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RESUMEN

ARGUETA LOPEZ LUIS EDUARDO. Determinacion de la presencia de una isoforma proteica
de la hormona foliculoestimulante (FSH) en la jalea real de abejas Apis mellifera mediante las
técnicas de fenol basico, separacion de proteinas por 2D y espectrometria de masas. (Bajo la
direccién de la MVZ PhD Hilda Morayma Guerrero Netro y el MPA Juan Alberto Balcdzar Sdnchez).

El presente trabajo fue realizado con el fin determinar la presencia de una isoforma proteica en
la jalea real de Apis mellifera con una estructura similar a la hormona foliculo estimulante (FSH).

El estudio se realiz6 con jalea real procedente de colmenas ubicadas en Xochimilco, CDMX. La
jalea se someti6 a los procesos de extracciéon de proteinas y purificacion por fenol, junto con
un analisis electroforético mediante separacion en 1D SDS-PAGE, posteriormente se realizé
un andlisis del patrén electroforético para determinacion de la cantidad de proteinas a partir
de su peso molecular y su punto isoeléctrico en un 2D SDS-PAGE, seguido de la identificacion
de todas las proteinas por medio de espectrometria de masas, por uUltimo se llevé a cabo la
comparacion de las secuencias de aminoacidos de las proteinas obtenidas en la espectrometria
de masas con las respectivas secuencias de las subunidades 3 de FSH de borrega (junto sitio
activo), vaca, rata y la hormona eCG para determinar el porcentaje de similitud.

Se obtuvieron un total de 45 proteinas con porcentajes de similitud que rondan entre el 20 y
30% de manera general, siendo la Major royal jelly protein 2 (MRJP2) de Apis mellifera la proteina
con el porcentaje de similitud mas alto registrado con apenas un 32.20% comparado con la
secuencia del sitio activo de la subunidad 3 de FSH de la borrega.

Concluimos, con base en las comparaciones de las proteinas obtenidas en la espectrometria
de masas con la secuencia de la subunidad (3 de FSH de distintas especies, podemos decir
gue ninguna de ellas es significativamente similar estructuralmente a la hormona FSH de
mamifero, pero no se descarta que alguna(s) de estas proteinas tengan el mismo efecto que
esta hormona ya que en la naturaleza existen casos de proteinas completamente distintas que
pueden presentar la misma actividad biolégica en un organismo.
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1. Introduccion

La hormona foliculo estimulante (FSH) es una gonadotropina secretada por la adenohipofisis
en mamiferos; las gonadotropinas tienen la funcién de favorecer la la secrecién de proteinas,
factores de crecimiento y hormonas en las génadas, asimismo, estimulan la produccién de
esteroides sexuales como estrogenos, progesterona y testosterona que a su vez regulan la
secrecion de estas mismas hormonas (Recchia et al., 2021). En el ovario la FSH tiene la funcién
de llevar a cabo el reclutamiento de los foliculos y estimular el crecimiento de los mismos
(Recchiaetal., 2021). Esta gonadotropina juega un papel importante en la expansion de células
del cumulus, que son las células que rodean al ovocito y juegan un papel muy importante en
la maduracion de estos, la expansién es uno de los primeros indicadores morfolégicos de una
maduracion exitosa (Salhab et al., 2013).

Estructuralmente la FSH es una glicoproteina heterodimérica de 35,5 kDa compuesta por
dos unidades polipeptidicas, denominadas subunidades alfa y beta (Bhartiya et al., 2021). La
subunidad alfa comparte su estructura con otras hormonas como son la hormona luteinizante
(LH), la hormona estimulante de la tiroides (TSH) y la gonadotropina coriénica humana
(hCG), mientras que la subunidad beta varia, es Unica de cada hormona y de cada especie
(Bhartiya et al., 2021). Actualmente la informacién protedmica y gendémica de esta hormona
y sus diferencias entre especies esta disponible en diferentes bases de datos que se pueden
encontrar en internet, una de ellas por ejemplo es Uniprot.org, en esta pagina se tienen
registradas 15,897 proteinas diferentes relacionadas con la FSH incluyendo las subunidades
de esta para diversas especies de animales, en lo que respecta al género Apis de las abejas se
han registrado 105,039 proteinas que participan en toda una variedad de procesos biolégicos.

La jalea real de Apis mellifera es un producto de la secrecién de las glandulas hipofaringeas y
mandibulares de las abejas nodrizas, tiene la caracteristica de ser un material cremoso y con
un pH acido de color blanco lechoso a amarillento; presenta un sabor y olor ligeramente acido
(Melliou, 2014). Tiene la funcién de ser un alimento para las larvas por no mas de tres dias,
permitiendo su metamorfosis en abejas obreras y zanganos mientras que para las reinas es el
unico alimento que consumira durante toda su vida larval y adulta (Melliou, 2014).

Quimicamente la jalea real posee agua, lipidos, proteinas, azucares, vitaminas y minerales,
esta composicion puede variar segun las condiciones ecoldgicas alrededor del lugar donde las
abejas pecorean, ademas, la especie que la produce y la africanizacién de las abejas son otros
factores que pueden alterar las caracteristicas quimicas de este producto (Chuan et al., 2022).



La jalea real posee actividades bioldgicas, tales como, antioxidante, hipocolesterolemiante,
hipotensora y reguladora de la presion arterial, antitumoral, antibiético, antiinflamatorio,
inmunomodulador, antialérgico, antienvejecimiento, etc (Pavel et al., 2011). Todos estos
efectos han sido estudiados en modelos in vitro e in vivo con animales como el ratén, rata,
conejo, hamster, oveja, cabra, vacas y aves (Pavel et al., 2011).

Estudios realizados por Mishima y colaboradores en el 2005; demostraron que la jalea real
presenta efectos farmacoldgicos similares a los causados por los estrégenos in vivo, in vitro
observaron que la jalea real compitié con los receptores a estradiol en humanos y estimul6
la proliferacién de células MCF-7 (linea celular de cancer de mama que expresa niveles
considerables de receptores a estradiol) una respuesta celular que se sabe que es inducida
por estrégenos, mientras que in vivo se observé que en ratas con ovariectomia bilateral (OVX)
a las que se le aplicé una inyeccidén subcutanea de jalea real, restauraron la expresion del gen
VEGF que es un gen sensible a los estrogenos en el Utero y el cerebro, los principales 6rganos
diana de esta hormona.

En posteriores investigaciones realizadas por Husein y Haddad en el 2006, demostraron que
tras la aplicacion de dispositivos liberadores de progesterona intravaginal (CIDR) en ovejas de
la raza Awassi, la jalea real ejercié un efecto similar al de una gonadotropina no hipofisiaria:
gonadotropina coriénica equina (eCG), esta posee actividad similara laFSHy lo hizo de manera
tan efectiva que mejoré el rendimiento reproductivo de los animales, acortando el tiempo de
inicio del estro entre 10 - 12 h y aumentando las tasas de gestacion y parto.

Asimismo, Giménez-Diaz y colaboradores en 2012 con razas de ovinos de cola gorda,
demostraron que el tratamiento de jalea real con progesterona natural exdgena y dosis bajas
de gonadotropina coridnica equina (eCG) nuevamente acorté el tiempo de inicio del estro y
aumento las tasas de concepcién en estos animales.

Veshkini y colaboradores en 2018, comprobaron el aumento de las tasas de maduracion de
ovocitos de ovejas cuando se cultivan de manera in vitro en presencia de jalea real a diferentes
concentraciones, ademds confirman el efecto antioxidante beneficioso de la jalea real en la
reduccién de la incidencia de apoptosis en los ovocitos durante la maduracién.

Se llevaron a cabo estudios in vivo que demostraron que la jalea real puede modificar las
concentraciones séricas de progesterona y estradiol en cabras de raza Alpina Francesa en
época reproductiva, asimismo se comprobd que la jalea real contiene progesterona, estradiol
y testosterona en diferentes concentraciones, hormonas que resultan esenciales para el
desarrollo de ovocitos en la mayoria de las especies domésticas. Las hormonas se midieron a
través de pruebas de ELISA, realizadas con kits comerciales de la marca DRG, para la deteccién
de progesterona se utilizé un kit con una sensibilidad de 0.045 ng/mL y un coeficiente de
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variacion maximo de 24.22%, el estradiol fue detectado con un kit con una sensibilidad de
9.714 pg/mL y un coeficiente de variacion maximo de 12.23% y finalmente la testosterona fue
cuantificada con un kit con una sensibilidad de 0.083 ng/mL, con un coeficiente de variacion
maximo de 9.50% (Castro-Chavéz, 2019).

Ruiz-Galvez en 2021, en su tesis de licenciatura demostré que la jalea real funciona como
reemplazo del suero fetal bovino (FBS) en la maduracién in vitro de ovocitos de ovinos,
independientemente de la época reproductiva. Esto representa un beneficio econémico
ya que una comparacién entre los precios actuales de lo componentes para un medio de
maduracion muestra que utilizar la jalea real resulta mds barato que utilizar FBS (jalea real
$150/10 g, FBS $3463/100 ml).

Pérez Herrera en 2021 realizd para su tesis de licenciatura un estudio que demuestra que
10 mg/ml de jalea real permite la expansion del complejo cumulus-ovocito en bovinos por
medio de la activacion de la via de sefalizacion de AMPc-PKA en ausencia de FSH durante la
maduracion in vitro. Con base en este estudio se observa que la jalea real, de igual forma que la
FSH, puede activar la via de sefalizacion AMPc-PKA, permitiendo la transcripcién y traduccion
de anfirregulina (AREG) y epiregulina (EREG) que dardn como resultado la expansion de las
células del cumulus; esta expansién es uno de los primeros indicadores morfolégicos de una
maduracion exitosa del ovocito. Por tales motivos se sugiere que existe la probabilidad de que
una proteina de la jalea real de Apis mellifera posea la capacidad de activar las mismas rutas
sefalizacion que la FSH. Sin embargo, aln con todos estos antecedentes no se ha demostrado
la existencia de esta posible proteina, razén por la cual se propone el presente trabajo.

