oLH). Cada isoforma se analizé a una concentracion de 200 ng de LH inmunoreactiva.
El revelado se realizé con el estuche comercial AP conjugate substrate Kit (Bio-Rad). En cada panel los marcadores
de peso molecular (PM) son indicados con una linea negra y las proteinas correspondientes al heterodimero 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 especifico y homdlogo
para LH estandar (oLH) y para las isoformas de carga basicas obtenidas de la
fraccion 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 especifico y homédlogo para
LH estandar (oLH) y para la isoforma de carga neutra (D, pH 7.73-6.98) obtenida
de la fraccion 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 especifico y homdlogo
para LH estandar (oLH) y para las isoformas de carga acidas obtenidas de la
fraccion 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. Parametros de la actividad inmunolégica especifica a LH y dependiente de la dosis para el estandar oLH y
para las diferentes isoformas de carga de la oLH obtenidas de la fraccion CM-3ab durante su purificacion en el
cromatoenfoque. Los parametros fueron obtenidos de la curva no lineales ajustadas del %B/B0 vs. log de la dosis. |Cso,
corresponde a la dosis (ng/ml) obtenida al 50% de la curva. h, corresponde a la pendiente de Hill y R? se refiere al

coeficiente de determinacion para cada fracciéon analizada.

Isoformas oLH

Basicas

Neutra

Acidas

oLH B C

D E

ICs0 1.4 +0.02° 0.7 +0.022 1.2+0.01°
h -0.87aP -0.932b -0.91ab

R? 0.99 0.99 0.99

1.6 £ 0.02° 1.4 +0.02°

-0.933P -0.962

0.98 0.98

10.9 + 0.03¢ ND
-0.80P ND

0.97 ND

Distintas literales entre isoformas indican diferencias (p<0.05).
ND=No determinada.
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7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA IN VITRO DE
CADA ISOFORMA DE LA oLH.

7.1 Introduccién

La actividad biolégica de la LH y sus isoformas en mamiferos se ha determinado
mediante bioensayos in vivo e in vitro. En rumiantes, la actividad biologica de las
isoformas de la LH aisladas de la hipofisis con bioensayos in vivo nos indican que
estos métodos son herramientas bioldgicas para discernir diferencias bioldgicas
entre isoformas de la LH; sin embargo, estos resultados son inconsistentes. Esta
discrepancia en la respuesta biolégica 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 proteina; (2) no se considera la tasa de
depuracion de cada isoforma; (3) hay alta variabilidad biolégica en los animales de
experimentacion. A pesar de ello, los resultados coinciden que bajo esta condicion
de analisis, la mayor bioactividad la presentan las isoformas de la LH que eluyen a
un pH &acido (Perera-Marin et al., 1996; Perera-Marin et al., 2004; Chaudhary y
Muralidhar, 2007).

En contraste, el empleo de bioensayos in vitro, como el basado en la
produccion de androgenos 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 basicas son
las mas biolégicamente activas que su contraparte acida (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 raton) plantea la cuestion de la especificidad de especie cuando
se utilizan ligandos de otras especies.

Una alternativa a los bioensayos clasicos ha sido el desarrollo de
bioensayos basados en la clonacién de receptores para gonadotropinas. Ejemplo
de ello es el empleo de la linea celular estable derivada de células embrionarias
de rindn 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 basico (Olivares et al., 2009; Olivares et al.,
2010); asi mismo, con este modelo biologico se ha determinado la constante de
afinidad de la LH bovina al receptor de la LH de rata (Galet y Ascoli, 2005)
mediante la produccion de AMPc.

El desarrollo de este tipo de bioensayos ofrece una serie de ventajas: (1) se
trata de lineas celulares estables en donde las células clonadas expresan un
numero definido y una poblacién homogénea de receptores; (2) permite evaluar de
forma directa la hormona biolégicamente activa a través de la producciéon del
segundo mensajero, AMPc; (3) presenta una sensibilidad y una variacion
interensayo e intraensayo similar a bioensayos in vitro clasicos (Christin-Maitre et
al., 2000; Galet y Ascoli, 2005). Sin embargo, es importante destacar que tiene la
limitante de que mide sélo la bioactividad que ocurre a través de la via de
senalizacion 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 ultima década, el grupo de investigacion del cual formo parte, se
ha enfocado a aislar y caracterizar distintas isoformas de la LH de rumiantes para
conocer la relacion estructura-funcion de esta glicoproteina, su patron de
secrecion en diferentes estadios fisioldgicos y su actividad biolégica. Sin embargo,
debido al bajo rendimiento de cada isoforma, su caracterizacion biolégica ha sido
muy limitada. Es por esto, que con la disposicién del bioensayo basado en la
clonacion del receptor para LH, se abre la posibilidad de cuantificar la bioactividad
de este grupo de isoformas que por su bajo rendimiento es dificil 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 produccion de AMPc por las células
HEK-293 transfectadas con el cDNA para el receptor de LH de rata, como una

medida de actividad bioldgica.

7.2 Materiales y métodos
La actividad biolégica para cada isoforma de la LH aislada se determind 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 (lowa
University, lowa City, IA). El contenido de AMPc total (intra y extracelular) se midio

con un RIA en fase liquida.

7.2.1 Cultivo celular

Las células se sembraron en caja de cultivo de 162 cm? (Costar, Cambridge, MA,
EUA) que contenian medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) alto en
glucosa (Life Technologies, Gaithersburg, MD) que contenia 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 Ul/ml de penicilina y 100
ug/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 10*
células por pozo que contenia el medio de cultivo antes mencionado. Previo al
tratamiento, las células se conservaron en un ambiente con el 5% de CO2 y
temperatura de 37°C durante 24 h. Posteriormente, se retird 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 contenia 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 extraidos y calentados a 95°C durante 3 min y se almacenaron a -

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

7.2.2 Medicién de AMPc

El contenido de AMPc total (intra y extracelular) en el medio de cultivo se determino
con un RIA en fase liquida previamente validado (Olivares et al., 2010). Como
trazador se utilizd al 2-0-monosuccinil tirosil-metil éster de AMPc (Sigma),
radiomarcado con Na'®| (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 utiliz6 a una dilucion final de
1:70,000 en presencia de acetato de sodio 5.0 mMy BSA al 0.1 %, pH 6.1. Cada
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tubo de reaccion se incubd por 24 h a 4°C y al término se agrego etanol frio (3 ml) y
se centrifugd a 1500 x g por 30 min a 4°C. La sensibilidad del ensayo se incrementd
colocando trietilamina y acido acético anhidro a una proporcién 2:1 (v/v). La
sensibilidad fue de 2.0 pmol/ml. La fraccién inmunoprecipitada se analizé en un
contador de radiaciones gamma. La produccion de AMPc se calculé por
interpolacion de los resultados en la curva de referencia de 2-0-monosuccinil tirosil-
metil éster de AMPc.

7.2.3. Analisis estadistico
La actividad biologica para cada isoforma se determiné a través del calculo del
parametro ECso, definido como la cantidad requerida de LH (ng/ml) que genero
una respuesta al 50% de la respuesta maxima, bajo las condiciones establecidas
en el ensayo (DelLean et al., 1978; Borromeo et al., 2004). Para ello, los datos
experimentales se ajustaron en curvas dosis-respuesta de estimulaciéon de cuatro
parametros, en el rango de la dosis de LH inmunoreactiva probada del estandar y
de cada isoforma, utilizando el programa estadistico Prism 6.0 (GraphPad
Software, Inc., USA).

A partir de las curvas de ajuste se realizaron comparaciones estadisticas de
los parametros ECso y el coeficiente de Hill. Para lo anterior se utilizo la prueba F
de la suma de cuadrados, probando como hipodtesis nula que los parametros son
idénticos entre cada par de hormonas evaluadas; si se obtiene un valor de p>0.05,
se concluye que el parametro es el mismo para los dos ajustes (Borromeo et al.,
2004). Ademas, se utilizo ANOVA de una via seguida de la prueba de
comparacion multiple de Tukey para determinar diferencias significativas (p<0.05)
entre las isoformas ensayadas.
7.3 Resultados
La produccion de AMPc por las células HEK-293 fue dependiente de la dosis de
LH aplicada, tanto del patrén de referencia (NIDDK-oLH-1-2) como de las
isoformas en estudio. La respuesta observada en las isoformas basicas fue similar
al patron de referencia (Fig. 1). La produccion de AMPc generada por la isoforma

neutra (D) fue significativamente menor al patrén de referencia (Fig. 2). En el caso
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de las isoformas acidas, la respuesta generada por la isoforma menos acida fue
similar al patron de referencia, en tanto que la isoforma acida F generd una
produccion de AMPc significativamente menor y en el caso de la isoforma acida G
la dosis alta fue la que generd la mayor respuesta, pero no mostré un efecto
dependiente de la dosis (Fig. 3).

La dosis calculada al 50% (ECso) de la curva de estimulacion en la
produccion de AMPc vs. la dosis inmunoreactiva de LH (Cuadro 1) denoté que las
respuestas a las isoformas A, B, C y E fueron estadisticamente similares a las del
patrén de referencia; mientras que en el caso de la isoforma neutra (D) y la
isoforma mas acida (F) la dosis ECso fue significativamente mayor, lo cual indica
que este grupo de isoformas mostrd la menor actividad bioldgica, sobre la base de
la produccion de AMPc, en comparacion con el resto. En el caso de la isoforma

mas acida (G), este parametro no se pudo determinar.
7.4 Discusion

La heterogeneidad de la hormona luteinizante (LH) de mamiferos se refleja en sus
propiedades fisicoquimicas, inmunoldgicas y biologicas. La actividad biolégica de
distintos aislados de la LH hipofisaria de rumiantes se ha determinado con
bioensayos in vivo (Perera-Marin 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 basicas son las proteinas mas bioactivas in vitro, en tanto que la mayor
respuesta in vivo lo generan las isoformas acidas.

En el presente estudio se evalué la actividad biolégica de las distintas
isoformas de carga de la LH de la hipdfisis 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 produccion cuantitativa de AMPc por
unidad de LH inmunoreactiva, siendo las isoformas de tipo basico y la isoforma
menos acida las que mostraron la mayor produccion de AMPc en el medio de
cultivo en comparacién con sus isoformas analogas neutra y mas acidas. Bajo las

condiciones del bioensayo utilizado, el patron 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 produccién de AMPc a la dosis mas alta (100
ng/ml) no se modificod con relacién a la dosis de 10 ng/ml. Esta respuesta en el
bioensayo podria deberse a la desensibilizacion del numero limitado de receptores
presentes en las células HEK-293 (Galet y Ascoli, 2005), a través de un proceso
relativamente lento de regulacion a la baja del numero de receptores presentes en
cada célula, o bien mediante el proceso relativamente rapido de la disminucion en
la capacidad del receptor de la LH de interactuar y activar a sus proteinas G afines
(Galet et al., 2003). Aunque en este estudio no se analizé la produccion de AMPc
dependiente del tiempo, el tratamiento por 24 h nos permitié observar un cambio
diferencial en la produccion de AMPc entre las isoformas.

La mayor respuesta entre las isoformas basicas con respecto a sus
analogas mas acidas de la LH ovina, coincidid con el efecto biolégico que se
genero después de colocar diferentes dosis de extractos de hipofisis de rata
diabética y obesa, eluidos a pH basico y acido, donde evaluaron como respuesta,
la produccion de AMPc generada en las células HEK-293 (Olivares et al., 2009;
Olivares et al., 2010). Estos resultados también coincidieron con el patrén de
respuesta generado in vitro en cultivos primarios de células de Leydig después del
estimulo con isoformas hipofisiarias de la LH humana (Robertson y Diczfalusy,
1977); de rata (Hattori et al., 1983); ovina (Nakamura et al., 1993). Ademas, entre
isoformas basicas de la oLH, se han observado diferencias significativas en la
produccion de AMPc por las células de Leydig in vitro (Nakamura et al., 1993). Por
lo tanto, bajo las condiciones in vitro ensayadas, las isoformas basicas y la
isoforma menos acida de la LH presentaron la mayor actividad biolégica.

Los mecanismos responsables de las diferencias en la actividad biolégica
entre las isoformas ensayadas no son del todo conocidos; sin embargo, ésta
diferencia bioldgica se atribuye en parte al tipo de oligosacaridos que integran
cada isoforma (Baenziger y Green, 1988), dado que la remocion total o parcial de
algunos de los componentes de los oligosacaridos por medios quimicos o
enzimaticos modifican esa actividad (Sairam y Schiller, 1979; Sairam, 1990). Se

conoce que la LH ovina presenta un contenido del 69% de los oligosacaridos 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 eliminacion del
acido sialico (Burgon et al., 1996; Burgon et al., 1997) y sulfato (Baenziger et al.,
1992) de la estructura de los oligosacaridos de la LH conduce a una disminucion
en la vida media circulante de la hormona (Burgon et al., 1996). Esta rapida
depuracion de las isoformas de la circulacion se debe a la alta afinidad de la
hormona por el receptor especifico presente en el higado (Gal/GalNAc-receptor
especifico), reduciendo proporcionalmente la actividad bioldgica in vivo de la
proteina (Fiete et al., 1991). Por otro lado, la remocion total del oligosacarido de la
LH, ha confirmado que las hormonas deglicosiladas pierden su accion
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 antagonicas en la induccién
de la formacion de AMPc y produccién de segundos mensajeros y por ende sobre
la produccion de hormonas esteroides (Sairam, 1989; Sairam, 1990; Ulloa-Aguirre
et al., 2003).

Por otro lado, no se puede descartar la posible participacion del receptor de
acuerdo a la afinidad que presenta por cada isoforma. Estudios de unién en
células HEK-293 transfectadas con el cDNA para el receptor de la LH de rata,
demostraron que existe una constante de asociacion diferente entre las distintas
LH que se evaluaron, donde la LH bovina presenté la menor afinidad por ese
receptor. Esto se atribuyd a las regiones repetidas ricas en leucina (LRR) 3, 7, 8 y
9 en el dominio extracelular del receptor, especificas para el reconocimiento de
esta hormona (Galet y Ascoli, 2005).