2. Revision de literatura

2.1 Endocrinologia reproductiva.

La reproduccién se rige por una comunicaciéon neuronal y hormonal meticulosa entre el
hipotélamo, la hipdfisis y las gonadas, el control de este sistema regulador comienza con la
secrecion de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) (Smith,2012). Fig 1. Un tipo de
neuronas especializadas ubicadas en el hipotdlamo son las encargadas de producir GnRH,
la cual es secretada en forma de pulsos hacia la eminencia media, difunde por los capilares
del sistema porta-hipofisiario y de ahi a los gonadotropos de la hipofisis anterior, también
conocida como adenohipdfisis, en donde su funcién es estimular la produccién y secrecion
de las hormonas hipofisiarias foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH), entre
otras (Rippe, 2009). Estas dos hormonas son secretadas a la corriente sanguinea por medio de
pulsos que varian en frecuencia y amplitud, ademas, son reguladas por la produccién de GnRH
por el hipotalamo en un centro ciclico y ténico (Motta Delgado et al., 2011).
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La FSH es la responsable de la produccién de estrégenos en el ovario, del crecimiento y
maduracion de los foliculos ovaricos; la LH esta involucrada en el proceso de liberacién de
progesterona, ovulacion, formaciéon y mantenimiento del cuerpo luteo (Motta Delgado et al.,
2011).

Los estrogenos son hormonas esteroideas producidos por los foliculos ovéricos que tienen
influencia sobre los oviductos, el Utero, la vagina, la vulva, asi como en el sistema nervioso
central y el hipotdlamo (Motta Delgado et al., 2011). Estos estrégenos tienen un efecto de
retroalimentacién positiva sobre el hipotalamo produciendo la liberacién de GnRH que
a su vez inducird la liberacion del pico preovulatorio de LH en la hipéfisis anterior, lo que
desencadenara la ovulacién (Rippe, 2009).

La progesterona también es una hormona esteroide, es producida por el cuerpo Iuteo por
accion de la LH; es responsable de la preparacion del utero para permitir la implantacién del
embrion y de mantener la gestacién, ademas, tiene un efecto de retroalimentacién negativa
sobre el hipotadlamo, inhibiendo la secrecion de GnRH (Rippe, 2009).

Otra hormona producida en el ovario es la inhibina, esta es una hormona proteica producida
especificamente por las células de la granulosa, es la encargada de regular la secrecién de FSH
a nivel hipofisario a través de un mecanismo de retroalimentacion negativa (Motta Delgado
etal., 2011).

En contra parte, la activina es una hormona proteica que puede ser producida por las células
de la granulosa, la hipofisis y placenta, actia como un potente estimulador de la sintesis y
secreciéon de FSH a nivel hipofisiario a través de un mecanismo de retroalimentacién positiva,
ambas hormonas resultan esenciales en la regulacion del eje hipotalamo-hipofisis-gonadal
(Andreone, 2014).

En el Utero se produce la prostaglandina F2a (PGF2a) la cual interviene en la regulacion del
ciclo estral mediante su efecto de lutedlisis o regresion del cuerpo liteo, ademds interviene en
los procesos de ovulacion y parto (Rippe, 2009).
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Figura 1. Interaccion hormonal del eje hipotdlamo-hipofisiario-gonadal (Rangel. 2018)

2.2 Hormona foliculo estimulante

La hormona estimulante del foliculo (FSH) es una glicoproteina secretada por los gonadotropos
de la hipofisis y junto con la hormona luteinizante (LH), desempeia un papel central en la
reproduccién de los mamiferos (Simoni y Casarini, 2014). La FSH actuia directamente sobre las
gdénadas en ambos sexos, uniéndose a su receptor en la superficie de las células diana, iniciando
una cascada de eventos moleculares que comienzan con la activacién de vias de sefializacion
especificas (Hansson et al., 2000). Estos eventos incluyen desde la esteroidogénesis hasta la
diferenciacion celular y la proliferacion de los foliculos ovéricos (Dias et al., 2010).

La FSH es una glicoproteina compuesta por dos subunidades polipeptidicas glicosiladas,
denominadas a y {3, tiene un peso molecular de aproximadamente 35 kDa, que varia seguin
la especie y la longitud de los oligosacaridos anadidos (Barrios et al., 2006). La subunidad a
es comun a otras hormonas glicoproteicas producidas por la hip&fisis, por ejemplo, la LH,
la hormona estimulante de la tiroides (TSH) y gonadotropina coridnica (CG), pero no se ha
demostrado ninguna funcién para esta subunidad de manera libre (Santi et al., 2018); la
subunidad B es exclusiva de cada hormona glicosilada y cuando se asocia con la subunidad a
le confiere actividad bioldgica (Berger y Lapthorn, 2016).



Es importante mencionar que grupos de carbohidratos presentes en ubicaciones especificas
en cada subunidad con dos restos de oligosacaridos que tienen un papel clave en la
determinacidn de una serie de propiedades funcionales de la hormona, incluido el ensamblaje
dela subunidad a/f, la afinidad de unién al receptor, la activacién del receptor y la seializacion
intracelular (Barrios et al., 2006).

Los restos de oligosacaridos se acoplan a través de N-acetilglucosamina en grupos especificos
de asparagina en las subunidades a y {3; los oligosacaridos contienen los monosacaridos
como manosa, galactosa, glucosamina, N -acetilgalactosamina y acido sidlico, ademas, los
oligosacéridos son ramificados y heterogéneamente terminan principalmente en acido sialico
y fucosa (Marshall, 2004). Estas diferencias son en gran parte responsables de la variacion del
punto isoeléctrico (pl) (4,5 a 5) de esta gonadotropina (Marshall, 2004).

En 2005 se estudid la estructura de FSH humana combinada con su receptor (FSH-R) y se
observé que la FSH se une al FSH-R en la cara concava del dominio del receptor extracelular
curvo, similar a un broche (Fan y Hendrickson, 2005). Fig. 2.

Figura 2. Estructura cristalina de FSH humana unida a FSHR (Fan y Hendrickson, 2005).



2.3 Accion de la FSH en los ovarios de mamiferos

El ciclo ovarico se compone de cuatro fases: fase folicular, ovulacion, fase lutea y la lutedlisis,
la FSH juega un papel importante sélo durante la primera fase de este ciclo (Santi et al., 2018).

La FSH estimula las células de la granulosa para que produzcan la enzima aromatasa, que
convierte a los andrégenos producidos por las células de la teca en estradiol; el nimero
de células de la granulosa aumenta por la mitosis que ocurre bajo estimulos proliferativos
inducidos por FSH (Santi et al., 2018).

En los foliculos en crecimiento, la FSH también aumenta la produccién de estradiol y el nimero
de receptores de LH sobre las células de la teca y la granulosa, solo aquellos foliculos con
suficiente estimulacién de gonadotropinas y estrégenos continuaran con el proceso conocido
como foliculogénesis (Marshall, 2004).

A medida que el foliculo crece, se forma una cavidad alrededor del ovocito de modo que
capas de células de la granulosa y liquido lo empiezan a rodear; una vez que se eleva el nivel
de estradiol circulante producido por los foliculos preovulatorios el estradiol provoca una
liberacién abrupta de LH y FSH, lo que resulta en la ovulacién, es decir, la extrusiéon del ovocito
y las células de la granulosa que lo rodean, una vez que se ha producido la ovulacién, el nivel de
la FSH disminuye considerablemente y la formacién del cuerpo ldteo queda bajo la influencia
de la LH (Santi et al., 2018).

2.4 Acciones de FSH in vivo e in vitro

En vista de los efectos de las gonadotropinas, estas se han utilizado tanto in vitro como in
vivo para mejorar la capacidad de desarrollo de los ovocitos; aunque su mecanismo de accion
molecular permanece mal definido, sus efectos genémicos in vitro podrian ser diferentes de
los in vivo, donde actuan en sinergia y donde estan presentes tanto las células de la granulosa
como las de la teca rodeando al ovocito (Assidi et al., 2013).

In vitro, se ha demostrado que la FSH mejora la maduracién de los ovocitos (tanto nuclear
como citopldsmica), la expansion de las células del cumulus (CC), la fertilizacidn in vitro (FIV) y
el desarrollo embrionario temprano en varias especies de mamiferos (Assidi et al., 2013).

In vivo, se ha demostrado que los efectos secuenciales de las gonadotropinas (FSH y LH) y la
presencia de otros factores intrafoliculares, son mucho mds adecuados para la adquisicion
ovocitos ya que en el desarrollo folicular apoyado por FSH in vivo, las tasas de ovocitos con
competencia de desarrollo exitosa esta entre 60 y 80% en el caso de los bovinos, en cambio,



si se recuperan ovocitos de foliculos antrales no estimulados (del matadero), este porcentaje
desciende a una media del 25 0 45% en condiciones ideales in vitro (Blondin et al., 2002).

El mecanismo de accién molecular de la FSH se inicia en el complejo cumulus-ovocito (COQ)
a través del receptor para FSH (FSH-R) en las células de la granulosa y se sabe desde hace
décadas que la FSH no tiene ningun efecto sobre los ovocitos denudados de manera in vitro
(Assidi et al., 2013).

FSH-R es un receptor acoplado a proteina G (GPCR) con un dominio especifico transmembranal
que activa la via clasica AMPc-PKA en las células de la granulosa la cual finaliza con la
transcripcion y traduccion de anfirregulina (AREG) y epiregulina (EREG) que posteriormente se
unen al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF) ubicado en la membrana de las
células del cumulus que dard como resultado la expansién de las células del cumulus (Caixeta
etal, 2013).

2.5 Hormona con similar actividad a la FSH

La gonadotropina coridnica equina (eCG) es la hormona que presenta la actividad mas similar
a la hormona FSH, tiene una participacién importante en la reproduccién, antiguamente
conocida como gonadotropina sérica de yegua prefada (PMSG) u hormona luteinizante
equina, es una glicoproteina secretada por las células epiteliales trofobldsticas de origen
fetal que forman las copas endometriales (Manteca et al., 2019). Esta constituida por dos
subunidades, las que son sintetizadas y secretadas como cadenas heterodimeras a y 3, con
pesos moleculares de 44 y 17 kDa respectivamente (Simonetti et al., 2019).

Se cree que la funcion del eCG en la yegua es promover el desarrollo de los cuerpos luteos
accesorios, lo que ayuda a apoyar el desarrollo del feto (Hoppen, 1994). Esta misma hormona
es ampliamente utilizada en otras especies como los bovinos, caprinos, ovinos y porcinos
para inducir la liberacion tanto de la hormona luteinizante (LH) como de la hormona
foliculoestimulante (FSH) (Manteca et al,, 2019), ya que en especies diferentes a los equinos
puede unirse a ambos receptores de estas gonadotropinas, pero tiene particularidad especial
de unioén al receptor de FSH, esta la base para doble actividad de la eCG, ya que su estructura
primaria permite su interaccién con este receptor y su efecto se ve reforzado por la larga vida
media de esta hormona de 4 a 6 dias, estimulando la secrecién de estradiol y progesterona
(Moore y Ward, 1980).

La incorporacién de gonadotropinas, como la eCG, que favorezcan el inicio de los eventos
preovulatorios es de uso comun (Lopez et al., 2021). La administracion de eCG estimula el
desarrollo de los foliculos ovaricos de tamafio medio y grande e induce la ovulacién del foliculo



dominante presente en el momento del tratamiento, siendo un efecto dosis dependiente
(mayor respuesta ovarica con dosis elevadas), se ha observado que al aumentar el tamano del
foliculo preovulatorio, el cuerpo luteo que se desarrolla posteriormente es de mayor tamafo,
produciéndose una mayor concentracién de progesterona; pero la eCG no solo puede
aumentar los niveles de progesterona por este mecanismo, sino que si se aplica dias después
de la ovulacion también incrementa dichos niveles hormonales ya que aumenta la capacidad
de secrecién de las células luteas (De Rensis y Lopez, 2014).

2.6 Isoformas de FSH

Por definicidn, las isoformas son diferentes formas de una proteina que puede ser producida
a partir de genes diferentes, o por el mismo gen por uniones alternativas; al igual que con
otros miembros de la familia de hormonas glicoproteicas, la FSH se produce y libera como
una serie de isoformas que difieren entre si en su estructura de oligosacéridos (Barrios et al.,
2006). Ademas, estas isoformas también difieren en su capacidad para provocar una variedad
de respuestas bioldgicas in vitro e in vivo (Barrios et al., 2006).

Como se menciond antes, esta hormona presenta oligosacéridos unidos a ella que terminan
en acido sidlico y fucosa (Marshall, 2004). Esto permite formar una variedad de isoformas que
difieren en sus puntos isoeléctricos (pl) debido a la variacién en el grado y tipo de glicosilacion
en las subunidades a y B (Butler et al., 2008).

El punto isoeléctrico (pl) de la FSH tiene un amplio rango dependiendo de la abundancia de
residuos de dcido sidlico, las isoformas fuertemente sialiladas tienen un pH &cido y las isoformas
con poco o nada de 4cido sialico tienen un pH menos acido o basico (Butler et al., 2008).

Las isoformas menos acidas tienen mayor bioactividad in vitro que las isoformas mas 4cidas,
pero las isoformas menos acidas se eliminan mas rapidamente de la circulacién, por lo tanto,
tienen una bioactividad in vivo mas baja que las isoformas mas acidas (West et al. 2002).

Las isoformas de FSH han sido muy estudiadas en humanos, por ejemplo, se ha descubierto
que la distribucién de estas isoformas en la sangre varia a lo largo del ciclo menstrual y durante
la vida de las personas (Anobile et al. 1998). Las concentraciones de estradiol se asociaron
con isoformas de FSH menos acidas durante el ciclo menstrual, ademas, se descubrié que
la pérdida estrogénica en la menopausia da como resultado isoformas acidas relativamente
simples (Anobile et al. 1998).

Dado que la hormona eCG cumple funciones biolégicas similares a la FSH y LH, siendo
predominante la funcién de la FSH para estimular el desarrollo de los foliculos gracias a que su
estructura primaria le permite interactuar con el receptor para de FSH (FSH-R) (Moore y Ward,
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1980) podriamos pensar que estas dos hormonas son isoformas, pero Combarnous en 1988
determinéd que la similitud entre estas dos hormonas es de tan solo 18-45% dependiendo de
las especies con la que se compare, porcentajes muy bajos en comparacion con las isoformas
conocidas de FSH de ovino que presentan porcentajes de mas de 90% de similitud segun el
sitio web especializado en proteinas Uniprot.org.

2.7 El Género Apis

Las abejas meliferas (género Apis) son insectos sociales de la familia Apidae, del orden
Hymenoptera y estan entre los Aculeata (los que tienen aguijones), evolucionaron después de
la separacion de las Américas y Australia de Eurasia/Africa y son nativas solo del viejo mundo
(Crane, 2009). El género Apis probablemente aparecié por primera vez en el Eoceno, hace unos
55 millones de anos (Crane, 2009).

El género Apis contiene 11 especies conocidas, A. mellifera es nativa de toda Africa, Oriente
Medio y Europa, excepto en las regiones del extremo norte, es la especie mas importante para
los humanos ya que se ha introducido en todo el mundo para su uso en la apicultura y es la
mayor fuente de miel del mundo (Crane, 2009).

2.8 Hormona juvenil

La hormona juvenil es un sesquiterpenoide (terpeno de 15 carbonos y derivado de tres
isoprenos) que se encuentra presente en todas las ninfas y larvas de los insectos (Villalobos et
al, 2010).

Esta hormona en las etapas preadultas, regula los procesos de desarrollo y crecimiento,
mientras que en las hembras adultas induce la vitelogénesis (la produccién de la principal
proteina de la yema de los huevos), sin embargo, mientras que el papel de la hormona juvenil
en el desarrollo parece estar ampliamente conservado en todas las especies de insectos, su
papel en la reproduccién ha estado sujeto a muchas modificaciones; en algunos insectos
altamente eusociales como Apis mellifera ya no actia como una gonadotropina, sino que
regula la maduracién y la divisién del trabajo en las abejas obreras (Nijhout y Wheeler, 1982).

2.9 Jaleareal
La jalea real es un producto de la secrecién de las glandulas hipofaringeas y mandibulares de

las abejas nodrizas, tiene la caracteristica de ser un material cremoso, con un pH acido de color
blanco lechoso a amarillento, presenta un sabor y olor ligeramente acido (Melliou, 2014).



Todas las larvas dentro de los tres dias posteriores a la eclosién son alimentadas con jalea real por
abejas nodrizas, después de los primeros tres dias de desarrollo larvario, las larvas designadas
como reinas contindan siendo alimentadas con jalea real durante todo su desarrollo, mientras que
las designadas como obreras se someten a una dieta compuesta por una mezcla de la secrecion
mandibular de las abejas nodrizas, miel y polen (Scarselli et al., 2005).

La dieta de larvas jovenes de abejas melliferas destinas a ser reinas es de jalea real o alimento a
base de polen, este consumo determina los eventos moleculares de la diferenciacion celular en
reinas u obreras (Scarselli et al., 2005). Una larva reina consume aproximadamente un 25% mas
de alimento que una larva obrera y su peso puede aumentar hasta 1300 veces en 6 dias (Crane,
2009).

Quimicamente la jalea real posee agua, lipidos, proteinas, azicares, vitaminas y minerales, esta
composicion puede variar segun las condiciones ecoldgicas alrededor del lugar donde las abejas
pecorean; la especiey la africanizacion son factores que pueden alterar las caracteristicas quimicas
de este producto (Chuan et al., 2022) ademas, la secrecion de jalea por parte de las glandulas
también cambia en composicién segun la edad de las abejas nodrizas (Huo et al., 2016).

Varios estudios previos han demostrado que la jalea real puede exhibir efectos similares a los
estrégenos in vitro e in vivo (Mishima et al.,, 2005). Cuatro acidos grasos presentes en la jalea real:
acido10-hidroxi-trans-2-decenoico, acido 10-hidroxidecanoico, acido trans-2-decenoico vy el
24-metilencolesterol presentan actividad estrogénica (Liu et al., 2020).

Con estos componentes nutricionales y funcionales la jalea real exhibe una amplia variedad de
propiedades farmacoldgicas, como efectos antioxidantes, hipocolesterolemiante, hipotensores
y reguladores de la presion arterial, efectos antitumorales, antibidtico, antiinflamatorio,
inmunomoduladores, antialérgico, antienvejecimiento, etc. (Pavel et al., 2011). Por todas
estas acciones, la jalea real estd atrayendo un creciente interés publico para la prevencion de
enfermedades y la promocién de la salud (Chuan et al., 2022).