Por lo tanto, basados en esta serie de resultados se puede inferir que el
patrén diferencial en la respuesta biolégica sobre la produccion de AMPc por las
células HEK-293 a través del estimulo con las distintas isoformas de la LH este
regulado por el patron de glicosilacion de la LH que puede dar origen a proteinas
con distinta afinidad por el receptor y cuya interaccion se refleje en un cambio en

la respuesta biolégica medida como la producciéon de AMPc por las células.
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7.5 Conclusion

El sistema de evaluacién de la actividad bioldgica indica que las isoformas de la
hormona luteinizante ovina, en las células HEK-293 transfectadas con el receptor
a LH de rata, inducen diferente produccion de AMPc. Ademas, esta linea celular
es sensible a las isoformas de LH de origen ovino y se pudo diferenciar la
actividad biolégica entre distintos aislados de la LH, en donde las isoformas
basicas y la menos acida generaron la mayor produccion de AMPc cuando se
comparé con la isoforma neutra y las mas 4acidas. Estos hallazgos pueden
representar un mecanismo fino de regulacion de la adenohipdfisis sobre la funcion

gonadal.
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Fig. 7.1. Curva dosis-respuesta estimulatoria de las isoformas de carga de la oLH
a inducir la produccion de AMPc por las células HEK-293 cuando se estimularon
con el estandar de oLH (NIDDK-oLH-I-2) y las isoformas basicas (A, 10.56-10.14;
B, 9.91-9.02; C, 8.97-7.83) obtenidas de la fraccion 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 produccion de AMPc por las células HEK-293 cuando se estimularon
con el estandar de oLH (NIDDK-oLH-I-2) y la isoforma neutra (D, 7.73-6.98)
obtenida de la fraccion 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 produccion de AMPc por las células HEK-293 cuando se estimularon
con el estandar 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 Ila fraccion 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 biologica dependiente de la dosis del estandar de la oLH y de las
isoformas obtenidas de la fraccion CM-3ab durante el cromatoenfoque. Los parametros fueron obtenidos de
las curvas no lineales ajustadas para cada hormona. ECso dosis obtenida al 50% de la curva ajustada; h,
corresponde a la pendiente de Hill y R? se refiere al coeficiente de determinacion.

Isoformas de oLH

Basicas Neutra Acidas

oLH A B C D E F G

ECso 0.8+0.1°¢ 04+0.1° 1.09+0.1° 05%0.15¢ 3.2+0.12 0.7+0.1°¢ 3.1+0.12 ND
h 0.762 0.692 1.112@ 0.652 0.852 0.752 1.082 ND

R? 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 EXPRESION, SINTESIS Y
SECRECION DEL VEGF EN EL CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS
DE LA GRANULOSA DE FOLICULOS DOMINANTES

8.1 Introduccidn

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 foliculos, dentro de los cuales los foliculos que se
seleccionaron, mediante mecanismos solo parcialmente conocidos, continuaran su
desarrollo hasta volverse dominantes (Fortune et al., 2001). Una vez que se
alcanza esta etapa de desarrollo, el foliculo dominante disminuye su dependencia
de FSH vy, entonces, se vuelve dependiente a la estimulacién 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 expresion de receptores para esta gonadotropina en las células de la
granulosa permite que el foliculo responda al pico preovulatorio de LH para
finalmente concluir con el proceso de ovulaciéon (Hunter et al., 2004; Espinoza-
Villavicencio et al., 2007; Uribe-Velasquez et al., 2009).

Adicionalmente, la participacién de la LH resulta fundamental durante los
eventos de extension de la vasculatura que acompafian el crecimiento del foliculo
dominante (Tamanini y De Ambrogi, 2004; Berisha y Schams, 2005; Chowdhury et
al., 2010). Estos procesos de extension de la vasculatura preexistente se
denominan angiogénesis y ocurren de forma fisiolégica en el ovario. La
angiogeénesis intrafolicular esta regulada en parte por factores de crecimiento,
siendo el principal actor, el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). El
VEGF es un homodimero de 45 kDa que en el proceso de corte y empalme de su
mMRNA da origen a cinco isoformas, siendo la isoforma VEGF 164 la predominante y
mas estudiada (Park et al., 1993; Ferrara y Davis-Smith, 1997; Kaczmarek et al.,
2005). A su vez, la actividad biologica del VEGF depende de la expresiéon

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 proliferacién, 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 sanguineo al foliculo de forma tal que
mediante esta irrigacion diferencial se proveen los elementos necesarios para
asegurar el desarrollo final y el transito de foliculo dominante a foliculo
preovulatorio, el cual es necesario para la reproduccion 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 participacion de
la LH en la produccion de VEGF. En particular se sabe que en condiciones in vitro
las células de la granulosa incrementan la expresion y sintesis 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 liquido folicular de
foliculos dominantes de monos Rhesus después de 12 h de haber sido expuestos
a la hCG (Hazzard et al., 1999). Por ultimo, en monos marmoset (Callithrix
jacchus) tratados con un antagonista a GnRH para evitar la secrecion
preovulatoria de LH, se demostrd la reduccion en la proliferacion de las células
endoteliales, un cambio en la densidad vascular y la disminucion en la expresion
del VEGF en las células granulosas de los foliculos preovulatorios (Taylor et al.,
2004). Con respecto a los rumiantes, la isoforma predominante de VEGF
corresponde al VEGF-Ates cuya expresion y sintesis se lleva a cabo
principalmente en las células de la granulosa de foliculos dominantes (Berisha et
al., 2000; Greenaway et al., 2004; Chowdhury et al., 2010). En este sentido, en los
ovinos se demostrd, mediante inmunohistoquimica e hibridacion in situ, que la
expresion del VEGF en los foliculos se incrementa conforme aumenta el diametro
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 asociacién positiva con la expresién y sintesis 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 observo que las células de la granulosa
de foliculos preovulatorios presentaron una mayor expresion 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
esta involucrada en la regulacion del VEGF dentro de las células de la granulosa
de foliculos dominantes, en la actualidad se desconoce de forma precisa cual es el
efecto que tiene cada grupo de isoformas de la LH sobre la regulacion de la
expresion y secrecion del VEGF. Esta claramente documentado que la LH esta
integrada en una familia de proteinas dependiendo de la estructura de sus
oligosacaridos, lo que se refleja en cambios especificos en sus propiedades fisico-
quimicas, biolégicas e inmunolégicas (Baenziger y Green, 1988; Cooke et al.,
1996; Perera-Marin et al., 2007).

Por lo tanto, en el presente capitulo mostramos las evidencias del efecto in
vitro que tienen las isoformas de la oLH sobre la expresion y la produccion de

VEGEF en células de la granulosa obtenidas de foliculos dominantes de ovinos.

8.2 Materiales y métodos

8.2.1 Animales y disefio experimental

Con el propdsito de obtener y colectar células de la granulosa de foliculos
preovulatorios antes de la presentacién del pico preovulatorio de LH, en cada
experimento se utilizaron ovejas de pelo, con una edad de 1 a 3 afos de edad y
con un peso vivo entre los 40 a 45 kg a las que se les sincronizé el estro de
acuerdo al procedimiento descrito por Menchaca (2007) y Ungerfeld y Rubianes
(2002). Para ello, cada animal seleccionado recibié por via im. 250 ug de
cloprostenol sédico (Celosil® SCHERING-PLOUGH, México) con el objeto de lisar
los cuerpos luteos presentes. Inmediatamente después se colocé el dispositivo
intravaginal de liberacion de progesterona (CIDR 330 Sheep and Goat, Zoetis,
México). Cinco dias después, el CIDR se retir6 y a las 24 horas del retiro los

animales se sacrificaron previa insensibilizacion con una pistola de perno cautivo.
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De cada animal se colectaron los ovarios y se depositaron en un frasco que
contenia 100 ml de medio DMEM F-12 frio, suplementado con BSA 0.1% (grado
RIA, sigma A-7888) y penicilina-estreptomicina (100 unidades/ 100 pg/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 unicamente se
utilizaron foliculos preovulatorios, los cuales se caracterizaron por presentar un
diametro de 4 a 7 mm, una pared bien vascularizada, liquido folicular color ambar
y sin desprendimiento de las células de la granulosa. Previo a la obtencién de las
células de la granulosa cada foliculo se aspir6 con una jeringa de 1 ml (27G x 13
mm; 0.40mm X1/2”) y el liquido folicular se almacené a -20°C hasta la
determinacion de su concentracion de estradiol, progesterona y VEGF.

Una vez concluido este procedimiento, los foliculos se depositaron en una
placa de cultivo (60 mm, Corning®) que contenia solucion de Hank con
bicarbonato, libre de calcio y magnesio (Sigma-aldrich, Cat # H2387-1L). La
solucién se suplementé con BSA 0.1% (grado RIA, sigma A-7888) vy
penicilina/estreptomicina (100 unidades/ 100 pg/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 foliculos hemidisectados (raspador, Fisher Scientific, Cat # 08-773-
2). Una vez separadas, las células de la granulosa se conservaron en la solucion
de Hank para evitar su aglutinacion. Al final de este paso la suspension celular se
centrifugd (1000 rpm/10 min/20°C) y el sobrenadante se desechd. El boton celular
se resuspendid 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
pg/ml, insulina 100 ng/ml, bicarbonato de sodio, 1.06 mg/ml, selenito de sodio 5
ng/ml y penicilina/estreptomicina (100 unidades/ 100 pg/ml, EMD Millipore TMS-
AB2-C). Previo al conteo celular, las células en suspension se lavaron
nuevamente con el mismo medio y se centrifugaron en las mismas condiciones ya

descritas. Una vez limpio el botdn celular, este se resuspendié en McCoy’s 5A y se
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tomo6 un volumen de 10 ul a partir del cual se determind la viabilidad celular
aplicando el colorante vital azul de tripano (Luque y Herraez, 2006); en todos los

casos se obtuvieron valores cercanos al 95% de viabilidad.

8.2.3 Efecto del trilostano en la produccion de VEGF

Para evaluar el efecto directo de la oLH y sus isoformas sobre la produccion de
VEGF en células de la granulosa o si ésta era mediada por la sintesis de
progesterona, se inhibié de forma competitiva a la enzima 3BHD, la cual se
encarga de convertir a la pregnenolona en progesterona o de
dehidroepiandrosterona a androstenediona (Miller, 2009). Para lo anterior se utilizo
al trilostano (Santa Cruz Biotechnology, Inc, sc-208469), el cual es un analogo
sintético de las hormonas esteroides (Lee et al., 1997).

Las células de la granulosa en suspension se sembraron en placas de 48
pozos (Costar®). Cada pozo recibié una densidad de 1 x 10% células en un
volumen de 500 pl 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 periodo, a
cada pozo se le retird un volumen de 450 ul del medio y se reemplazé con medio
fresco conteniendo 0.1, 1, 10 6 100 ng/ml de LH inmunoreactiva del estandar
(NIDDK-oLH-I-2) o de la isoforma basica (B, pH, 9.91-9.02), neutra (D, pH, 7.73-
6.98) o acida (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 retir6 y se almacend a -20°C hasta la determinacién de la
concentracion de VEGF. La células presentes en cada pozo se lavaron con PBS
0.01M, pH 7.4 e inmediatamente después se les determin6é el porcentaje de
sobrevivencia (Cabezas-Pérez et al., 2011). Para lo anterior, después de que se
retiré el medio de cultivo, y con las células ya lavadas, se colocd un volumen de
100 pl de medio que contenia 1 ug/pl de bromuro de 3-4,5 dimetil-2-tiazoill-2,5--
difeniltetrazolico (MTT, Sigma Aldrich, USA). Doce horas después se retird el
medio con MTT y se colocaron 100 ul de dimetil-sulféxido (DMSO, Sigma Aldrich,
USA), el cual permanecié 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 producciéon de VEGF en células de la
granulosa no luteinizadas

Para el analisis del efecto de la oLH y sus isoformas en células de la granulosa no
luteinizadas se disefid un esquema similar al previamente descrito. En breve, se
sembraron las células de la granulosa en placas de 48 pozos (Costar®). Cada
pozo recibié una densidad de 1 x 10° de células en un volumen 500 pl de medio
McCoy’s 5A. Las células se incubaron a 37°C en un atmosfera con el 5% de CO:
y 95% de aire durante 4 h; al término, a cada pozo se le retiré un volumen de 450
Ml de medio y se reemplazé con medio fresco que contenia 1, 10 6 100 ng/ml de
oLH inmunoreactiva del estandar (NIDDK-oLH-I-2) o de las isoformas B, D, o F.
Veinticuatro horas después, el medio de cultivo de cada pozo se retird y se
almacend a -20°C hasta la determinacién de VEGF y progesterona. La células
presentes en cada pozo se lavaron con PBS 0.01M, pH 7.4 e inmediatamente se
conservaron en congelacién (-70°C) hasta su analisis. Para la medicién de la
produccion 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 producciéon de VEGF en células de
la granulosa luteinizadas de forma espontanea

El efecto de la oLH y sus isoformas sobre la produccion de VEGF en células de la
granulosa luteinizadas de forma espontanea se determind aplicando el mismo
disefio de las células de la granulosa no luteinizadas. La diferencia consistié en
que las células de la granulosa se luteinizaron de forma espontanea mediante un
proceso de agitacién constante de acuerdo a lo reportado previamente [revisado
por (Murphy, 2000)]. La concentracion de progesterona en el medio de cultivo se

consideré el criterio para determinar que las células de la granulosa se
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encontraban luteinizadas. Para la medicién de la produccion de VEGF por las
células de la granulosa se realizé 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 Analisis de expresion del VEGF

El analisis de la expresion del gene del VEGF en las células de la granulosa se
llevé a cabo en las células conservadas después del tratamiento con la oLH o sus
isoformas. Asi mismo, la expresion del VEGF se analizé en muestras de cuerpo
luteo ovino obtenidas de los ovarios de las hembras sincronizadas. Dichos

cuerpos luteos sirvieron como control positivo para la evaluacion.