2.10 Proteinas de la jalea real

Como se menciond anteriormente, la jalea real es producida por las glandulas hipofaringeas
y mandibulares de las abejas, pero solo las glandulas hipofaringeas estan involucradas en la
produccion de proteinas (Ramanathan et al., 2018).

La tasa de sintesis de proteinas en las glandulas hipofaringeas es mas alta en las abejas nodrizas y
mas baja en las forrajeras (Knecht y Kaatz, 1990), ya que cuando las abejas se vuelven recolectoras,
estas glandulas se encogen y detienen la expresién enzimatica necesaria para la produccién de
miel y jalea real (Suwannapong et al., 2010).



Esto esimportante ya que nos demuestra que lacomposicién de la jalea real es rica en proteinas
cuando las abejas obreras estan en la etapa de nodriza joven en comparacién a la jalea real
producida por abejas forrajeras la cual tiene menor cantidad de proteinas (Ramanathan et al.,
2018).

Mas del 80% de las proteinas de la jalea, pertenecen a un grupo llamado “Major royal jelly
proteins”(MRJP) (Schmitzova etal., 1998). Se cree que las MRJP son el principal factor fisiolégico
especifico en el desarrollo de la abeja reina (Schmitzova et al., 1998).

En diversas investigaciones se han informado hasta nueve miembros de las MRJP codificadas
por nueve genes distintos; las cuales, se nombran con base al peso molecular o simplemente
se enumeran segun el orden en que se descubrieron (Ramanathan et al., 2018).

La familia de MRJP, son proteinas complejas que contienen altas cantidades de aminoacidos
necesarios (arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina,
triptéfano y valina); los cuales son necesarios para nutrir tanto a la abeja reina como a las larvas
(Ramanathan et al., 2018).

Se conoce que la MRJP 1 es una glicoproteina débilmente acida (ph 4.9-6.3, 55 kDa) y forma
un oligdmero que se estima en 350 o 420 kDa (Kimura et al., 2003); siendo la proteina mas
estudiada y es considerada como el factor clave que dirige el desarrollo de la abeja reina
(Kamakura, 2011). Mientras que MRJP 2, MRJP 3, MRJP 4y MRJP 5 son glicoproteinas de 49 kDa,
60-70 kDa, 60 kDa y 80 kDa, respectivamente (Schmitzova et al., 1998) y presentan diversas
actividades bioldgicas multifactoriales debido al patron complejo de compuestos bioactivos
que contienen cada una de ellas (Muresan et al., 2022). Fig. 3.
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Figura 3. Actividades bioldgicas de las principales proteinas de la jalea real (MRJP)
y sus péptidos derivados, modificado de Muresan et al., 2022.
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Las nueve MRJP se identificaron mediante espectrometria de masas (Schonleben et al., 2007)
siendo MRJP 1 el mas abundante con un 31-66 % del total de proteinas, sequido de MRJP 5,
MRJP 3y MRJP 4 (Schmitzova et al., 1998). Cuadro 1.

Proteina Numero de aminoacidos MW teorico (kDa) pl
MRJP1 413 46.86 5.03
MRJP2 435 49.15 6.65
MRJP3 524 59.49 6.50
MRJP4 444 50.67 5.74
MRJP5 578 68.13 5.95
MRJP6 417 47.58 6.01
MRJP7 426 48.66 4.85
MRJP9 400 45.06 5.81
MRJP9 403 46.27 8.62

Cuadro 1. Principales propiedades de las proteinas de la jalea real (MRJP), MW: peso molecular,

PI: punto isoeléctrico (Muresan et al., 2022).

2.11 Jaleareal en la reproduccion animal

En los ultimos aios la jalea real ha sido ampliamente utilizada en investigacién con el objetivo
de favorecer la reproduccion en distintos animales domésticos, por ejemplo, Husein y Haddad
en el 2006, demostraron que la aplicacion de jalea real por via intramuscular en ovejas de la
raza Awassi, sincronizadas con dispositivos liberadores de progesterona intravaginal (CIDR),
ejercié un efecto similar al de la gonadotropina corionica equina (eCG).

Elnagar en 2010, demostréd que la administracion por via oral de jalea real a conejos machos
estresados por el calor puede contrarrestar la “infertilidad de verano”, al elevar los niveles de
testosterona en la sangre ademas de aumentar el volumen del eyaculado, la fructosa seminal,
la motilidad del espermatica y disminuir la produccién anormal de espermatozoides y la
concentracion de espermatozoides muertos.

Giménez-Diaz y colaboradores en 2012 demostraron que la administracién de jalea real y eCG
por via intramuscular en razas de ovinos de cola gorda, inducidas con esponjas intravaginales
impregnadas de progesterona natural, mejora las tasas de concepcion en ovejas inseminadas
por via laparoscopica durante la época de anestro.
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Shahzad y colaboradores en 2016, demostraron que agregar jalea real en el diluyente de
congelacién mejora los pardmetros estructurales y funcionales del semen del toro bufalo
después de su criopreservacion, proporcionando una mejora en la calidad espermatica.

Veshkini y colaboradores en 2018, comprobaron el aumento de las tasas de maduracion de
ovocitos de ovejas cuando se cultivan de manera in vitro en presencia de jalea real.

Castro-Chavezen 2019, concluyé quelaadministracién deesponjasintravaginalesimpregnadas
de jalea real para sincronizar el estro en cabras primalas de la raza Alpino-francesa durante la
época reproductiva, es tan efectiva como un tratamiento corto convencional de sincronizacién
con CIDR, manteniendo niveles supraliteos de progesterona necesarios para sincronizar el
estro.

Ruiz-Galvez en 2021, demostro a través de diferentes protocolos de maduracion in vitro (IVM)
que la jalea real funciona como un reemplazo del suero fetal bovino (FBS) en el medio de
maduracion de ovocitos de ovinos, independientemente de la época reproductiva, ademas,
encontré que la jalea real tiene una mejor tasa de éxito sobre el FBS en la IVM realizada durante
el anestro estacional.

Pérez-Herrera en 2021, demostré que 10 mg/ml de jalea real permite la expansion del complejo
cumulus-ovocito en bovinos en ausencia de FSH durante la maduracién in vitro.

Con base a lo anterior, aun con todos estos antecedentes, no existe en la literatura informacion
que demuestre la existencia de una proteina similar a la FSH en la jalea real.



3. Hipotesis

La jalea real de Apis mellifera presenta una isoforma proteica con una estructura similar a la
hormona foliculo estimulante (FSH) de mamiferos.



4. Objetivo general

Determinar la presencia de una isoforma proteica en jalea real de Apis mellifera con una
estructura similar a la hormona foliculo estimulante (FSH) de mamiferos.

4.1 Objetivos especificos

-Obtener el componente proteico de la jalea real para separar las proteinas con base en su
peso molecular.

-Obtener la informacioén estructural y la secuencia de aminoacidos que forman cada una de
las proteinas que componen a la jalea real para compararlas con la estructura y secuencia de
aminodcidos de la hormona FSH de mamiferos.

5. Material y métodos

5.1 Lugar de realizacion

El presente trabajo se realizé en el edificio Mario Molina de la Facultad de Quimica de la UNAM
enla Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacién y a la Industria (USAII), que estd localizado
en circuito Mario de la Cueva S/N, Coyoacan, C.U., 04510 Ciudad de México, CDMX.

También se realizé en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM en el
departamento de Reproduccién Animal, que estd localizado en Av. Universidad #3000, Colonia,
C.U., Coyoacan, 04510 Ciudad de México, CDMX.

5.2 Material

Un frasco de 8.5 g de jalea real de abeja Apis mellifera cosechada en temporada de floracion
de Chayotillo (Sicyos deppei) de colmenas alimentadas con jarabe y sin suplemento durante el
mes de octubre del aino 2022, de las cuales se realizé un pool; las colmenas estan ubicadas en
la alcaldia de Xochimilco, CDMX.



5.3 Metodologia

5.3.1 Basqueda bibliografica de las caracteristicas proteémicas de la jalea real y de la
hormona foliculo estimulante (FSH)

Serealiz6é una busqueda bibliogréfica en diferentes sitios web académicos como Sciencedirect
Wiley, Pubmed, etc. sobre estudios que se han realizado utilizando jalea real de Apis mellifera
en donde se hayan llevado a cabo las técnicas de extraccién, cuantificacion y determinacion
de proteinas.

Esto con el objetivo de ampliar los conocimientos y el panorama sobre la realizacién de las
técnicas a realizar, ademas de descubrir, comparar y discutir las caracteristicas protedmicas
de la jalea real con base en los resultados que se obtengan con la muestra de jalea obtenida.

En cuanto a la hormona FSH, la busqueda bibliogréfica se basé en conocer las distintas
secuencias de aminoacidos que componen las subunidades B de distintas especies de
mamiferos utilizados comunmente en la produccién animal, como es el caso de los pequefios
rumiantes, bovinos, caballos y ratas, dicha bisqueda se realiz6 en el sitio web de Uniprot.org.