8.2.6.1 Obtencion del RNA

Las placas de cultivo de 48 pozos conservadas a -70°C, asi 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 contenia el tejido luteal como los pozos de cada placa
recibieron un volumen de 500 pl del reactivo trizol (Invitrogen, cat. 50300416).
Después de mezclar vigorosamente, el homogeneizado celular se depositdé en un
tubo eppendorf de 1.5 ml que recibi6 200 pl de cloroformo (grado biologia
molecular, 99 % Sigma, cat C2432). Después de ser agitados vigorosamente,
cada tubo se incubd durante 5 min a temperatura ambiente y después se
centrifugdé a 12,000 rpm durante 15 min a 4°C. La fase superior acuosa (incolora)
se recuperd y se colocd en un tubo eppendorf que recibié 500 ul de isopropanol
(con el fin de precipitar el RNA en cada tubo) y la mezcla se agit6 manualmente y
se conservo 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 decantd y el
precipitado se lavé por duplicado con 1 ml de etanol al 75 % (grado biologia
molecular). Entre cada lavado el tubo se centrifugé a 12,000 rpm durante 15 min a
4°C. Una vez concluido este paso, cada tubo se dejoé secando durante dos horas.
Finalmente, el RNA precipitado se resuspendioé en 15 ul de agua libre de RNAasa

y la muestra se conservo a -70°C hasta su analisis.
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8.2.6.2 Cuantificaciéon del RNA y retrotranscripcion

La cantidad de RNA en cada una de las muestras extraidas se determiné por el
meétodo de absorbancia en la region ultravioleta. Para ello, un ul de la muestra se
colocé en el espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 (Nanodrop Technologies,
Wilmington, DE, USA) vy se realizd su lectura correspondiente, utilizando como
blanco al agua libre de RNAasa (SIGMA, cat. D5758).

Una vez obtenido el RNA de cada pozo, se procedié a convertir a DNA
complementario (cDNA). Con el fin de obtener una mayor expresién del gene, la
reaccion de sintesis de cDNA se realizé en dos pasos en un volumen final de 20
pl. El primer paso consistié en incubar a 70°C durante 5 minutos una solucion que
contenia 5 pl de RNA, 2 ul del oligonucleétido para B-actina reversa (cuadro 8.1) a
una concentracion de 100 pmol, 2 ul del primer VEGF reversa (cuadro 8.1) a la
misma concentracion y 2 yl de agua libre de RNAasa. Al término de este tiempo,
se inicio el segundo paso, que consistid en la adicion de un volumen de nueve pl
de una solucion que contenia: cuatro pl de amortiguador de la transcriptasa
reversa (1X, BIOTECMOL cat. AP002), dos pl de dNTPs (0.5 mM/ul, Fermentas,
cat. R0192), 0.5 ul de inhibidor de RNAasa (40 U/ul, Thermo Scientific, cat.
EO0381), un ul de transcriptasa reversa (200 U/ul, PROMEGA, cat. M1708)y 1.5
Ml de agua libre de RNAasa; este paso se realiz6 a 4°C durante 5 min. Una vez
concluidos ambos pasos, se procedié a calentar la mezcla de la reaccion a 37°C
durante 5 min y enseguida el tubo de reaccion se incubd siguiendo el patrén: 60
minutos a 42°C, seguidos de 10 minutos a 70°C vy finalmente una disminucion de
la temperatura a 4°C, hasta el retiro de la muestra del termociclador. El producto
final de la reaccion se conservo a -20°C hasta su analisis 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 luteo se
cuantificd la expresion del VEGF y B-Actina (gene constitutivo) a través de una
PCR cuantitativa. Para el analisis del cuerpo Iuteo ovino, el cDNA se diluy6é desde
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1:20 hasta 1:320; mientras que para el extracto de células de la granulosa se
utilizé un volumen directo de cinco pl del cDNA. El Cuadro 8.1 nos muestra los

componentes de cada tubo de reaccion.

Cuadro 8.1. Componentes de la reacciéon para la PCR en tiempo real

Solucion Solucion Volumen por
Reactivo
Stock Final Reaccion (ul)

Agua | - 20ul 1.4
Amortiguador-Taq 10X 1X 20
dNTP’s 2mM 0.2mM 2.0
MgCl2 30mM 3.0mM 2.0
Iniciadores F+R
VEGF 164F 10 uM 0.5 uyM 1.0
VEGF 164R
Sonda VEGF 164P 10 uyM 0.1 uM 0.2
Iniciadores F+R
ACT2-1030-F 10 uyM 0.5 uM 1.0
ACT-1135-R
Sonda ACT-1081P 10 yM 0.1 uM 0.2
Taq polimerasa 5 U/l 1U 0.2
¢cDNA | | e 10.0

Para la reaccion se utilizé el cDNA del cuerpo luteo ovino. Para ello, se realizaron
diferentes diluciones del cDNA, que correspondié a 1:10, 1:20, 1:40; 1:80; 1:160;
1:320. En cada caso se analizaron las sondas Tagman para VEGF y B-actina. El
Cuadro 8.2 muestra los oligonucleétidos y las sondas para ambos genes. El
esquema de expresion de cada gene durante 40 ciclos correspondié a un primer

paso de 95°C durante 15 seg, seguido de 60°C durante 45 seg.
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Este procedimiento se realizé con el termociclador de tiempo real marca
Corbett (5 plex Rotor-gene 6000 Qiagen). El analisis de resultados se realizé con

el programa integrado al equipo (Rotor Gene Q series software 2.1.0).

Cuadro 8.2. Los oligonucleétidos y las sondas utilizadas para la PCR- tiempo real

Gene Gene Sentido Secuencia Amplicon
Bank

VEGF 164 | AF071015 | Forward AGATTATGCGGATCAAACCTCATCCCA

CA
Reverse 118 pb
GGGATTTTCTTGCCTT
Sonda
CAGCATAGCAAATGTGAATGCAGACCA
AA
ACT1030 Forward AGCGCAAGTACTCCGTGTG
ACT-1135 Reverse CGGACTCATCGTACTCCTGCTT 146 pb
ACT-1081 Sonda TCGCTGTCCACCTTCCAGCAGATGT

8.2.6.4 Analisis 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 analizé en un volumen de 5 ul para cada muestra y se
sometié al analisis por PCR en tiempo real bajo las condiciones establecidas. El
cDNA de las muestras de cuerpo luteo se obtuvo a partir de 4.4 ug de RNA total. A
partir del cDNA se realizaron diluciones seriadas de 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 y
1:320.

La expresion del VEGF y B-actina por PCR en tiempo real se analizo
midiendo la cantidad de fluorescencia generada en el numero del ciclo de la
reaccion que resultdé proporcional al aumento de DNA (Tamay de Dios et al.,
2013).
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8.2.7 Cuantificacion de estradiol, progesterona y VEGF

La determinacion de VEGF se realizo en el liquido folicular y en el medio de cultivo
recuperado después de cada ensayo. Para ello, se utilizé un ELISA comercial
(Peprotech® Human VEGF cat 900 K-10) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

La cuantificacion de estradiol y progesterona se determiné en el liquido
folicular, mientras que en el medio de cultivo unicamente se midié progesterona.
En ambos casos se utilizd el radioinmunoensayo (RIA) comercial en fase sélida
(Coat-A-Count, Siemens, Los Angeles, 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 variacion intraensayo fue menor del 10%. Para el andlisis del liquido

folicular fue necesario realizar una dilucién de 1:100 con PBS 0.1M, pH 7.2.

8.2.8 Analisis estadistico

Se utilizd6 ANOVA de una via seguida de la prueba de comparacion multiple de
Tukey para determinar diferencias significativas en la concentracion de estradiol,
progesterona y VEGF en el liquido folicular de los foliculos preovulatorios
utilizados para establecer el cultivo primario de células de la granulosa. Ademas,
también se utilizd esta prueba para comparar el diametro de los foliculos
preovulatorios evaluados en cada repeticion del cultivo.

El efecto del trilostano sobre la sobrevivencia de las células cultivadas se
comparé mediante ANOVA de dos vias seguida de la prueba de comparacion
multiple de Bonferroni. De igual forma, esta prueba estadistica se utilizd para
comparar la produccion 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
(estandar o isoforma B, D, o F) y la dosis utilizada (0, 1, 10 6 100 ng/ml). Esta
serie de analisis se realizaron para los cultivos de células de la granulosa no

luteinizadas y luteinizadas de forma espontanea.
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Los andlisis y las graficas se realizaron con el paquete estadistico Prism 6.0
(GraphPad, Software, California, USA). En todos los casos se considerd un valor

de p < 0.05 como significativo.

8.3 Resultados

Los foliculos seleccionados para la realizaciéon de este estudio mostraron un
diametro promedio de 5.37 = 0.17 mm, cuya concentracion de estradiol,
progesterona y VEGF en el liquido folicular correspondié a 1.77 £ 0.23 ng/ml, 0.28
+ 0.04 ng/ml y 82.90 £ 6.18 pg/ml, respectivamente. La relacion E/P en todos los
ensayos fue >1 y varidé entre 4.94 a 8.77, lo que indico foliculos estrogénicamente
activos. En el Cuadro 3 se presenta un resumen de los parametros obtenidos de

tres ensayos independientes.

8.3.1 Porcentaje de sobrevivencia y secrecion 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 asoci6 a
una disminucion significativa del porcentaje de sobrevivencia de las células (Fig.
8.1; p < 0.05). Este resultado se presentd de forma consistente tanto en el
estandar como en las isoformas y sus dosis correspondientes. En general, el
cultivo en presencia de trilostano disminuyo la sobrevivencia de las células entre
75-85%.

Por su parte, en presencia de trilostano la producciéon de VEGF resultd
similar entre las distintas dosis de la oLH y el grupo no tratado (Fig. 8.2; p > 0.05).
Este resultado se presentd de forma consistente tanto en la oLH estandar, asi
como en el resto de las isoformas. Con respecto a la produccion de VEGF en las
células de la granulosa cultivadas sin trilostano, en la oLH estandar y las
isoformas, excepto la isoforma acida, se encontré que las dosis de 0.1, 1.0 y 100
ng/ml no incrementaron la produccion de VEGF cuando se compararon con el
grupo no tratado (Fig. 8.2). Por el contrario, unicamente la dosis de 10 ng/ml
aumentd de forma significativa la produccién de VEGF en la oLH estandar, la
isoforma basica y la neutra (Fig. 8.2). Finalmente, en la Figura 8.3 se presenta un
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analisis comparativo de la produccién 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 mostré cambios significativos (p < 0.05) en la produccion de VEGF
entre grupos cuando se utilizé la oLH estandar o la isoforma basica o la neutra. En
contraste, la isoforma acida no presenté6 cambios (p > 0.05) en la produccién de

VEGF con o sin trilostano.

8.3.2 Secrecion de VEGF y progesterona en el cultivo de células de la granulosa
luteinizadas de forma espontanea

La produccion de VEGF en el cultivo primario con células de la granulosa
luteinizadas se presenta en la Figura 8.4. En esta condicidon, el patron de
respuesta varié con cada oLH. Con el estandar y la isoforma acida (F), la maxima
produccion se presenté a 100 ng/ml, mientras que en la isoforma basica (B) y
neutra (D) la mayor produccién se presenté a la dosis de 10 ng/ml. Al comparar la
produccion de VEGF entre el control (0 ng/ml) y las dosis de cada isoforma, sélo
se encontraron diferencias en la dosis de 10 ng de la isoforma neutra. Ademas
cuando se compararon las dosis de la oLH estandar y las dosis de las distintas
isoformas se demostroé que unicamente en la dosis de 10 ng de la oLH estandar y
la isoforma neutra, la produccion de VEGF fue distinta (Fig. 8.4; p < 0.05).

La secrecion de progesterona en el cultivo primario de células de la
granulosa luteinizadas y tratadas con diferentes dosis de oLH mostré6 una
respuesta dependiente de la dosis, asi como de la isoforma empleada (Cuadro
8.4). El estandar y la isoforma acida a las dosis de 10 y 100 ng/ml generaron una
produccion de progesterona mayor que a la dosis de 0 ng/ml (p < 0.05), en tanto
que en la isoforma basica y la neutra esta diferencia se encontré con la dosis de
100 ng/ml (Cuadro 8.4). Al comparar la respuesta entre dosis del estandar y las

dosis de cada isoforma no se encontraron diferencias (p > 0.05).
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8.3.3 Secrecion de VEGF y progesterona en el cultivo de células de la granulosa
no luteinizadas

La produccion 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 estandar y en la isoforma basica y neutra
se presentd un patron de respuesta dependiente de la dosis en el rango de 0 a 10
ng/ml. Al comparar la produccion de VEGF por dosis para cada isoforma y la oLH
estandar se observé que la mayor produccion (p < 0.05) de VEGF se generé en el
estandar a las dosis de 10 y 100 ng/ml. En contraste, en la isoforma basica y
neutra esta diferencia se presentd unicamente a los 10 ng/ml. De forma
contrastante, en la isoforma acida no se presentaron diferencias en la produccién
de VEGF entre las dosis ensayadas (Fig. 8.5; p > 0.05).

Por otra parte, la comparacion de la produccion de VEGF entre las dosis de
cada isoforma con respecto a la oLH estandar nos indicé una respuesta similar
entre el estandar y la isoforma basica (p > 0.05). Con respecto a la isoforma
neutra, la dosis de 100 ng/ml del estandar provocd una mayor produccién de
VEGF (p < 0.05). Finalmente, la oLH estandar produjo concentraciones de VEGF
mayores a las dosis de 10 y 100 ng/ml al ser comparadas contra la isoforma acida.

La concentracion de progesterona secretada por las células de la
granulosa al medio de cultivo después del tratamiento con dosis crecientes del
estandar o de las distintas isoformas de la oLH resulté similar en cada dosis y en

cada isoforma (Cuadro 8.5; p > 0.05).

8.3.4 Experimentos de expresion del VEGF
La expresion del gene para Actina y VEGF en el cuerpo luteo se ejemplifica en la
Figura 8.6. En la cual se observa un incremento en el numero de ciclos (CT) de la
expresion de cada gene dependiente de la dilucién del cDNA. Asi mismo, se
observa un incremento en la intensidad de florescencia con el numero de ciclos
desarrollados (Fig. 8.6 paneles I,11 y III).

Una vez desarrollado el sistema de PCR en tiempo real con el cuerpo luteo

se procedid a determinar la expresion de VEGF y [B-actina en la muestras de
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cDNA obtenidas a partir del RNA extraido 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 patrén y cantidad de expresién de VEGF y

B-actina.

8.4 Discusion

La funcion regulatoria que ejerce la LH sobre la expresion y sintesis de VEGF en
células de la granulosa de foliculos dominantes esta documentada (Christenson y
Stouffer, 1997; Martinez-Chequer et al., 2003; Babitha et al., 2013; Babitha et al.,
2014), sin embargo, en este grupo de estudios no se determind el cambio en la
produccion de VEGF asociada con isoformas de la LH.

En este capitulo, nuestros resultados mostraron, que las isoformas de la oLH
aisladas de la adenohipdfisis resultaron biolégicamente activas, con una respuesta
diferenciada entre isoformas sobre la produccion de VEGF en cultivos primarios de
células de la granulosa de foliculos dominantes de ovino.

Especificamente, la isoforma de tipo basico generd la mayor produccion de
VEGF, mientras que la isoforma acida presentd la menor respuesta. Este
resultado sugiere una asociacion directa entre la actividad biolégica 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 basica mostréo el mayor efecto bioldégico con
respecto al grupo de isoformas acidas (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 basica de la LH se considera la de mayor actividad
biologica.

El mecanismo por el cual se generé esta diferencia biolégica entre isoformas
de carga de la oLH no esta del todo conocido. Sin embargo, se ha demostrado
que el patron de glicosilacion y el contenido de sulfato y acido sialico de cada
isoforma interviene en la biopotencia (Baenziger y Green, 1988). La remocion del
80% de los oligosacaridos que integran a la oLH conducen a una disminucién

significativa en la produccion de testosterona, progesterona y AMPc (Sairam y
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Schiller, 1979; Sairam, 1990), adicionalmente, la eliminacién del contenido de
acido sialico (Burgon et al., 1996) o sulfato (Baenzinger et al., 1992) en la
estructura del oligosacaridos de la LH muestran una disminucion 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 higado (Fiete et al.,
1991; Creus et al., 2001). Adicionalmente, las modificaciones post-traduccionales
que dan origen a las propiedades fisicoquimicas de cada isoforma y que definen
su asociacion especifica al receptor y subyacen la traduccion de la senal
(Nakamura et al., 1993; Sairam et al., 1994), son en conjunto eventos que
impactan en su respuesta bioldgica. Por lo tanto, el resultado que indicé que la
isoforma basica y el estandar de referencia estimularon en las células una mayor
produccion de VEGF, se podria entender como un efecto positivo entre la LH y el
receptor, como se ha reportado en la produccion de AMPc y la expresion 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 secrecién del VEGF en células de la granulosa bovinas (Shimizu
y Miyamoto, 2007). Sin embargo, el grueso de la informacién se ha encaminado al
analisis de la participacién de las gonadotropinas sobre la produccion de VEGF.
Con base en ello, y tratando de analizar el efecto directo de la LH sobre la
produccion de VEGF, en este estudio, se bloqued la via esteroidogénica con el
inhibidor competitivo de la enzima 3bHSD, trilostano (TRL), cuyo resultado mostré
un efecto negativo en la sobrevivencia de la células de la granulosa. Aunque
diversos estudios han demostrado que el TRL no es téxico (Duffy et al., 1996),
incluso tiene un efecto dosis dependiente y es reversible, en nuestro estudio la
dosis de 250 ng/ml no resultd 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
lipoproteinas de baja densidad y demuestran solo una disminucién del 90% de la
secrecion de progesterona sin afectar el porcentaje de sobrevivencia de las

células de la granulosa.
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Debido a la disminucion drastica en el porcentaje de sobrevivencia de las CG
en este estudio no se determind la concentracion de P4 después del tratamiento.
Unicamente se analizé la concentracién de VEGF en el medio de cultivo y los
resultados indicaron una falta de respuesta dosis-dependiente en la produccion de
VEGEF 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 correspondié a la disminucion significativa de la
produccion 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
produccion de VEGF diferente al testigo. Aunque este resultado sugiere que la
produccion de VEGF no depende de hormonas esteroides, no podemos concluir
esta informacién 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 exposicion del inhibidor y adicional al medio de cultivo un sustrato
esteroidogénico; una vez establecidos estos parametros, se obtendra una mejor
evaluacion biolégica de cada isoforma en presencia o ausencia de TRL.

Nuestros resultados confirmaron que la produccién de VEGF por parte de las
células de la granulosa esta afectada no solo por el tipo especifico de isoforma,
sino también por el estado de luteinizacién de las células, el cual se asocia a una
capacidad diferencial para producir progesterona. De esta forma, se encontré 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 asi, la produccién de VEGF que fue distinta entre dosis de cada
isoforma. En contraste, las células de la granulosa luteinizadas presentaron un
patrén de secrecién de progesterona dosis-dependiente, cuyas concentraciones
oscilaron entre los 1.88 y 3.74 ng/ml. Bajo estas condiciones de luteinizacion
celular, la LH de referencia y la isoforma de tipo acido de la oLH mostraron un
patron similar en la produccion de progesterona, mientras que en su produccion de

VEGF no se encontraron diferencias entre dosis para cada isoforma. Esta
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diferencia en respuesta de VEGF durante la luteinizacion de las células podria ser
establecida por la presencia de progesterona endégena que pudiera interferir en la
sintesis del VEGF (Shimizu y Miyamoto, 2007).

El efecto de la estimulacion directa de la LH en la regulacidén de la expresion
de VEGF se ha demostrado en cultivo primario de las células de la granulosa de
foliculos dominantes con o sin exposicién al pico preovulatorio de LH en bovinos
(Babitha et al., 2014), primates no humanos (Christenson y Stouffer, 1997;
Hazzard et al.,1999; Martinez-Chequer et al., 2003) y humanos (Guimera et al.,
2009) con resultados en todos los casos positivos sobre la produccion de VEGF
en respuesta a esta gonadotropina, cuyos resultados de este estudio lo
confirmaron mas aun se extendio para las distintas isoformas ensayadas.

Los resultados del presente estudio apoyan la idea de un efecto directo de
la LH en la regulacién del VEGF, dado que: 1) Las células de la granulosa
utilizadas para el cultivo primario se obtuvieron de foliculos dominantes
estrogénicamente activos no expuestos a un pico preovulatorio de LH (células no
luteinizadas); 2) Se utilizé un medio de cultivo libre de suero fetal bovino, sin un
suplemento de sustratos de la via esteroidogénica; y 3) Se analizé la respuesta de
la hormona en un tiempo corto de exposicién (24 h), con lo cual se asegurdé que
las células no se luteinizaran e incrementaran su produccién de progesterona. Por
lo tanto este conjunto de factores sugieren que el cambio en la produccion de
VEGEF por las células de la granulosa ovina se puede atribuir de forma especifica
al tratamiento con las isoformas de la oLH y que no existié un efecto enmascarado
por las hormonas esteroides.

Por ultimo, estudios previos han demostrado que existe un incremento en la
sintesis y expresion del VEGF en la fase folicular y el inicio de la fase lutea (Fraser
y Wulff, 2001; Berisha et al., 2008; Chowdhury et al., 2010; Babitha et al., 2013),
los cuales son eventos fisiolégicos regulados en parte por la LH. En consecuencia,
nuestra serie de resultados que demuestran un efecto diferencial en la actividad
bioldgica entre isoformas de la oLH sobre la produccion de VEGF por las células
de la granulosa puede tener implicaciones fisioldgicas, ello debido a que durante la

fase folicular cuando se incrementa la presencia de isoformas acidas y neutras en
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circulacion (Rojas-Maya et al., 2007) lo que implica un cambio finamente regulado
en la angiogénesis folicular.

Aunque se estandarizé el sistema de analisis de expresion del VEGF por PCR
en tiempo real con extractos de cuerpo luteo, no se logré analizar la expresion 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 permanecié durante un
periodo de seis meses en congelacion, lo que pudo ser un factor para su

degradacion.

8.5 Conclusion

El protocolo de sincronizacion corto de estro en la oveja de pelo permitié colectar
foliculos dominantes, previo al pico preovulatorio de LH. De estos foliculos se
obtuvieron las células de la granulosa para el cultivo primario. ElI patron de
secrecion de VEGF se ve modificado en presencia de progesterona. La inhibicién
de la via esteroidogénica con trilostano afecto el porcentaje de sobrevivencia de
las células de la granulosa. Finalmente la isoforma basica, asi como la LH de
referencia generaron una mayor produccion de VEGF cuando se compard con su

contraparte acida y neutra, todo ello en células de la granulosa no luteinizadas.
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Cuadro 8.3. Promedio (x EE) del tamafno, concentracién de esteroides, relaciéon
estradiol:progesterona (E/P) y concentracion de VEGF en liquido folicular de
foliculos dominantes de ovinos con estro sincronizado.

Foliculos Diametro Estradiol Progesterona Relacion VEGF
(n) (mm) (ng/ml) (ng/ml) (E/P) (pg/ml)
12 570+0.27¢ 1.73+0.35° 0.35+0.092 4.94 92.89 + 11.39°
15 522 +0.23% 2.28+0.38?2 0.26 + 0.042 8.77 71.61 £ 10.45°
11 518 £0.30* 1.31+0.422 0.23 £ 0.072 5.70 84.20 + 15.74%

n = nimero de foliculos en los que se obtuvo el liquido folicular.
ab 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 estimulo con la
LH y sus isoformas, el medio de cultivo sin TRL o con TRL (Trilostano 250 ng/ml).
La oLH correspondio al estandar NIDDK-oLH-I-2, panel [; la isoforma basica (B,
pH, 9.91-9.02, panel Il); la neutra (D, pH, 7.73-6.98, panel Ill) y la acida (F, pH,
5.98-3.65, panel IV). Se presenta el promedio * el error estandar de un cultivo con
tres sub-réplicas. 2°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. 8.2. Secrecién de VEGF (pg/ml) por las células de la granulosa después del
estimulo con la oLH y sus isoformas, el medio de cultivo sin TRL o con TRL
(Trilostano 250 ng/ml). La oLH correspondié al estdndar NIDDK-oLH-I-2, panel I;
la isoforma basica (B, pH, 9.91-9.02, panel Il); la neutra (D, pH, 7.73-6.98, panel
[ll) y la acida (F, pH, 5.98-3.65, panel IV). Se presenta el promedio + el error
estandar 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. Secrecién de VEGF (pg/ml) por las células de la granulosa después del
estimulo con 10 ng de la oLH y sus isoformas, el medio de cultivo sin TRL o con
TRL (Trilostano 250 ng/ml). La oLH correspondi6é al estandar NIDDK-oLH-I-2,
panel I; la isoforma basica (B, pH, 9.91-9.02, panel Il); la neutra (D, pH, 7.73-6.98,
panel Ill) y la acida (F, pH, 5.98-3.65, panel IV). Se presenta el promedio * el error
estandar 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. Secrecion de VEGF (pg/ml) por células de la granulosa luteinizadas
después del estimulo con LH y sus isoformas. La oLH correspondi6 al estandar
NIDDK-oLH-I-2; la isoforma basica (B, pH, 9.91-9.02); la neutra (D, pH, 7.73-6.98)
y la acida (F, pH, 5.98-3.65). Se presenta el promedio * el error estandar de un
cultivo con cuatro sub-réplicas. 2PDistintas literales en cada dosis indican
diferencias al nivel de p<0.05.
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Cuadro 8.4. Secrecidn de progesterona (ng/ml) por células de la granulosa
luteinizadas de forma espontanea tratadas con la oLH y las isoformas. La oLH
correspondio al estandar NIDDK-oLH-I-2; la isoforma basica (B, pH, 9.91-9.02); la
neutra (D, pH, 7.73-6.98) y la acida (F, pH, 5.98-3.65). Se presenta el promedio *
el error estandar de un cultivo con cuatro sub-réplicas.