5.3.2 Extraccion de proteinas de la jalea real y purificacién por fenol

Se tomé un gramo de jalea real y se maceré utilizando un politrén, la muestra se puso en 6
ml de fenol pH 8.8 y se agregd 5 ml de buffer de extraccion (100mM tris HCI, pH 8.8, 10mM
EDTA, 900 mM sacarosa y 0.4% de 2-betamercaptoetanol) se aplicaron 5 pulsos de 1 min en
el politrén alternados por 1 min en hielo, después de los 5 pulsos se mantuvo en hielo 10
min mas y se centrifugo a 4000 rpm durante 30 min, se tomé la fase orgdnica y se depositd
en un tubo de 50 ml nuevo y se agregaron 25 ml de acetato de amonio 100 mM en metanol
se agitd y se dejo reposar 16 hrs a -20C. Posteriormente se centrifugo a 4000 rpm durante 30
min para obtener una pastilla de precipitado y se descarté el sobrenadante, la pastilla se lavo
con 5 ml de acetato de amonio en metanol 2 veces y se centrifugo a 4000 rpm por 10 min
después de cada lavado, posteriormente se lavé de igual manera la pastilla con acetona al 80%
2 veces y un ultimo lavado con etanol al 70%, la pastilla se resuspendio en 700ul de buffer IEF;
posteriormente se analiz6 la integridad de la proteina en un gel de SDS-PAGE 1D.

Se tomaron 4 ul de la muestra y se resolvieron en un gel SDS-PAGE al 12% de acrilamida de una
dimension con un estandar de marcador molecular Precision Plus de Biorad como referencia
de peso moleculary 1 pg de Lisozima Sigma #L6876-1G como referencia de cantidad. Se corrié
en un gel de poliacrilamida al 12% a 120V por 1.20 hrs, posteriormente se desmonté el gel y
con mucho cuidado se colocé en solucién de coomassie coloidal.



Finalizada la electroforesis, se realizé un primer paso de fijacién, incubando los geles en una
solucién 50 % v/v metanol/agua durante al menos 1 h a temperaturaambiente. A continuacion,
se retira la solucion de fijacién y se incuban los geles en solucién de tincién (8 % p/v sulfato
amonico, 2 % acido fosférico y 20 % etanol y 0.08 % de Azul de Coomassie G-250) durante,
al menos, 16 horas a temperatura ambiente. Finalmente, se destifien los geles con agua
bidestilada, hasta alcanzar el contraste adecuado para la identificacién de bandas.

Se procedio a la adquisicién de la imagen para su analisis densitométrico, en un sistema de
densitémetro calibrado GS-900 Biorad.

5.3.3 Analisis del patron electroforético mediante separacion en 2D SDS-PAGE.

Se utilizaron 350 ug de la muestra que se resuspendio en 215 ul de buffer desnaturalizante
(8M urea, 2M Tiourea, 4% CHAPS, 2% triton X 100 y 50 mM DTT) y se aplicé en una tira de
gel de poliacrilamida de 11cm con un gradiente inmovilizador de pH (IPG BIORAD) de un
rango de 3-10 durante 10 minutos, a temperatura ambiente, en una bandeja de rehidratacion
(Immobiline DryStrip Reswelling Tray, BIORAD).

Posteriormente las tiras fueron cubiertas con aceite mineral y la bandeja se transfiri6 a la
unidad de isoelectroenfoque PROTEAN i12 IEF Cell (BioRad) para rehidratarlas activamente
(12 h, a 20 C) sequida de 5 pasos de focalizacién: 250 V por 30 min (réapida), 10000 V por 2h
(gradiente), 10000 V (rapida), y 1000V mantenido, hasta un voltaje acumulado de 45-47 kVh.

Tras el isoelectroenfoque, la tira IPG fue removida de la charola, se eliminé el aceite mineral y
se incubd con un tampdn de equilibrio SDS (Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, urea 6 M, 30% v/v glicerol
y 5% p/v SDS 2% DTT). La tira se incubd en esta solucién durante 15 minutos en agitacién y
a temperatura ambiente se repitié la incubacion 2 veces, posteriormente se incubd con un
tampén de alquilacién SDS (Tris-HCl 1,5 M pH 8,8, urea 6 M, 30% v/v glicerol y 5% p/v SDS
2.5% lodoacetamida) durante 15 minutos en agitacién y a temperatura ambiente, se repitio la
incubacion 2 veces mas, posteriormente se dio un breve lavado con amortiguador de corrida
de proteinas SDS 1X. Asi las tiras quedaron listas para llevar a cabo la segunda dimensién.

Para la de tira de 11 cm se utilizd el sistema de electroforesis SE600 VERTICAL UNIT (GE-
HEALTHCARE), empleando un gel de acrilamida SDS-PAGE al 12% de 16 x 15 cm.

Para elaborar el gel de acrilamida se prepararon tres soluciones: la primera es una solucién
concentrada de acrilamida al 30% (p/v) y bis-acrilamida al 0.8% (p/v) en agua bidestilada. La
segunda es una solucién de Tris-HCl 1.5 M pH 8,8, SDS 10% (p/v) en agua bidestilada, que
se le agrega a la primera para obtener la concentracion del gel de resolucién, cuya funcién
es separar a las proteinas por peso molecular. La tercera es una solucién de 0.5 M Tris-HCl,
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pH 6.8, SDS 10% (p/v) en agua bidestilada, que se le agrega a la primera para obtener el gel
concentrador, cuya funcion es concentrar rapidamente las proteinas que vienen de las tiras
IPG. Se afaden también 0.05% APS y 0.005% TEMED como catalizadores de la reaccién de
polimerizacién.

Las soluciones se transfirieron a la cdmara de polimerizacion del sistema SE600 VERTICAL
UNIT (GE-HEALTHCARE), la tira IPG se colocé sobre la superficie del gel, evitando que queden
burbujas atrapadas entre la tira y la superficie del gel, o entre el gel y el cristal base.

Para fijar el gel y evitar pérdida de proteinas cuando éstas migran de la tira al gel, se anadio
una solucion de agarosa 0,5% (p/v) en tampdn de corrida SDS-PAGE y con trazas de azul de
bromofenol. La electroforesis se realizd a 25°C con un voltaje constante de 50V por 22 horas a
temperatura ambiente en un tampén de corrida SDS-PAGE.

Tincion con Coomassie coloidal

Finalizada la electroforesis, seincuban los geles en solucion de tincion (8 % p/v sulfato aménico,
2 % acido fosférico y 20 % etanol y 0.08 % de Azul de Coomassie G-250) durante, al menos, 16
horas a temperatura ambiente. Finalmente, se destifieron los geles con agua bidestilada, hasta
alcanzar el contraste adecuado para la identificacién de manchas.

Se procedio a la adquisicién de la imagen para su analisis densitométrico, en un sistema de
densitémetro calibrado GS-900 Biorad.

5.3.4 Identificacion de proteinas por medio de la técnica huella peptidica e identificacion
por LC-MS.

Se realizo un gel SDS-PAGE 1D, con el mismo procedimiento descrito anteriormente, se
cortaron las bandas de gel en fragmentos pequefos y se destifieron con metanol al 50% (v/v)
y acido acético al 5% (v/v) en una proporcién 1:1 por 12 horas.

Posteriormente selavaron con agua destiladay seincubaron en una solucién de bicarbonato de
amonio 100 mM durante 15 minutos (dos veces), Se redujeron con ditiotreitol al 50 mM durante
45 minutos y se alquilaron con iodoacetamida al 30 mM durante 2 horas. Posteriormente se
lavaron tres veces con bicarbonato de amonio 100 mMy se deshidrataron completamente con
acetonitrilo al 100% vy se llevaron a sequedad total.

La digestién de proteinas de los fragmentos de gel se llevé a cabo por incubacion de estos con
30 pL de tripsina de porcino modificada, a una concentracién de 20 ng/pL durante 18 horas a
37°C.



Los péptidos de la digestidn anterior se extrajeron con acetonitrilo al 50% (v/v) y &cido férmico
al 5% (v/v) mediante sonicacién, después se llevaron a sequedad total, se disolvieron de nuevo
e 10 pL de 4cido férmico al 1% (v/v), se desalaron y concentraron por Ziptip C18 y se eluyeron
con 30 pL de fase mévil de HPLC (agua-acetonitrilo 97:3 + 0.1% de acido férmico) y se colocaron
en un inserto.

Los péptidos se introdujeron en le espectrémetro de masas para su analisis por medio de la
técnica de “shotgun’, las caracteristicas del espectrémetro de masas se muestran en el Cuadro 2.

Espectrometro de Masas Modelo Synapt G2S, Marca

Equipo utilizado WATER, con tiempo de vuelo.

Agua grado LC-MS (Marca J.T Baker, lote 0000183615).

Acetonitrilo grado LC-MS (Marca J.T Baker, lote 0000171727).

Disolventes y reactivos Acido Férmico grado reactivo analitico (Marca J.T Baker, lote 0000014851).
[Glu1]-Fibrinopéptido B, lote W18071815, marca ERA.

Waters MassPREPTM E. coli Digest Standar, lote No. W20021711.

Introduccién

Cromatografo de Liquidos Modelo nanoACQUITY, Marca WATERS.
de la muestra

nanoACQUITY ULPC 1.8 pm, HSST3 C18, 75 um x 150 mm.

Columna

S/N:01973716416209

Precolumna 2G nanoAcquity UPLC Trap Column 5 pm 180 pm x 20 mm.

(Trap column) S/N 03073720616583.
Temperatura de columna 35°C.

Fase Movil Fase A: Ac. férmico al 0.1% en agua.

Fase B: Ac. formico al 0.1% en acetonitrilo.
Velocidad de flujo

de la fase movil 0.4 pL/min.

00.0 min 7%B.
54.67 min 40%B.

Gradiente o
cromatografico 56.33 min 85%B.
59.64 min 85%B.
61.30 min 7%B.
Modo de ionizacion Electrospray.
Tempergtulja dgtcamara 70°C.
de ionizacién
Voltaje del capilar 3.00 kV.
Voltaje del cono 30V.
Intervalo de masas 50-2000 Da.
Lock Mass [Glu1]-Fibrinopéptido B.
Muestra control E. coli 100 fmol/ pL.
Rar.n.p’a de energia de 15_45V.
colisién en la trampa
Velocidad de escaneo 1s.
Deteccién de iones Positivos.
Resolucién 20,000.