Isoformas de la oLH

Dosis (ng/ml) oLH B D F
0 1.88 £ 0.262 1.88+0.26% 1.88 +0.26 1.88 £ 0.262
1 241 +£0.1420 290+ 0.322> 1,57 £0.142 2.08 + 0.31#
10 3.01£0.31b¢ 284 +0.072> 2.34+0.282> 3.33+0.18°
100 3.74 £ 0 .46° 2.99 £+ 0.35° 3.39+£0.22° 3.73 £ 0.40°

a,b Distintas literales entre dosis para cada isoforma indican diferencias al nivel de
p<0.05.
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Fig. 8.5. Secrecion de VEGF (pg/ml) por las células de la granulosa después del
estimulo con LH y sus isoformas. La oLH correspondié al estandar NIDDK-oLH-I-
2; la isoforma basica (B, pH, 9.91-9.02); la neutra (D, pH, 7.73-6.98) y la acida (F,
pH, 5.98-3.65). Se presenta el promedio + el error estandar de tres cultivos
independientes con cuatro sub-réplicas cada cultivo. 2P 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 estandar.
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Cuadro 8.5. Secrecidon de progesterona por las células de la granulosa después
del estimulo con LH y sus isoformas. La oLH correspondi6 al estandar NIDDK-
oLH-1-2; la isoforma basica (B, pH, 9.91-9.02); la neutra (D, pH, 7.73-6.98) y la
acida (F, pH, 5.98-3.65). Se presenta el promedio + el error estandar 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 £ 0.082 0.08 £ 0.082 0.08 £0.082 0.08 +0.082
1 0.05 + 0.04 0.09 £ 0.092 0.08 £0.082 0.12+0.122
10 0.09 + 0.092 0.16 £ 0.162 0.09+0.092 0.18+0.182
100 0.24 + 0.242 0.12+0.122 0.12+0.122 0.18+0.182

a,b Distintas literales entre dosis para cada isoforma indican diferencias al nivel de
p<0.05.
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Fig. 8.6. Expresion del gene de VEGF1e4 y B-actina por la PCR en tiempo real con el cDNA de cuerpo luteo ovino
diluido en 1:20,1:40, 1:80, 1:160 y 1:320 (panel |). Expresién del gene de VEGF (panel Il). Expresion del gene de -

actina (panel Ill).
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3
L. Introduction

15 rumimants, several waves of follicular growth oone
during each estroes cyde. This process begins with the
recruitment of a cohort or group of follicles within which
selected follicles will montinue 1o develop onti] becom-
ing dominant. Al that moment, their om FSH
decreazes but increases for LH (reviewed by Webb and
Camrphell 2007 )

IH has been zssodated with the angiogenic process
ohserved in the preexisting perifollinglar vasoulature of
doménant follide (Serizha =t 2], 2008; Chowdhury =t al
2131

Fallinslar angiogenesis is regulated

Factars, with the vascolar mmh [I:Em
beirg the main actor {reviewed by Kacrmarek =t al., 20051
At Fellicular level, VECF takes part in cell proliferation and
surival, and it alzo indwces changes im vascular endothe-
lial sermeability {Taylor et al, 2007 ). These 5 have
an impart on blood smpply to the follide, this prowiding
the necessary elements 1o ensure its final devel

and transition from dominant o preovulatony follicle
{revieweed by Rocha-Araujo et al, 20110

I the pred It I3 VI,
whese expression and synthesis tzkes place mainky in gran-
wlosa cells of the dominand follide {Chovedbury =t al., 2010:
Berisha et al, 2000; Greenaway et al, 2004) LH partic-
pation in WEGF production has been reported in variows
in wirn stadies, where VEGF synthesis :ndmrmhn tw
framibnsa rells inrezses after treatment BCG {Les
=t 2. 19971 buman LH (Guimers et al, 2005 ) and bovine
LH (2abitha et &l 2004); addationally, In wivo studies have
demonestrated that the increase in VEGF in the fllicu-
lar fluid of dominant follides ooours after being eated
with hiG {Hamzard et al. 1928]. Particularly in shesp,
immumchistochemistry amd én sinr bybridization stixdies
on intracyarian sinacheres have demonstrabsd that VEGF
enpression in follicks depends on the stage of the estroes
cyckand follicular siee | Chowd hany et 2l 20000, In bovines
with synchronized estruses, and byperstimul ated with P52
andtreated with GnEH, it was obhserved that gramlos cells
of peovulatory follicles showed 3 greater expression of
the VEGF during the LH [ Berisha
e, gk Kol bt b o
an antagonist to CnRH o awvoid LH secretion
showed 2 redisction in the proliferation of endothelial cells,
vazular density, amd in WELGF expression in the gramalosa
cells of the preowslatony follickes (Tavior et al, 2004},

IH is a heterodimeric giycopmtein which, depending
on the amangement of its cligesaccharides, shows several
isoforms that have physical-chemical, immunodogical and
binlxgical potency {Basnziger and Creen, 1588; reviewed
bry Coole et al., 1996 Peviewed by Maneella =t al, 1996;
revizwed by Ferera-Marin ot al, 2000 L In naminants, it
"hasbeen observed that the participation of diferent izo-
formes in cirnalating LH varies depending on the stage of
the estrous oycle [Rnjas-Maya et al, 2007; Amrieta et al,
2MG; Perera-Marin ot al, 20051

GCiven the relationship betwesn LH and VEGF, amd
the existence of difierent isoforms of the gonadotropin,
this study was conduscted o compare under standardized
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in vitro conditions the effect of different LH tsoforms on
WECF production in granmlosa cells chizined from domi-
nant follicles in shesp.

2. Materials and methods

Tocary oul this work and prior o the development of
the i vito bicassay with granulesa cells from deminant
ovarian fllickes in ewes, IE was necessary io cbiain the
LH ksnforrs in sufficient quantities. Ovine adenohypoplny-
ses were chtained and then susbjected to
to separzie and collect the isoformes. By means of the
zssay im HEE-293 cells transfected with cD®A for the rat
mm.hmm:mlmw:ﬂim

RIA for LH) and in wikro hllﬂ-nﬁl:i] activity
were detemined for every isoform

21 colection of preuitary gand

Fituitary glands from healthy adult sheep were col-
lerted. Prior to slaughter, sach animal was stunned with a
captive balt gum and its head removed. The pituitany glands
wens collsched and deposited in phosphate buffer {50 mad,
pil 7.2} far transpori. The pltuitary mands were cleancd
of surmounding tissue, and the lobe amteror was stored at
~B0°C until processing, Every LH extraction and purifica-
tion siep aras performed at 4°C

22 obigning of givoproten extroct from e bebe
anterar

The gyooprotein extract (GPE] was extrarted from
ovine lob= anierior aorording to the method desoribed for
bosrime CFE (Perers-Marin 24 al, 20048 Arst, 200 adenchy-
pophyses with 2 wet weight of approximately 105 g were
homogenzed in 10% ammonium aostate solation, pH 7.0,
roataining 10.0mM phemylmethylsalonyd fluoride (FR5F]
with a ratio of 10md of solution per gram of wet tissue.

Omce the wias obtaired, it was mechani-
cally stirred amd 24 h later it was cemtrifuged at 12,000 = g
for 45 min and the precipitate obtained afier centrifigga-
tian (R0} was discarded and the recefved an
rthanol wriume it 0% of total volume. The
ethancl suspension was stimed for 24h and then cen-
trifuged. The proteins precipitated (R ] after cenirifugation
was disczrded and the received 2 volume of
puare sthunod commesponding to B5% of total volume, This
surspension remained undisharhed for 48 b, after which the
sispermatant was discarded and the precipitated proteins
wene collerted by centrifigation. This group of probeis
wias named giycoprobein extract (GPEL

Thes CPE wias re-suspended in dejonized water, diabyred
{Spectralfor 2 4, cut-off 12- 14 kDa] for 24 h with the water
changed every 8h, and, after that, lvophilized for later pro-
CESHEng.

21 Glyosprotein mcrod purificotion

of total GFE, only 255 mg of probein were purified in
the CM-Sepharose cation sxchanger in conditions simi-
lar o thow described for bovire GPE [ Perera-Marin et al.,
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04} For this purpose, CPE was re-simpended in 50ml
of 5.0mM ammonium aretaie, pH 5.1; the solution was
stirred fior 16h and the insoluble material wes discarded
by centrifugation (12,000 = g for 5mim at 4 =C]L Becase of
it high protein content, the was dividsd Into
twn hatrhes for purification. Batch A consisted of a volume
of 20ml containing 2 concentration of 169.4 mg, and batch
B had a wolume of 30 ml and 2 conient of 115.9 mg,

Earh hatch was purified independently im a2 onl-
umn (I cm e 1L.50m) pre-packed with
exchanger (Fharmaca Biotech, Piscataway, WYL previoushy
balanced with 20 volumes of 0005 M ammonium aceiabs,
P 5.1, The protedn fraction in the column was sluted with
an ammonium acetate gradient at different pi e, LD0SM,
pEE 5. LT M, pH 6.5; and 1.0M = 0L1 M ghycime pkH 5.5.

In each chromatography run, fractions of teo m] with a
ficree of 23 milh were collecied, and the GPE elution pat-
tem was monitored st 280nm The baffer was changed
when the optical dersity of the sffluent was dlose tozero
Earh collerted probein nrge was identified a5 a fumction of
elution pH, Le., CM-1zh for the protein smge obtained at
pH 5.1; CM-Zab collected al pH 6.5; CW-3ab protein sumge
obtzined at péf 9.5 and those proteins that did not elude
with the ammonium aoetaile gradient were obtzned with
1.0 M MaLl, a fraction that veas named 5. Each probein sumge
was dialyzed 25 described for the glyroprotein extrart and
hyophilized wntil analysis.

Frior o obtaiming LH charges isoforms, electrophoretic

in 306- FAGE was performed in each protein s

L ircez chromatomaphy, and the
mtdlmmlwmhﬂuﬂ: protein was deter-
mined with a specific homaologous F1A At the end, the
(}-3zh fraction of haiches A and B were mixed. and the
LH in the mixture was caloozied.

24 Dhtofming LH g sofrms

Luteinizing hormone charge isoforms  pressnt i
(M-3zh fraction were separated by chromatodoresing
[Perera-Marin =t al_ 2008 | The CM-Jab fraction showed an
electmophoretic pattern in SO-PAGE similar to the NIDDE-
ol H-I-2 standard and showed the highest immumareactive
LH comtent. In briel, the CM-3ab fraction {22 9myg of pro-
tein] was re-srspended in Pharmalyie buffer (Pharmada
Biotech AR, Uppsala, Sweden) dilited 145 with desionized
water, adjusted to pH 7.0 amd applied toa IF cm = 7 om
L. column pre-packed with amionic exchange resine {PBE-
118} previously balanred with 20 volumes of Doz25M
HCl-iristhylamine (pH 110} and kept at 4<C Hubed frac-
tions [2 mi] were collecied with a flow of 7 mi'h. In each
oollected fraction, pk was mezsured and the optical den-
sity was determined at ZB0 nm. Once pH 7.0 was detected
imat least ten conseoutive fractions, the buffer was changed
to Fobybaafler 74 [ Pharmacdia, Biotech AB, Uppsala, Sweden)
diluted 12 with desionired water and adjusted o pH
1.5 Once pH 3.5 was detected in at l=ast ten consenstive
fractions, 2 1.0M MaCl sohstion was applied and 20 more
fractioms were collected.

Using the pH and optical density record, each proben
fraction was neutralized in accordance with the elation pH.
The fractions collected betwern pH 11.0 and 7.0 received

200l of a 1.0 Tris-HCl [pH 7.4) solutson. Fractsons
eluied between pH £99 and pH 35, as well as thoss
prodeins that ded mot elote with the pH gradient, were
mewtralired with 200 gl of 1.1M imidazole [pH 7.01 Once
mewtralized, all fractions were grouped in the eluting pH
range in which 2 protein ssge was observed: & (pH
range, 10.56- 1014}, B [pH, 9.91-3.02}; C [pH, B.97-T.H3};
D [pH, 773638} E (pH, 6.23-6.13], F (pH, 5.58-3.55) and
G [p#, 3.55-3.66] All protein smges were dizhyeed and
Ivophil eed until amalysis

2.5 Quemtification of protrins

The quantification of total protein for sach step in the
n‘h’ad]m:.n&ptmﬁnﬂm:rlﬂmd its isoforms was
determined [ollowing the Bradfiord method (Bollag and
Edelstein, 19591), using bovine serum albusmin {RSA] as
standard [ Alburmine conrentrate 205 (wiv) Immunochem-
ical Products Led. )

26 Determinotton of the molerlor wepk

The approximate moleoular weight of each protein frac-
tion obiained daring the extraction and porification of
LH and its isofiorms was determined by elecirophoresis
with 12.5% polyarrylamide gels (pH £E] in the presence
of 5056 {Lasmmili, 15701 Each mmple was analyzed at a
i;.l.;g of proéein in the absemce {non-reducing conditions )

of Zp-mercaptoethanol {redicing conditions);
a]:lh:ﬂﬂnl'ﬂi:hdedmpimrlﬂ:mmh pel was dyed
with silver nitrate on the hasis of the commercial kit
specifications {(Sikver Stain Kit, Hio-Rad, Laboratories, Incl
Frestained stamdands low molecular wesght (Bio-Rad Lab
oratores, Inc. ) were used as the reference. Determination
of the approvimate moleoular weight (MW ) of the LH and
its isoformes was estimated with SOS-PAGE by oomegpar-
ing the relative slecirophoretic mobility of each probein
of interest with the gemerated relative mobilty of pro-
teins with known molecular weight markersL
Relative mobility (&) was determined by dividing the dis-
tamre (mm] cowered by the band ol interest by the distance
cowered by the front of the gel, which corresponded to bro-

blue.

once the RKf was determined for each protein band, the
praph was generated using the B of proteins with knmsm
malecaar weight (x=Rf) and the logarithm of &z comre-
spomiding moderular weight [y = Log MW; thus, a reference
line oo which the Bf of the samples with onknown W
oould be imterpolated was obtaimed (Sollag and Fdelsiein
(L= =0

2.7 Quamtification of tmmunoreacve L

The concentration of immunoreactive LH was goandl-
fed by means of 2 homodogoues liguid-phase REA, previoushy
validated {Perera-harin et al, 2005) The analyzed frac-
tions were those proteins obtained during the extraction
and purification of LH and its isoforms. In brief, the RI&
was developed using MIDDK-oLH--2 labeled with sodism
[251] as tracer by means of the 1ODO-GEN techmiqoe
[Perera-Rarin =t al. 2004}, and the mme sandard was
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el g the refeerace patters & dewes of 00 23, 30, 19
#nd 20mg of LIWEube o four prplcames. The firt ansibody
| ard-nlLH- 261 i rabrbsil was wed 41 3 woriing
dilistion of 1540000 [2fer charsciereation and iratan)
in the presence of rabbit ponmal serum at 4 dlution of
r0600 The wparation of the comples
formed ey a0 b of ncobution i the free frarmon was
perinrmed with 3 serond smiledy (ohist st po-
dured in donkiey) dihsted 1:80, sfter Imnshation at 4°C
fer 24h. Fnally, by centrifugation (1500 = g for 15min ai
4°C) the sigen amtibody coenples was separsted, after
ﬁ.ﬂhlﬂlﬂilﬂ“mm[ﬂll_ﬂ:-
Lining 011 A The imemeegrerpitaed b ation wa
ey in & radiatiph (TEEeT. Ay WLy
ikt 0 g tartee @nd the intra- and inter auay corffickents
ol wariatson were determined from the sxpected dose with
8% of the relation logit-log (Mattert 2 5l 190) and cor-
.-_ihl#ﬂ.m'h:ﬁ—ﬂ-ﬂ
ey LH ws cabruland 5 2 Funcf o of che divse
sbizined 2 S (ICx) in the dow -responee curve of the
TR/RD v, ihee ligarhm of ihe duse, With this, the rompar-
ism between (e parameters ICsn and Hill slops was made
(Dedeam et 4l VEFAL

2 Mdrthreses of L Smesma A sl

To confifm the ohservations made by KA that the
lraction proteing chro-
watcgraphy (OM-Sepharoee| and o fractiom collectest
dering OM-1sb prifiation 8 chromaoferusng were
srleraile ol L, The appeosi e mulerulst weight af pro-
iFins immmssteartive o the L s determined

imemuncblalting (Towtin el sl 1579, Those proteims
altaimed were analyed by WN-PALE & 3 raficeniration
ﬂm-dﬂ-ﬂwﬂﬂﬁlﬂidw
the protem preien o the grl weTe Tamierred 10§ mim
redhiiceee vrsibrane (05 @en e, Bot, Re-iad) ming &
Trans-Hlai® Semi-Oryoell (fio-Had, USA) spplying 200mA
fior 7Smin AL the end the membrane was bocked for
BOmEn with 3 THS-T schaion (D076 Trs, L1YM Narl
AOTT Twesn 3 g 7.5) containing T2 BSAC her this i
ez i g then imcahted oy 165 2 4 € witth the G
ity in rabit {anSi-olH-26, 1:1000, e
vioushy validaied), Afterwards, the membrane was rinsed
wiith TRS.T anid imcubated far G0mim ai room ismperaire

Millerica, MA, IRAL

This i mrfifcTLIyY s carrind o fior thorer
piH ke srlevied becaser of thewr mosberonc poind
[l L~ isclerm B, pH 531 - RO ok O pH 773259,
and isoiortn F, il 558- 163, spplying XX Ng immumare.
ative LH. I onder to facilitale their analysis, the SRAF
rdw:mhpr}n-u-d.nmm 8
nitrncelluiow puper wers iRcuhaed for 10mn 2 mom
perpeer e i the prearmer of the fre antituady & & 1500
dihsion, sl whach the sroond antibody was placed 2l
oo pemperatere at 2 1:1000 dilurion for 10min. Anally,

108

the rmmmirere actree bondy weer developed with & mom-
merrial AF [ohugne Subserte K Eo- Bad |

28 Bogssry in HEK-297 cells: pAMT mesarvsme

The bclogeal artivity for #ach isofiorm of the iolsed
160 v gt enarerd mmaw the i WD Dhoay & HEE- 26D
il rramsfersed with the cOMA for thera LA receplor cedh
were donated by Do Mario Ssroli (lmaa Liniversity, lowa
cﬂr.nlmmwiﬂﬂ-nlnmﬂlﬂiﬂlﬂ
easored veith & louid-phue RLA

The ceils were plaed i 162 om® ol plews (Dot
:ﬁ#umﬂmm:mu
ified Eagle Mrdium) high = gucose (Ufe Tecmologies,
Caithersining, MD), 5% fetal bovine serum [Sibeo, BRLY
2.0m wghulamine (Sigm Chemiczls Co. SE Louis, M,
LAl 100 el grntamscis (Ll Tectnologe ), S00m
pemaillen ol 1O el trpesmycin (apeu Chemical
e St Lo, 805, LISAL

After beirg plated and with 90% confheence, the ordly
wiere re-plaied in 24-well uliure plates(Giben, IHL with a
tlensityaf 5 « 104 cells per well, each containieg the afore-
rrsstioned ulrure medin Frion o reatieal, the oels
weewe preserved with 55 C0F sl 3 1empergeasre of 37 -C for
Zah At the end. B3 of the mediam wan withdrawm and
the cells were exposed |o inereasing dones of LH (0.1, 10,
10 anedl soongiml) diluted i the same mediuim, contzin-
e 125 mild 1 byl 1. etbylxanthine (Sgma) and 4

bt s wvere imcufuted for 24 b

e mediem wa deterruned with 3 ligud-phase

A, previousdly validaied (Diivares et al. MOl 240
Monosiar il ester of cAMP [Sgma) wa
e amd ERIE T, waith Mg [Amwersham imter -

priora] | iruted, Uinied Ko | Ty S ¢hloramine -7
methed [ineees and Creesmood, 1957, The Bra ants-
body [CAMP-C¥-2T, provided by the Matsunal msisar of
Arthitis, Dialetes, Digestive ared Kidney Disessrs, KIADDE,
pethesda WL, LSA) was used m a 17000 Enal dilution
u&miﬂ-ll-h-nuﬂumqpﬂ.
1|1£ﬂmﬂrﬂ-:ﬂhnhd-l{ﬂ
2 the el the umiiedd antibady and the cAMP-ires fraction
mwﬂmmﬂmwhm
uﬁwulm:;ﬁ:ﬂnﬂunttﬁtmuuﬂ
the xey wies ncreased by tEapping the anitigen-antihochy
*ﬂw#mﬂhm.
iy w20 pemal il Thee fractson wa
.-ipimiplrd.-_tﬂl'pﬂu
was calnidated by interpolation of the reslls in the rel-
prence curve of 1-0O-monossccinil timsdmethyl ester of
CAMT.

250 Mgy m gromioes rells VEQF megniemes

VEGH praduction by jramulosa cells was sssessed afier
the cells pereived the refersnce standard stimulus, NEDOX-
plH1-Z of oae of the theee selerted iedormn. [isnform
B, pH B8 S o O piH 773 naloem F. phi
%.9¢145) The VECF prodiced by the orll wis measared
in the senem-free culture mediom
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The gramminsa cells were n:l:i:h:tl ﬁ.'nm |hu1|n.a.n|:
Felliclc s (4-7 mm} of cveea | | tn
niee their estroes cyde [Lrnn;:rl':ld amt Rubi u'::. 200
Menchaca et al, 2007) initially, each animal received a
progesierone-releasing intravaginal device (CIDR, Plirer]
and immediately after that each animal recsived 2500
cloprestenal {Celosil® Shering-Plough, Mexioo) Lm. Fve
days later, the CIDE was removed and at 24h the
animals were shughtered after desensitization with a
captive bolt gun, amd the ovaries were oollscted and
deposited in cold DMEM-F1 2 medium, supplemented with
OL1E ESA (RIS grade, Sigma) and penicillin- sireptomycin
[ 100 e s - 100 g, EMED Maillspare , and in this con-
dition the pwariss were transponied to the laboratony.
within 1 h after slaughter, sach ovary was deamed of sur-
rounding tissue. Alsn, foflides from 4 o 7mm, with a
vastartz ed wall, amber-coloeed follicular Auid and with-
out granulosa cell detachment, were grouped for gramlos
cell cellection

The follinslar Buid of each selected follide was a5pi-
rated [1 ml plastic syringes with 27-gauge needles) and
then sored at - 20+<C until its omceniration of stermid hor-
momne; wils measursd. The granulosa cells were obtained
by hemidissecting amd sraping of the immer wall of
each kllide. The cells were deposited in Hank mediom
with mdium bécarbomate, free of cakcium and "
simm, supplemented with 01X ESA, penicillim {1000Wmi]
and SIrepAnMTVCIn | 1L gfmi); this procedure prevenced
oell spghutination. Subsequently, the cell Tsion
was. cenirifuged (1000rpmd 10min/20-C) and the celio-
lar pefi=t was re-suspended i senam-free MoCoy's 54
medium, supplemented with L-glstamine, 25 mM HEFES
[Gibco®), 013 BSA (Slgma A-TEES), 25 pgiml transler-
rn, 10ngiml inmsdin, 1.065mgml sodium bicarbonaie,
Sngiml sodium selenite and  penicilin- streptomycin
[ 100 umits 100 uglml, BMD Millipore TMS-ABZ-C). Cells in
srgpension were cenirifuged under the same conditions
and the cellular pellet was resspended in MoCoy's 5A and
ima Wl Faction, cell vlability was determined by the
trypan blue exchision method {Luque ard Hemaer, 20061

The cells were re-mspended in McCoy™s 58 mediam,
plated in 48-weell oulnere plates in 2 volume of 500 of
medivm with 2 density of 1= 10° live cells per well, and
incubabed at 37 =C in an abmosphere with 5% €O, and 951
air for 4 h; at the end, £50e] of mediam wene remowed
From each weell and replared with fresh medism containing:
1, 10 or 100 e ml of immmunoreactive LH of the standard
[ MIEME -oLFE-1-Z, AF, 117438} or of isofiorms B, 0. or F, con-
sidering fiour replicates per treatiment. The freatments. and
the replicates were randomly distribated in the culture
plate. Twenty-four howrs Lter, the culture medism was
removed and stored 2t - 20°C until VEGF and progesterone
determination. For this thiree
i ot o e e i
dinse.

2181 Guontifiveton of estradiol, progesterone and
VELF

The VECF concentration was assezead in the follscular
fuid and in the oafture medium collscted after sach azsay.
Im order to do that, 3 commercial ELISA kit (PeproTech®

109

Human VEGF cal 300 K- 10 was used, followingthe insiruc-
tior of the marmsschror

Estradiol and progesterone guantification was made
in the folindar fuid, while in the culture medism only
progesterone was measreid in both cases, 3 commerdial
solid-phase radisimemmnoassay (Coat-3-Comnl, Siemens,
Los Angeies. CA, USA] was used, acmording 1o the msimoc-
tions of the mamufachrer. The sensitivity of the assay for
VEGF was 4.0 pgimi, for estradiol 0.1 pgfml and for proges-
terane 01 ngfmil. in all systems, the intra-zssay coeffident
of variation was below 105 The follicod ar Mosd was dibsted
12100 with 01 M F‘i{pH T2} for :.n.iysl:.

1. seatistical anabysis

The af| al and biclogical activity of
the isolaied isofiorms wene performed by the exper-
imental data with doss-response curves of inhibition or
stimmulation, respectiveby. For this purpose, Prism 6.0 statis-
tical software | CraphiPad Software, Inc., LISA was used: this
program inclodes the sguations of Hill that are described
beefo

10011 + Tf{log 1Tan —X 1a A1) {n
Battom = Top — Boltom )1 = 10{{log By, - X0 k)

{2

Ter Cg. (1), & la the logarithm of the concertration, ¥
is the normalesd response that ramges from 100 o 02
fior inhibition, log ICy, = the st conceniration that
cawses 50% inhibition, ind b is the Bl cosfficient that indi-
cates the slope of the mirve.

For Bg. (2], X is the logarithm ol the concemtration, ¥
is the response that inTeases a5 X inorezses, Top and Bot-
tom are the botiom and op plabeas, bog ECyp is the agonist
comcentration that causes S0E stimuodation, amd i is the Hill
coefficient that indicat=s the slope of the ourve.

Fromi the ftted nsrees, siatistical compari sores of param-
eters [sz, ECsy and the Hill moeffident were performesd.
For the T the F-test included in Prism 60 was
wsedd. This method compares the parameters of each pair
of non-limear fitings, kesting as null bypothesic that the
parameters are idential between each pair of hamones
evaluated; if a value o° g 0.0G is obiained, it Is then oon-
cluded that the paraneier is the same for the two Ats
[Borromen et al. 2004 L

Fimally, for the amalysis of VECF production by granulosa
cells after treatment with the standard and 1H isoforms,
comparisons were made msing muliiple -tests; for this
a power of 5% was oomsidersd and variance homogene-
ity was assumed. The level of statistical significance was
0.05 ared the Holm-Siak comection method for multiple
CoEMparisons was wsed

All satistical amd WEMRE Mmade using

e aml]-.ne:n graphs

¥
¥

4. Resules

During extraction of the adenohypophyseal tissue, the
GFE was obtained with 2 ywield of 460 my of protein and
a romtent of 540+ 149 pg of LH per mg of protein. The
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The Chilab fre@on in chromamfoosing  wa
disiribasied in weven protae wrges, each of them orme.
sponding o am isdform (P YL Owmt of the iotal prokein
mdyred, only M (Lareyg) was collied: 360
of the totdl protan eoum dwrl beimesn
and g TH Dy naforen] while 0 Tmyg
total protew eloted Betwern piil 773 and E598
isofiorm) sd K (712 of int] poisn
shuird hetwern pH &80 s 13 pi [andec soforms ). The
proten fractson tha slited weih a0 (5) coresponded i@
0T g (03 1EL O gher bial irsvmenoreactive LH mollecied
{4samg]l 7155 wai obigined ai basic pH, while 561%
wiasobtained 4t meutrsl pii snd 1984 ai acidic pH. The pH
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ramge. the amourt of immunoreactive LH and the collection
percentaze af each isofiorm are summuarized in Table 1.