Cuadro 2. Especificaciones del espectrémetro de masas
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El software utilizado para el procesamiento de los datos fue Protein Lynxs Global Server 2.5.1™,
Waters (PLGS). Para la identificacion de las proteinas se usé la base de datos extraida de la
pagina web: Uniprot.org para el género Apis.

Todas las técnicas mencionadas se llevaron a cabo de acuerdo con lo descrito por Salgado-
Albarran y colaboradores en el 2015, con las modificaciones pertinentes para la jalea real y
se realizaron en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la Industria (USAII) en
el laboratorio de protedmica y biologia molecular bajo la supervision del biélogo encargado.

5.3.5 Comparacion de las secuencias de aminoacidos

Una vez que se obtuvieron los resultados de la espectrometria de masas, se realizé de manera
individual la comparacion de las secuencias de aminoacidos de todas las proteinas obtenidas
con las secuencias de las subunidades 3 de la hormona FSH de borrega (junto sitio activo), de
lavacay larata, ademas se compararon las secuencias con la eCG por su actividad comprobada
como FSH fuera de los equinos.

Para la comparacion se utilizé el sitio web de Uniprot.org con su funciéon de “Align” que
funciona con el programa Clustal Omega, el procedimiento se basé en seleccionar y copiar
las secuencias de las proteinas obtenidas y las secuencias subunidades 3 en su formato FASTA
para posteriormente pegar cada una de las secuencias en la matriz de la funcién Align y
ejecutar el programa.

Pasados unos segundos el programa indica el porcentaje de similitud que existe entre ambas
secuencias introducidas, este porcentaje incluye a todos aquellos aminoacidos que son
idénticos en posicion, ademas, incluye a aquellos aminoacidos que son sinénimos (funcion
similar, pero diferente estructura o estructura similar, pero diferente funcién).



6. Resultados

6.1. Extraccion de proteinas de la jalea real y purificacion por fenol, analisis del patrén
electroforético mediante separacion en 1D SDS-PAGE

Determinacion de la integridad de las proteinas contenidas en la muestra de jalea real de Apis
mellifera mediante una electroforesis de poliacrilamida 1D SDS-PAGE. Se aplicaron 4 pl de la
muestra en el siguiente orden: en el Carril 1, marcador molecular. Carril 2 y 3, muestra de jalea

real. Carril 4, 1 ug de Lisozima pura como referente de carga y cantidad de proteina. Se puede
observar en la siguiente imagen el patrén de bandas de la muestra. Fig. 4.
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Figura 4. Patron electroforético de las proteinas contenidas en la jalea real.
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Se observa el patrén electroforético de las proteinas contenidas en las muestras una vez limpias
y concentradas por el procedimiento utilizado, donde se puede apreciar una distribucion de
proteinas de pesos moleculares (mr) desde los 25 kDa hasta una gran mayoria de proteinas de
50 a 250 kDa.

6.2 Analisis del patron electroforético mediante separacion en 2D SDS-PAGE para
determinacion de la cantidad de proteinas partir de peso molecular y punto isoeléctrico.

Patrén electroforético en 2D de la muestra de jalea real de Apis mellifera. Fig. 5. En la figura se
muestra el patrén 2D bien resuelto en el rango de puntos isoeléctricos (pl) de las proteinas de
pH de 3-10, asi como por peso molecular (mr) que va desde los 20 kDa hasta los 250 kDa.
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Figura 5. Patron electroforético en 2D de la muestra de jalea real.
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6.3 Identificacion de proteinas por medio de la técnica huella peptidica e identificacion
por LC-MS.

El resultado de la identificacion de las proteinas se anexa en las siguientes paginas.
Cuadro 3y 4.

mW pl PLGS Péptidos | Cobertura | Péptidos | Péptidos ID

0K Entrada Descripcién (Da) (pH) | Puntaje Péptidos tedricos (%) digeridos |modificados | proteina

Mayor royal jelly protein 1 0S
2 MRJP1_APIME Apis melliefera OX 7460 GN 48855 | 49351 | 32293 149 28 69.213 36 8 34
MRJPTPETSV1

Bee milk protein OS Apis cerana
OX 7461 GNMRJO1 PE25V 2

2 Q8MMJ1_APICE 48938 | 5.4053 25255 61 29 404157 23 1 78155

Bee milk protein OS Apis cerana

2 oY cerana OX 94128 PE2 SV 1

49014 | 5.4053 19472 56 29 30.9469 19 1 78013

Bee milk protein OS Apis
2 Q3L632_APICA mellifera carnica OX 88217 GN 65655 | 6.9463 12618 109 32 57.6857 40 9 77974
mrjp3 PE3SV 1

Bee milk protein OS Apis
2 | AOA7M7MQ90_APIME mellifera OX 7460 GN 406091 51099 | 6.646 11625 109 35 73.8938 44 7 20515
PE3SV1

Glucose oxidase OS Apis
2 Q9U8X6_APIME melliefera OX 7460 GN 406081 67895 | 64951 | 89238 18 35 25.5285 12 2 23027
PE2SV1

Uncharacterized protein
2 |ADA7M7MM52_APIME LOC413627 OS Apis mellifera 72184 | 52372 7274 13 41 20.0306 8 0 70819
OX 7460 GN LOC413627 PE3 SV 1

Cuadro 3. Inferencia de proteinas realizada por el espectrdmetro de masas organizadas en hits

por el programa Protein Lynxs Global Server 2.5.1 TM; Waters (PLGS) con un nivel de confiabilidad > 96%.

El programa Protein Lynxs Global Server 2.5.1 TM de la compania Waters (PLGS) asigné los
péptidos de la jalea real detectados por el espectrémetro de masas en 7 grupos o hits y les dio
un calificador (columna de OK en el cuadro 3) que indica el grado de confiabilidad:

- OK 2 = Confiabilidad = 96%.
- OK 1 = Confiabilidad ~ 85%.
- OK 0= Confiabilidad < 85%.

La inferencia de proteinas revela que aquellas con mayor cobertura en la jalea real de Apis
mellifera son la Bee milk protein OS 7460 GN 406091 de Apis mellifera con un 73.89%, sequida de
la Major royal jelly protein 1 (MRJP1) de Apis mellifera con 69.21% y por ultimo la Bee-milk protein
(MRJP3) de Apis mellifera carnica con un 57.68% de cobertura.

Cabe mencionar que en cada uno de estos hits existe una cantidad significativa de péptidos
derivados de varias proteinas debido a la presencia de proteinas homoélogas, isoformas o
entradas redundantes en la base de datos, por ello se solicité la lista completa de proteinas
para determinar exactamente cuantas y cuales estan presentes en la jalea real. Cuadro 4.
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Entrada

MRJP1_APIME
Q8MMJ1_APICE
Q5VLE2_APICC

AOATQTIN6GO_APICA

Q3L632_APICA

AOA7M7MQ90_APIME

Q51224 _APICE

MRJP2_APIME
Q6IMJ9_APIME
D3Y5TO0_APIME

MRJP3_APIME

AOA2A3EFY1_APICC

MRJP5_APIME

D3JZ08_APIME
AOA2A3EH93_APICC
AOA7M7MQN8_APIME

V9IC18_APICE
Q5VK56_APICC

V9IA93_APICE
Q6QNI5_APICE

V916G8_APICE

V916T6_APICE

V91763_APICE
Q3L631_APICE
D3GEUO_APIDO
D3JXA7_APIME

Q3L630_APIFL

Q51223_APICE

Q51222_APICE
Q6W3E3_APIME

MRJP4_APIME
D3GEU4_APIFL

V91606_APICE

AOA2A3EHIO_APICC
AOATQ1N6E9_APIDO
AOA7M7SQQ4_APIME
AOA2A3EHH1_APICC
AOA2A3EGO5_APICC

D3GEU5_APIFL
Q86M24_APIDO
Q9U8X6_APIME

AOA2R4SV22_APICE
AOA7M7MM52_APIME
B3GM12_APIME

MRJP1_APIME

Q4ZJX1_APIME

Nombre

Major royal jelly protein 1 OS Apis mellifera OX 7460 GN MRJP1 PE 1 SV 1
Bee milk protein OS Apis cerana OX 7461 GN MRJP1 PE 2 SV 2

Bee milk protein OS Apis cerana cerana OX 94128 PE 2 SV 1

Bee milk protein OS Apis mellifera carnica OX 88217 GN MRJP2 PE3 SV 1
Bee milk protein OS Apis mellifera carnica OX 88217 GN mrjp3 PE3 SV 1

Bee milk protein OS Apis mellifera OX 7460 GN 406091 PE 3 SV 1

Bee milk protein Fragment OS Apis cerana OX 7461 GN MRJP1 PE 3 SV 1
Major royal jelly protein 2 OS Apis mellifera OX 7460 GN MRJP2 PE 1 SV 1
Bee milk protein OS Apis mellifera OX 7460 GN MRJP7 PE2 SV 1

Bee milk protein OS Apis mellifera OX 7460 PE 2 SV 1

Major royal jelly protein 3 OS Apis mellifera OX 7460 GN MRJP3 PE 1 SV 1
Bee milk protein OS Apis cerana cerana OX 94128 GN APICC 09306 PE3 SV 1
Major royal jelly protein 5 OS Apis mellifera OX 7460 GN MRJP5 PE 2 SV 1
Bee milk protein OS Apis mellifera OX 7460 PE 2 SV 1