The & boeetic pattem in S0E-PAGE, both in the
ahzence and presspce of B- | For the zian-
dard {NIDDE-ol5-8-2), the GPE and the fractions collecied
turing GFE purfication in [M-Sepharcse are shown in
Ag A The in the absence of p-
mercaptoethann [ME) was characierized in the standard,
GPE and OM-3ab {Pamel 1}, by the presence of bwo pro-
teins with an approximate molecular weight of 365 and
1.4 kDa, while the pattern for fractions CM-1ah, OM-Tod
and CM-Zab was charactertred by 2 55kDa protein and a
wide variety of proteirs of higher molensiar weight

The anabysis of the nretic in the
presence of B-mercapioethanol (&) for the standard, CPFE
and the CM-Jab [raction {panel 1) was chararkerized by

Honretued

| wd T FT

m_..
“_
-
r, B
T ol

ﬁlllrmmmlmmpﬁzu pH EE

a

presenting two proteims with appraximate moleosiar
weight of 734 kDa and 208 kDa, protehs that were absemt
in Facicos O Tsh, O lod amd O 3sh The anshperie
of the slectmphoretic pattern by immmsnobloiting in the
ahsence of g-menapioethanol for the standard, CPE and
the Ch-3ab fraction showed LH-Smmmnoreactive protesns
with zpproximate molecular weights of 385kDa and
134 k0g that comesponded 1o the nadwe form and beta
subumit of LH (pared 111}

The eleciropboretic patterm in SD6-PAGE in the
presence of B-memapioethanol (R} for the standard

KIDDK-0LH-E-2 and the purified isofoms (Fig 2, panel 1)
showed im all cases proteins with apmoximate molenslar
of 3E5kDal intense])and two s with
wﬂ-g:ltm mdrﬂd;:mﬂh.zlg}u nfﬂ.-l-l':mr::?ﬂ.:k!:l:.
For the isoforms C-E in addition to the same proteins,
a 15kDa protedn was observed. Isofiooms F and © under
the same cooditions show 2 more heterogensous protein
pﬂmmﬂﬂ::ﬂ.ﬁ-'ldmﬂkmp‘nulnsnpmd:.r

Imnmnbi:lﬂng:nﬂ:h: standard and of rach isofiorm
in the presence of J-mercaptosthanasl (Fg. 4. panel 0}
demoted the presemoe of LH-smmumoreactive proteins with
approximate molecular weights al 27,4 md 2008 ki for the
standard and Bsoforms A E however, under these condi-
tioes the LH-immmoreactive protein patiem for isofiorms
Fand G was not observed. & re-analysisof the immunoblot
in the ahsenoe [NE) or presemoe (R} of B-mercapinethanol
with 2 toncentration of 200 ng of immunceactive LH for
the stamdand and isoforms #, D and F, isoforms that doe o

Rurtdarid
GFE factics

m#dﬂ'n"#f-f

'

HPE*I:M

& & 7

arad (] ak

of & thard For the rtancard ol | MO -al8-1-

ﬂ.hm-ﬂh Aurisg. .
E P e bimii e et U

{IE)
L o

of the dws ol o the GFE and &=
{ I, an wrl] 2 ibe proieis soere pombng mhe L1

k. 1

w:: [0 s | amd e b,

111



4 A Meirra-Perds of el /Al Beredetias Seoer 180 7005 2547

Radiuned
I s
_.if'dp. B & B K F @

u
A6
2—
T

Kr e
bl
w's o F &

H

—— —E

ARG

Semames —34

Anduced

| T
a-flp. B :"u E ul

A
HE

38
Zh
17

Raduced
Vo ot
uw D F &
W it L -
3 b
A v HE
AT -

Fg4 liEchoshestic zattem @125 505 PACT X EH LG
-Tab F 5 } F [ 4] ¥

ey oiche i b g =atiwm ia 5

1, and [V medh

by o b warachared i ]

i i the standard <Lt nd e chrge mok bt

B ckargy acform i seducsd conditions. (R Speciar

‘Evic. 8; il T smd scidic F 5 mch paoed, molaruar waeight marite e dicsied MWL o wellm the -1

kgl e b mhumts.

their iseeleciric point represented the chromatofoousing

1 e adteni, slwvend @ singila pailzie ol smoescaclve
probeim with approximate modecular weights of 365,234
and 202 kDa [Fig. 4, pamels 0l and V)

The esponse pattem in the immuncassay for eack iso-
formi and the reference standard was dependent on the
dose, without significant change in the value of its dopes
(g 5 and Tahle 41 The dose calculated at 508 (10 ) of
the: ish bition curve between X8/B0 vs the protein dose
assayed betweeen isoformes showed differences, with the
hasic Esaformes {8 and C) being the most immunologically
I:ﬂ'l':ipl'-u'tﬂlli. whils the standard (MIDDK-ciH-1-21 the
neutral isoform (D) and the moderately acidic one (E]
showed no diffsremce &t dioss 10, In particular, it was
ohservad that 7.5 times more protein of isoform F {(pH,
598165} was required to achieve the 10y, whersas this
paramsier in isfomm G (pH, 3.55-3.66] could not be deter-
mined Therefore, these data indicates kower immumological
activityin the isoformes collected 2t 2 more acidic pHor ata

itk For cazar ok et
the 151 et

|ower LH concentration with a greater amount of contam-
[[E-10 58

cAMF production by HEE-293 oells was dependent an
the LH dose applied. im both the refer=nce pattern and the
assessed isoforms (AR 5, panels 1, 1L :nd ML The dose cal-
mulaied at SI% (ECsz) of the cAMP preduction stimmulation
osrve v the LH-immuncere active doee (Table 5) indicated
that responses to isofooms &, B, Cand E were statisiscally
similar to those ol the stamndard, whie in the case of the
neutral iscform (D) and the maore xidic isoforms (F and
], the ECey dose was significantly higher, indicating that
this growp of isoforms showed less bi artivity om the
hasis of cAMP prodsction, compared i the other isofiorms.

The avrrage folliodar diameter of the owarian fol-
lickes wzad was S37+007 mme The sternid hormaone
and VEGF conterts in the follicolzr Mud were esira-
dicl 177 £023ng/ml, progesterone (28 = 004 mghmd and
WEGF 82904618 pgiml The ratio between the com-
rentration of estradiol and progesterone (53 mdicated

Table 4
[ 5 denver-d donk LM 4 1 dinthe standed ol M and the chesye bafoeres obisined from OW- 1ab Section
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estrogenically active follicles. The conceniration of pro- 5. Discussion

pesterone secreted by the granulosa cells inio the culture
meedium after treatment with increasing doses of the stan-
dard ar of the various L isoforms compared to the contral
group sheorwed po differences.

Fig. 7 pressnts the results of VEGF production in the
primary culture of g I oclls exy | tn difcrend L11
doses, it wasobserved that relative to the control {0 ngfmi),
VEGF produrtion ai the bowest LH dose (1 ngfmd} was
mot different in the stamdard as @ was in sach isoform.
For the intermediate dose {10ngiml], there was a posi-
tive respomse in the standard and the hasic and mewntral
isnforms, exrept fir the acidic isoform. The application
of the highest dos= {100 ngfml) was significantly positive
[p= 035 ) anly with the standard. The behavior ol isoform F
is consistent with that ohserved in cAMP producti on, where
this isoform showed the lowes bicloghcal activiby.

Several studies have demonsirated the regulatony role
exeried by LH om the exprezsion, synthesis and ssoretion of
VEGF in gramulosa cells of dominant follickes (Chrisi=rson
and Stoulfer, 1997; Martiner-Cheguer et al. 2000; 2abatha
ct ml, 2013, 3141 llovecwer, ik hay mot wet beon amcased
whether the different IH isoformes show the same behaw-
ior with regard 1o VEGF production in grarmlosa oells of
diosmimant follicles.

This shudy demonstraied that olH isoforms isolaied
from the adenohypophysis were mmumologically and
biologically active, with a different magnitude response
among isoforms. The isoforms showed the same malec-
olar weight as the neference (MIDDK-oLH-1-2] patiern
with a different isoelectmic poimt. This group ol iso-
forms represented different proportions of tokal LH
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(io-3ab Iraction], where the hasic types of LH predoms-
nated.

The results of this study demonstrated a differentizl
binlogical activity among ol charge soforms. Spedf-
ally, it was found in both hinzssays that the basic-type
isoform gemerated the grestest VECF and cAMF produc-
tiom, whereas the arid-type isoform showed the Iowest
response. This resalt the lity af a dir
proportional umdm:l tr:rﬂﬁtyﬂ
the elution pf of each isofiorm, as has been presioeshy
reparted by cAMP production with diabetic rat hypopine-
seal extrarts eluted in besic pH of chromatofocusing
in HEE-293 cells transfered with the rat 1H receplor
[obwares &t sl 2005]. The esults dlvo coimcide with thoss
ol ather in vire studies perfonmed with primary culiores
of Leydig cells, which anzdyzed the response to apply-
ing human tsofoomes [Burgen ef al. 1557 Robenson and
Dz falusy, 1577 ) and rat ksoformes (Hattori et &l 1583) in
terme of esnstemne prodection: n 2l of those cases, the
hinlogical activity of the basic isoforms was greater than
in the acidic ones. Even among hasic ol H iscforms, signif-
icant differemces have been observed in cAMP production
by Leydig cefls én wiino (Makamuora et 4, 1953) Therefore,
umdeer the in vitro conditions assayed, basic ol Isoformes
showed the greatest biologoal activity.

The mechanism by which these biological differences
amang isofiorms are genersed is not completely onder-
siood. However, it can be atribuied to Factors sach as the
wycopdation pattern and the sulfzte and sialic acid on-
temtsof each i sofiorm [ Cresr et 2l 1588; reviewed by Conke
et al, 1556; reviewed by Maneells et al., 1956; reviewsd
by Lambet et al. 19598; Uloa-Aguinre =t al. 2001 Adds-
tiomally, the podt-translational modifeations that give rise
to the olH isolomns that define their chemical properties
are specifically related to the affnity of the receptor and 1o

51Tl ITIRSCLICTI O EVETIES DAl &1 3l 1443 Makamura
et al, 19931 assnciated with the biological response of the
rells. The possibility of an effect of mmatore molecular

of ore of the subnits of LH that jninthe receplor
and which do not produce : ological response cannot be
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dizcarded (Burgon et al, 1997; Chaudhary amd Muralidhar,
200
in this respect, there is a corsiderable body of evidence
that ation modulates LH
{Basriger and Cresn. 1988; reviewed by Lambert =1 al |,
1598 Wina-Aguirre =t al, 2001) Chemical removal of
appruximaishy BI% of the cligocaccharides in olH lezde o a
significant decrease in the production of testosterone, pro-
grsterone and cAMP [Sairam and Schiller, 197 % Sairam,
1220]. In addition, the elimimation of sialic acid (Burson
=t al, 1995, 19597 ] and sulfate (aeneizer ot al. 1992} in the
structure of LH olignsaccharides leads to a deorease in the
circulating kalf-life of the hormone [Dirgon et al. 1996)
This rapid depuration of the ci isoformes is dze= o
the high affnity of the hormone 1o the 2sizioghooprotein
receptor present in the lver (Fete =t al, 19510

The resslt indicating that the basic isoform and the
reference standard stimulsted greater VECF amd cAMP pro-
dsction in the cells could be understood 2 a positive et
hetween the LH and the recepior, as has been reported
im cAMP prodection and the geme expression for VEGF in
bowire granulos cells afier treaiment with LH [Garmido
1 al.. 1993]. The showe study demonstrated an association
between ademyate cyclase and protein Knzse & (PEA] amd
the expression of VEGF mRNA, there = also an
Imcrease in VECF mEMA when protein Kinase C{PEC) is acti-
vated. Although this shady was not designed o comrelate
WECF amd cAMP in granuloza oells, VEGF production gener-
ated with the basic isoformn could possibly be mediated by
CAME.

The effect of LH stimulation on the regulation of VEGF
expression has been shown in granulosa cells of bovine
deminant fallicles with or without exposure to the preova-
latoery LH surge [ Babitha et al. 2014), non-buman primates
[(Hazrard et al, 18949; Christenson and Stouffer, 1997
Martiner -Cheguer =t 2l 2003] and hurmanes {Culmera et al,
2005 with positive resalis in all cases on VECF production
im response tothis goradotropin. Additionally, the =ffect of
progesterone and estradiol on the dilferential expression of
differera VEGF isoforms and their recepbors im bovine gran-
ulpsa cells has been demonstrated {Shimizu and Miyameio,
2007 |. The results of the present study support the ideathat
LH favors VECF and expression, given that= (1 jthe
gramulosa cells used for the primary culiure were obtainsd
from dominant follicles not exposed to 2 preovalaiony LH
sumge; (20 the cells were oeltored in 2 medism free of
fetal bovine serum, without 3 supplement of sebsirates of
the sernidogenic pathway; [3) the estradiol progesterone
ratin in the follicular fuid supgestse strogenically active fol-
lickes; amd (4] the short expossre time of granulosa cells o
the hormone [24h] did mot resislt in changes im the toncen-
tration of progesterone. Therefiore, these factors together

that the change in VECF production by owine gran-
ulpaa rells cam he specifically attributed to treatment with
the LH isofiorm=

Previous studies have shown that fetal bovine =rum
omains grownh faoors (ELr, GlFdE, Bae-l) LH o and
inhibin, which regalate the prodisction of sterosd hor-
memes in bowine [Cong et al., 1954; Spicer ef al., 1933
and cuime gramslosa cells [Camphell =t al, 1996] with an
imcrease in the prodisction of progesterone and estradiod
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[Roberts and Edvternkamp, 129594), steroid hormones
associated with greater VEGF expression and synthesis
[Shirmtem and Mhvamoio, 2007

The= increase in VEGF symthesis amd expression in the
follialar phase and the onset of the hiteal phase{reviewed
by Fraser amd Wlff, 2001; Berisha et &, 2008; Chowdhury
et al, 300; Babiths et al. 7013) are physiological events
regulaied im part by the LH. Thenefiore, the demorestration
of a differential effect om the i vitro biclogical activity
among LH isoforms in VEGF producison by granslosa celis
nFdnminznt inlliclec rodd haus physinlogieal implicaiinne,
sggesting that the diferential effedt on biological activity
among ol H charge isofonms could mean that they are being
fmely since the LH isoforms change their pro-
portion at pituitany [Perera-karin =t al, 2008] and serom
levels (Rojas-Maya =1 al, 3007; Amrieta et al . 2006; Perera-
Mlarin et al, 2005} during the estrows cydle, which nsggests
that during the ewe estrous oyd = the heterogemeous seoe-
tion patiern of LH could be differentially regulating VEGF
production by gramsinsa cells in the dominant follicles.

A fraction that eluted at pk 9.5 (CM-33h) amd com-
centrated the LH was obtained during GFE purification in
-Sepharose. This protein fraction showed :
ical and immunological feahwres similar o the reference
LH. These fimdings are onsistent with those reported in
ruminant hypophy=eal LH {Caramea =t al, 1354; Perera-
Mlarin et al, 2004, 19561 On the other hand, the results
of the heterogeneity analysis of the -3z fraction by
meansal were similar to those cheerved
Imi the bovine species {un ished data), as well 2s the lu-
tion pattern observed during the analysis of owine [ Zalesky
et al. 1952} and bovine hypophyssal extracs {Perema-
Marin et al. 2008), where, from the iscfarms isolated by
chromatofoesing, the LH-immumoreactive proteins that
eluted within the basic pH range predominzted. Under all
conditions the hasic isolormes are predominant in kypoph-
wsiz and in seram.

Earh isoizted isofiorm showed an approodimate molecu-
larwesght patbern similar o the standard (N1DOE -0 LH--Z),
where 2 365 kDa protein predominated in non-reducing
conditions and comesponded to the LH hetemodimer. The
presence af the 23.4 and 208 kDa proteins under redisc-

oonditions showed the moleoular fior
b sl These mesals wgeeher are smile tm dhase
reparted for the mative form of L and for each subomit of
this protein (Sairam and schiller, 1975; Perera-Marin et al,
1956; Carranza of al. 1954 Chasdhary amd Muralidhar,
20007 ; Borromeo ef al., 2014} The analysis of sach isofiom
by immumnoblotting confrmed that the proteim with a rel-
ative approcimate molksoular weight of 365 kDa, as well as
the proteins with approximats molensdar weights of 2008
and 23.4 kDa, comrespanded to the LH structhre.
the electrophoretic amalysis of the acidic iso-
forms (F and ) in redocing onditions, 2 protein of high
malecular weight, =75 kDa, which was immumonsactive bo
LH aswas isoform F, was observed. The possibility that they
are contaminant proteins can be distarded because the
antibody used for the analysis of the immunoreactive LH
was previ oushy characterized for ovine [ stz ot al., 2005]
and bowine LH {Perera-Marin ef al, 2008}, where iks bkigh
specificity io discriminate proteins strudurally relaied to

the LH was cbeerved. This fnding thus affirms that ths pro-
tein is 2 moleralr aggregate of the hormons since 14 was
et disaggregated with the B-mercaptoethanol treatment.

n the mder reduring con-
ditions, isoforms C. O and £ showed a protein with a
approximate molecular weight of 15 kDa; this protein was
oot detected by immunchlotting, which sugpests that it
Is 3 contaminant profeim, and it was concentrated in the
pH range from 897 to 615, 2 pH range of different FSH
elstion fractions { Perera-Marin et al_ 2008 ). The other pos-
witility I= thad It we an immatwes fnem of nne of the
subunits simce shadies on deglycosylated ovine LH show
a protein under reducing conditions with 2 similar molec-
ular weight {Manpmath et al., 1982 The possibility of
proteahytic breakdown of one of the ssbunits canmot bedis-
carded {Stanton et al_ 1993 It is interesting to note that in
previows studies condurted in this laboratory oo bavines
2 similar protein patterm was cbizined (umpueblished
datal.

In peenchesion, seven ol H Bolorms wers obiained from
an LH-rich CPE of owine adenohypophyseal arigin, which
had a similar molecular weight to the reference stan-
dard amd whose immunological (meassred by BRAT and
biodogical artivity determined in fn wifro cAMP and VEGF
produrtion was different among isofoms. Im partioular,
the basic-type isoform generated the greatest cAMP and
VEGF production, similar to the reference standard level
These results indicate that the different LH Isofiorms quan-

titativedy ate different WEGF production levels in
pmuhn:?:
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10. DISCUSION GENERAL

Dentro del proceso de foliculogénesis la participacién de la LH es fundamental, en
particular durante el desarrollo del foliculo dominante en donde la estimulacion de
las células de la granulosa y de la teca por parte de ésta gonadotropina prepara
las condiciones para la ovulacién (Hunter et al., 2004). Adicionalmente, la LH se
asocia con el proceso de angiogénesis que acompafna la formacién del foliculo
dominante (Berisha et al., 2000; Berisha et al., 2008; Chowdhury et al., 2010).
Cuyo mecanismo de la regulacién depende de la expresién y sintesis 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 regulacion de la LH
sobre el VEGF se ha documentado en diversas condiciones experimentales,
incluyendo células de la granulosa (Christenson y Stouffer, 1997; Martinez-
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

produccion de VEGF en las células provenientes de foliculos dominantes.

En conjunto, la serie de resultados descritos en este estudio demuestran que las
isoformas de carga de la LH de origen ovino presentaron caracteristicas de peso
molecular similares al estandar de referencia (NIDDK-oLH-I-2). Sin embargo, los
grupos de isoformas (basicas, neutra o 4acidas) mostraron diferente
comportamiento inmunologico, ya que la isoforma basica y la neutra se
comportaron de forma similar a la estandar. Adicionalmente, la isoforma basica B
presentd la mayor capacidad bioldgica diferencial para estimular la produccién de
AMPc en células HEK-293 establemente transfectadas con el receptor a LH. Por
otra parte, también se incrementd la produccién de VEGF en cultivos primarios de
células de la granulosa de foliculos dominantes de ovino cuando se estimularon
con la isoforma basica. Estos resultados sugieren que la existencia de
heterogeneidad de la oLH se asocia con cambios en las caracteristicas
inmunoldgicas y de actividad biolégica, esto ultimo ocurre al menos cuando se

utilizan sistemas in vitro para su evaluacion.

118



En el Capitulo 6 encontramos que a partir de un EGP hipofisiario de origen ovino
se obtuvieron siete isoformas de carga de olLH, las cuales se dividieron de
acuerdo a su pH de elucion en grupos de isoformas basicas (pH 10.56-7.83),
neutras (pH 7.73-6.98) y acidas (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 predominé el grupo de isoformas basicas
(73.5% de la LH inmunoreactiva recuperada). Estos resultados confirman la
existencia de un mayor porcentaje de isoformas en el rango basico, el cual parece
ser independiente del género y del estado fisiolégico en el cual se encuentran los
animales de donde se extraen (Perera-Marin et al., 2005; Rojas-Maya et al.,
2007). De forma caracteristica, las isoformas presentaron peso molecular similar a
la oLH estandar; 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-Marin et al., 1996; Borromeo et al., 2004).

Adicionalmente, nuestros resultados demuestran la existencia de diferencias en la
actividad inmunoldgica especifica de las isoformas de oLH (Capitulo 6). A
excepcion de la isoforma mas acida (G), los ensayos inmunoldgicos presentaron
curvas dosis-respuesta, en los cuales las isoformas basicas mostraron la mayor
actividad inmunoldgica, a juzgar por los valores de ICso que resultaron
significativamente inferiores a los de la oLH estandar y el resto de isoformas. En
contraste, las isoformas acidas presentaron la menor actividad inmunoldgica ya
sea porque requirieron una mayor cantidad de proteina para alcanzar el valor ICso
0 porque no presentaron el comportamiento dosis-respuesta. En conclusion, los
resultados que presentamos en el Capitulo 6 confirman observaciones previas
realizadas por otros grupos de investigacion y por el nuestro, las cuales sugieren
que la existencia de heterogeneidad de la LH se asocia a propiedades bioquimicas
e inmunoldgicas diferentes (Cooke et al., 1996; Perera-Marin et al., 2007).

Para demostrar la existencia de cambios en la actividad biolégica 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 heterdlogo la
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capacidad de las isoformas para producir AMPc, mientras que en la segunda,
mediante un sistema homdlogo evaluamos la capacidad de las isoformas para

inducir la produccién de VEGF.

Los resultados que presentamos en el Capitulo 7 demuestran mediante un modelo
in vitro que la produccion de AMPc fue dosis-dependiente y diferencial entre las
distintas isoformas. En particular, las isoformas de tipo basico y la menos acida
mostraron un compartimiento similar al oLH estandar por unidad de LH
inmunoreactiva en comparacion con sus analogas neutra y mas acidas. Este
resultado, coincidid con lo reportado previamente por Olivares et al., (2009; 2010)
en extractos de hipdfisis de rata diabética y obesa, eluidos a pH basico y acido.
Ademas, en un estudio reciente empleando éste modelo de células HEK-293 se
evaluo la actividad biolégica de isoformas de la LH bovina de origen hipofisiario
(Ortega-Leodn et al., 2016). En concordancia con nuestro estudio, los resultados de
estos autores demuestran diferencias entre isoformas en la produccion de AMPc

por unidad de LH inmunoreactiva.

A pesar de ser un ensayo heterdlogo, previamente se realizd un analisis
comparativo de la alineacion 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 demostré una homologia del 89% entre secuencias. Asi
mismo, nos basamos en la evidencia previamente reportada por Horvart y
colaboradores (Horvat et al., 2001), en donde evaluaron la unién de la oLH al
receptor de la LH de rata en las células HEK-293 y su produccién de AMPc. Con
base en los resultados obtenidos en las células HEK-293, consideramos a esta
linea celular una buena herramienta metodolégica para la evaluacion de la

actividad bioldgica in vitro de la oLH y sus isoformas.

Los resultados presentados en el capitulo 8 demostraron que las isoformas de la
oLH resultaron biolégicamente activas, con una respuesta diferenciada entre
isoformas en la produccion de VEGF cuando se evaluaron en el cultivo primario de
células de la granulosa provenientes de foliculos dominantes de ovino. La

isoforma basica presentd la mayor produccion de VEGF, mientras que su
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contraparte la isoforma acida generé la menor respuesta. En otros estudios,
utilizando el modelo de las células de Leydig de rata in vitro, la isoforma basica
mostro el mayor efecto biolégico con respecto a la isoforma acida (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 heterélogos, mientras que
nuestros resultados se obtuvieron a partir de un cultivo primario homoélogo, con lo
cual se comprueban las sugerencias previas de una asociacion directa entre la
actividad biolégica y el punto isoeléctrico de cada isoforma (Bergendah y Veldhuis,
2001).

La demostracion de un efecto diferencial en la actividad biolégica in vitro entre
isoformas de la LH sobre la produccion de VEGF por las células de la granulosa
de foliculos dominantes, podria tener implicaciones fisioldgicas, debido a que esta
documentado que las isoformas de la LH cambian su proporcion a nivel hipofisiario
(Perera-Marin et al., 2008) y sérico (Perera-Marin 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 patron de secrecidn heterogéneo de la LH pudiera
estar regulando de forma fina la produccion del VEGF por las células de la
granulosas en los foliculos dominantes y que este incremento en la sintesis y
expresion del VEGF en la fase folicular y el inicio de la fase lutea (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 indicd que el estado de luteinizacion
de las células de la granulosa afect6é tanto la produccion de progesterona, asi
como la produccion de VEGF. A pesar de que la produccion de progesterona fue
dosis-dependiente de la concentracion de oLH utilizada, la produccién de VEGF
resulté muy variable, con lo cual no se encontré un patrén de respuesta que para
el caso de las células luteinizadas fuera consistente con nuestras observaciones
previas que indicaron de que la isoforma basica incrementa la produccion de

VEGF en células de la granulosa no luteinizadas. Nuestros resultados no
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concuerdan con la observacion 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 mas VEGF que las células de la granulosa

no luteinizadas por efecto de la hCG.

Debido a que no nos fue posible evaluar la expresion 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 expresion del ARNm para
VEGF en dichas células. Con esta informacion se obtendria la correlacion entre el
incremento en la concentracidon de la proteina y la expresion del gene en

respuesta a la estimulacion con las isoformas de la oLH.

Finalmente, el hecho de haber demostrado que las isoformas de carga de la oLH
presentan actividad biologica diferencial para estimular en un sistema homologo la
produccion de VEGF, abre la posibilidad de realizar estudios in vivo para
comprobar la consistencia de estos resultados. Actualmente, en nuestro grupo de
trabajo se esta considerando estudiar el efecto de las isoformas de la oLH sobre la
expresion del VEGF y su actividad antiapoptética en el foliculo dominante. De
igual forma, asociado a esta capacidad biolégica diferencial seria posible pensar
que cambios en el patron de distribucion de las isoformas podrian asociarse a
fallas reproductivas. Tal podria ser el caso de un incremento sustancial en el
porcentaje de la isoforma acida, la cual se asocié a la menor produccion de VEGF.
De ser este el caso, seria posible pensar en una angiogénesis deficiente y la
produccion de foliculos sin las caracteristicas deseables para ovular. Sin embargo,

todo esto queda como temas para estudios subsecuentes.
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11. CONCLUSIONES

1.- Con el sistema de extraccion y purificacion se logré la obtencion de isoformas
de carga de la LH ovina con un adecuado rendimiento y grado de pureza que
demostré que se trata de isoformas de carga, inmunoldgica y biolégicamente

activas.

2.- El sistema de evaluacioén biolégica de LH con células HEK-293 transfectadas
con el receptor a LH de rata, fue sensible a las isoformas de la oLH y nos permitio
diferenciar la potencia biologica entre distintas isoformas. Las isoformas basicas
generaron la mayor producciéon de AMPc cuando se comparé con las isoformas

neutra y acidas.

3.- El desarrollo del cultivo in vitro libre de suero, permitié evaluar el cambio en la
secrecion de VEGF por las células de la granulosa después del estimulo con
isoformas de la oLH, lo cual resultd en una mayor produccién de VEGF por la

isoforma basica y neutra con respecto a la acida.
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