Bee milk protein OS Apis cerana cerana OX 94128 GN APICC 06210 PE3 SV 1
Bee milk protein OS Apis mellifera OX 7460 GN 406116 PE 3 SV 1

Bee milk protein OS Apis cerana OX 7461 GN ACCB00543 2 PE2 SV 1

Bee milk protein OS Apis cerana cerana OX 94128 PE2 SV 1

Bee milk protein OS Apis cerana OX 7461 GN ACCB00543 1 PE2 SV 1

Bee milk protein OS Apis cerana OX 7461 GN MRJP5 PE2 SV 1

Bee milk protein OS Apis cerana OX 7461 GN ACCB00004 9 PE 2 SV 1

Bee milk protein OS Apis cerana OX 7461 GN ACCB00004 3 PE 2 SV 1

Bee milk protein OS Apis cerana OX 7461 GN ACCB00004 6 PE 2 SV 1

Bee milk protein OS Apis cerana OX 7461 GN mrjp3 PE3 SV 1

Bee milk protein Fragment OS Apis dorsata OX 7462 GN mrjp1 PE3 SV 1
Bee milk protein OS Apis mellifera OX 7460 PE 2 SV 1

Bee milk protein Fragment OS Apis florea OX 7463 GN mrjp3 PE3 SV 1

Bee milk protein Fragment OS Apis cerana OX 7461 GN MRJP7 PE3 SV 1
Bee milk protein Fragment OS Apis cerana OX 7461 GN MRJP5 PE 3 SV 1
Bee milk protein OS Apis mellifera OX 7460 GN Mrjp6 PE 2 SV 1

Major royal jelly protein 4 OS Apis mellifera OX 7460 GN MRJP4 PE 1 SV 1
Bee milk protein Fragment OS Apis florea OX 7463 GN mrjp5 PE3 SV 1

Bee milk protein OS Apis cerana OX 7461 GN ACCB00004 10 PE2 SV 1

Bee milk protein OS Apis cerana cerana OX 94128 GN APICC 10183 PE3 SV 1
Bee milk protein OS Apis dorsata OX 7462 GN MRJP10 PE 3 SV 1

Bee milk protein OS Apis mellifera OX 7460 GN 406133 PE3 SV 1

Bee milk protein OS Apis cerana cerana OX 94128 GN APICC 06208 PE3 SV 1
Bee milk protein OS Apis cerana cerana OX 94128 GN APICC 09307 PE3 SV 1
Bee milk protein Fragment OS Apis florea OX 7463 GN mrjp6 PE 3 SV 1

Bee milk protein Fragment OS Apis dorsata OX 7462 GN mrjp3 PE 3 SV 2
Glucose oxidase OS Apis mellifera OX 7460 GN 406081 PE 2 SV 1

Bee milk protein OS Apis cerana OX 7461 GN MRJP4 PE 2 SV 1
uncharacterized protein LOC413627 OS Apis mellifera OX 7460 GN LOC413627 PE3 SV 1
Major royal jelly protein 1 OS Apis mellifera OX 7460 GN MRJP1 PE 1 SV 1
Bee milk protein OS Apis mellifera OX 7460 GN MRJP9 PE 2 SV 1

Bee milk protein OS Apis mellifera OX 7460 GN MRJP9 PE 2 SV 1

Cuadro 4. Listado completo de las proteinas presentes en la jalea real.
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Se detectaron un total de 45 proteinas correspondientes al género Apis en la jalea real de Apis
mellifera, todas las proteinas fueron detectadas gracias a la base de datos obtenida a través de

la pagina web Uniprot.org.

6.4 Comparacion de las secuencias de aminoacidos de las proteinas obtenidas en la
espectrometria de masas con las respectivas secuencias de las subunidades  de FSH de
diferentes mamiferos

Cada una de las secuencias de las proteinas detectadas se compararon con la secuencia de
subunidad B de FSH de borrega (junto con su sitio activo), de la vaca y la rata, ademas se
comparé con la secuencia de la eCG. Cuadro 5.

%FSHB % Sitioactivo ~ %FSHB %FSHB % eCGB

Nombre Entrada OVEJA  FSHBOveja BOVINO  RATA  CABALLO

Major royal jelly protein 1 OS
Apis mellifera OX 7460 GN MRJP1_APIME 24.79% 25.42% 24.79%  24.79%  20.99%
MRJPTPE1SV1

Bee milk protein OS Apis
cerana OX 7461 GN Q8MMJ1_APICE 23.42% 23.73% 19.83% 20.17% 22.93%
MRJP1 PE2 SV 2

Bee milk protein OS Apis
cerana cerana OX 94128 Q5VLE2_APICC 23.42% 23.73% 19.83% 21.01% 23,57%
PE2SV1

Bee milk protein OS Apis
mellifera carnica OX 88217 GN| AOA1Q1N6GO_APICA  23,21% 30,51% 24,11% 16,39% 20,65%
MRJP2PE3 SV 1

Bee milk protein OS Apis
mellifera carnica OX 88217 GN Q3L632_APICA 16,67% 25.42% 22,05%  18,85% 21,88%
mrjp3 PE3 SV 1

Bee milk protein OS Apis
mellifera OX 7460 GN AOA7M7MQ90_APIME 23.21% 30.51% 24.11% 16.39% 20.65%
406091 PE3 SV 1

Bee milk protein Fragment OS
Apis cerana OX 7461 GN Q5I224_APICE 25,49% 27,08% 20,56%  22,89% 23,84%
MRJP1PE3 SV 1

Major royal jelly protein 2 OS
Apis mellifera OX 7460 GN MRJP2_APIME 23,21% 32,20% 24,11% 16,39% 21,25%
MRJP2PE 1SV 1

Bee milk protein OS Apis
mellifera OX 7460 GN Q6IMJ9_APIME 15,52% 30,51% 15,52% 20,54% 22,22%
MRJP7 PE2SV 1

Bee milk protein OS Apis

D3Y5TO_APIME 9 25,429 ,059 ,039 ,889
mellifera OX 7460 PE 2 SV 1 _ 16,67% %o 22,05% 18,03% 21,88%
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Nombre

Entrada

%FSHB
OVEJA

% Sitio activo
FSHB Oveja

%FSHB
BOVINO

%FSHB
RATA

% eCGB
CABALLO

Major royal jelly protein 3 0OS
Apis mellifera OX 7460 GN
MRJP3PE 1SV 1

MRJP3_APIME

15,83%

25,42%

15,83%

18,03%

20,62%

Bee milk protein OS Apis
cerana cerana OX 94128 GN
APICC 09306 PE3 SV 1

AOA2A3EFY1_APICC

11,76%

13,56%

11,76%

13,68%

17,11%

Major royal jelly protein 5 0S
Apis mellifera OX 7460 GN
MRJP5PE2SV 1

MRJP5_APIME

14,75%

18,64%

14,75%

18,03%

19,38%

Bee milk protein OS Apis
mellifera OX 7460 PE 2 SV 1

D3JZ08_APIME

16,95%

18,64%

14,75%

18,85%

21,43%

Bee milk protein OS Apis
cerana cerana OX 94128 GN
APICC 06210 PE3 SV 1s

AOA2A3EH93_APICC

16,95%

18,64%

14,75%

18,85%

21,43%

Bee milk protein OS Apis
mellifera OX 7460 GN
406116 PE3SV 1

AOATM7MQN8_APIME

16,95%

23,73%

15,57%

18,85%

22,08%

Bee milk protein OS Apis
cerana OX 7461 GN
ACCB005432PE25SV 1

V9IC18_APICE

19.66%

18.64%

15.20%

20.66%

21.43%

Bee milk protein OS Apis
cerana cerana OX 94128
PE2SV1

Q5VK56_APICC

19.66%

18,64%

15.20%

20.66%

21,43%

Bee milk protein OS Apis
cerana OX 7461 GN
ACCB00543 1PE2SV 1

V9IA93_APICE

19,66%

18.64%

15,20%

20.66%

21.43%

Bee milk protein OS Apis
cerana OX 7461 GN
MRJP5PE2SV 1

Q6QNI5_APICE

19.66%

20.34%

15.20%

20.66%

21.43%

Bee milk protein OS Apis
cerana OX 7461 GN
ACCB00004 9 PE2 SV 1

V916G8_APICE

15.00%

23.73%

22.83%

18.85%

19.02%

Bee milk protein OS Apis
cerana OX 7461 GN
ACCB00004 3PE2SV1

V9I6T6_APICE

15.00%

25,42%

22.05%

18,85%

21,25%

Bee milk protein OS Apis
cerana OX 7461 GN
ACCB00004 6 PE2 SV 1

V9I1763_APICE

15,00%

25,42%

22,05%

18,85%

21,25%

Bee milk protein OS Apis
cerana OX 7461 GN
mrjp3 PE3 SV 1

Q3L631_APICE

15,00%

25,42%

22,05%

18,85%

21,25%

Bee milk protein Fragment OS
Apis dorsata OX 7462 GN
mrjp1 PE3 SV 1

D3GEUO_APIDO

18,27%

22,00%

15,89%

23,38%

21,48%
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Nombre

Entrada

%FSHB
OVEJA

% Sitio activo
FSHB Oveja

%FSHB
BOVINO

%FSHB
RATA

% eCGB
CABALLO

Bee milk protein OS Apis
mellifera OX 7460 PE 2 SV 1

D3JXA7_APIME

14,88%

18,64%

17,50%

17,36%

23,33%

Bee milk protein Fragment OS
Apis florea OX 7463 GN
mrjp3 PE3 SV 1

Q3L630_APIFL

17,89%

25,42%

16,28%

21,54%

19,28%

Bee milk protein Fragment OS
Apis cerana OX 7461 GN
MRJP7 PE3 SV 1

Q51223_APICE

22,22%

25,00%

21,30%

21,43%

24,75%

Bee milk protein Fragment OS
Apis cerana OX 7461 GN
MRJP5 PE3 SV 1

Q5I222_APICE

19,44%

18,64%

20,00%

20,18%

20,30%

Bee milk protein OS Apis
mellifera OX 7460 GN
Mrjp6 PE2 SV 1

Q6W3E3_APIME

16,53%

22,03%

14,63%

19,67%

20,78%

Major royal jelly protein 4 OS
Apis mellifera OX 7460 GN
MRJP4PE 1SV 1

MRJP4_APIME

17,46%

18,64%

17,50%

17,36%

22,60%

Bee milk protein Fragment OS
Apis florea OX 7463 GN
mrjp5 PE3 SV 1

D3GEU4_APIFL

16,98%

23,73%

16,67%

20,00%

18,37%

Bee milk protein OS Apis
cerana OX 7461 GN
ACCB00004 10 PE2 SV 1

V91606_APICE

19,00%

13,79%

18,52%

15,00%

19,83%

Bee milk protein OS Apis
cerana cerana OX 94128 GN
APICC 10183 PE3 SV 1

AO0A2A3EHI0O_APICC

15,00%

16,95%

15,83%

19,67%

22,22%

Bee milk protein OS Apis
dorsata OX 7462 GN
MRJP10PE3 SV 1

AOA1Q1N6E9_APIDO

20,18%

16,95%

19,30%

19,30%

24,68%

Bee milk protein OS Apis
mellifera OX 7460 GN
406133 PE3SV 1

AOATM7SQQ4_APIME

18,25%

22,03%

19,84%

19,83%

24,44%

Bee milk protein OS Apis
cerana cerana OX 94128 GN
APICC 06208 PE3 SV 1

AO0A2A3EHH1_APICC

19,83%

20,34%

19,83%

20,18%

22,61%

Bee milk protein OS Apis
cerana cerana OX 94128 GN
APICC 09307 PE3 SV 1

AOA2A3EGO05_APICC

21,21%

16,95%

21,78%

20,20%

19,70%

Bee milk protein Fragment OS
Apis florea OX 7463 GN
mrjp6 PE3 SV 1

D3GEU5_APIFL

21,59%

24,49%

21,88%

18,29%

21,70%

Bee milk protein Fragment OS
Apis dorsata OX 7462 GN
mrjp3 PE3 SV 2

Q86M24_APIDO

23,08%

23,73%

20,16%

22,31%

19,53%
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Nombre

Entrada

%FSHB
OVEJA

% Sitio activo
FSHB Oveja

%FSHB
BOVINO

%FSHB
RATA

% eCGB
CABALLO

Glucose oxidase OS Apis
mellifera OX 7460 GN
406081 PE2SV 1

Q9U8X6_APIME

16.39%

20.93%

11.02%

13.60%

19.44%

Bee milk protein OS Apis
cerana OX 7461 GN
MRJP4PE2SV 1

AO0A2R4SV22_APICE

20,63%

23,73%

20,63%

19,01%

23,18%

uncharacterized protein
LOC413627 OS Apis mellifera
OX 7460 GN LOC413627 PE3 SV 1

AOA7M7MM52_APIME

21.85%

22.03%

19.83%

23.20%

22.58%

Bee milk protein OS Apis
mellifera OX 7460 GN
MRJPOPE2SV 1

B3GM12_APIME

22,31%

22,03%

21,62%

24,39%

17,82%

Bee milk protein OS Apis
mellifera OX 7460 GN
MRJP9PE2SV 1

Q4ZJX1_APIME

20,66%

22,03%

23,42%

24,39%

17,82%

En cada una de las proteinas obtenidas se registraron los porcentajes de similitud obtenidos

con la funcién “Align” del sitio web Uniprot.org y se marcaron en verde los porcentajes mas

altos para cada una de las proteinas. De manera general, los porcentajes de similitud de todas

las proteinas rondan entre el 20 y 30% aproximadamente.

Las comparaciones muestran que 25 de las 45 proteinas presentan el porcentaje de similitud

mas alto con la secuencia del sitio activo de la subunidad 3 de la FSH de ovino, mientras que
16 de ellas presentan su porcentaje mas alto con la secuencia de eCG, 3 de ellas tienen su
porcentaje mas alto con la subunidad de 3 de FSH de rata y solo una de ellas presenta su

porcentaje mas alto con la subunidad de 3 de FSH de bovino.
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7. Discusion

El presente trabajo se dised con el fin de conocer si existe una isoforma proteica de la hormona
foliculo estimulante (FSH). De acuerdo con nuestro conocimiento esta es la primera vez que
se intenta buscar dicha hormona en la jalea real por medio de extraccién y purificaciéon de
proteinas, espectrometria de masas y comparacién de sus secuencias de aminoacidos para
determinar sus porcentajes de similitud.

Aunque existen estudios que realizan un analisis exhaustivo de las proteinas de la jalea
real, la mayoria se ven obstaculizados por la enorme abundancia de algunas proteinas de la
familia Major Royal Jelly Proteins (MRJP) que constituye el 80-90% del proteoma de la jalea real
(Schonleben et al., 2007). La alta heterogeneidad de estas proteinas es un desafio adicional
para el andlisis protedmico, ya que requiere el uso de técnicas analiticas que proporcionen una
alta resolucion y un amplio rango dinamico (Schonleben et al., 2007).

Pero es bien sabido que la técnica de electroforesis en gel 2D tiene la ventaja de visualizar las
proteinas modificadas como puntos multiples, mientras que excluye algunas de las proteinas
con baja abundancia con un punto isoeléctrico (pl) de (<3, >10) y un peso molecular (mr) de
(<15 0 >250 kDa), por el contrario, la estrategia para el espectrometro de masas de shotgun es
en gran medida imparcial, lo que permite identificar proteinas de abundancia alta y baja para
proteinas con extremos en pl y mr con sensibilidades iguales (Thingholm et al., 2009), es por
esto que decidimos utilizar estas técnicas para la determinacién del proteoma de la jalea real.

Basandonos en los antecedentes sobre la cantidad de proteinas presentes en la jalea real,
Li y colaboradores en 2007, compararon el complemento proteico de la jalea real de abejas
Apis mellifera, de una estirpe de Apis mellifera seleccionada artificialmente para aumentar la
produccién dejaleareal y de abejas meliferas Apis mellifera carnica;las proteinas se identificaron
mediante el uso de una combinacion de electroforesis en gel de 2D y espectrometria de masas
de tiempo de vuelo de ionizacién por desorcidon laser asistida por matriz (MALDI-TOF/MS),
sus resultados mostraron la identificacién de 152, 157 y 137 proteinas en las tres jaleas reales,
respectivamente.

Por su parte, Thingholm y colaboradores en 2009, realizaron el andlisis proteémico de la jalea
real de Apis mellifera por medio de las técnicas de electroforesis en gel 2D, cromatografia
liquida multidimensional (MDLC) e identificacién por LC-MS/MS, de esta manera, identificaron
20 proteinas diferentes en total.
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Yuy colaboradores en 2010, compararon la jalea real producida por Apis mellifera 'y Apis cerana
mediante electroforesis en gel 2D, espectrometria de masas de tiempo de vuelo de ionizacion
por desorcion laser asistida por matriz (MALDI-TOF/MS) y espectrometria de masas en tdandem
de tiempo de vuelo cuadruple de chip (LC-Chip/ESI-QTOF MS), identificando 52 y 60 proteinas
en la jalea real de Apis mellifera 'y Apis cerana respectivamente.

Todos estos antecedentes difieren del resultado de la cantidad total de proteinas obtenidas
en este trabajo, esto se puede deber a que cada uno de estos métodos solo generan ciertas
subpoblaciones de un proteoma debido al sesgo especifico de cada método, por lo que es
necesaria la aplicacion de varias técnicas electroforéticas y cromatograficas para facilitar una
descripcion general completa del patrén de proteinas de la jalea real (Schénleben et al., 2007).
En lo que respecta a los porcentajes de similitud de las proteinas, para el caso de secuencias
de aminoacidos, se considera que dos proteinas son homologas si tienen un 25% o mas de
similitud, lo cual puede considerarse una evidencia de que esas secuencias tienen un ancestro
comun (Brown, 2000).

En este trabajo de observo que todas las proteinas que se identificaron en la jalea real presentan
entre un 20-30% de similitud aproximadamente, con la secuencias de la subunidades {3 de
FSH borrega (junto con su sitio activo), de la vaca, la rata y la gonadotropina coridnica equina
(eCQ), siendo la secuencia del sitio activo de la subunidad 3 de FSH de borrega la que presenta
los mayores porcentajes de similitud, alcanzando hasta 32.20% de similitud con la Major royal
jelly protein 2 (MRJP2) de Apis mellifera, proteina que se sabe que puede actuar de manera
in vitro e in vivo como agente antimicrobiano, antioxidante, antitumoral, factor cicatrizante y
antiinflamatorio, pero hasta donde sabemos, esta proteina no tiene ningun efecto sobre la
reproducciény la fertilidad de las abejas meliferas (Muresan et al., 2022).

Ya que ninguna de las proteinas identificadas presenta un porcentaje de similitud alto con
las subunidades 3 de FSH de las distintas especies, no es posible discernir si alguna de ellas
es significativamente similar estructuralmente a la hormona FSH de un mamifero, pero
recordemos que existe el antecedente de proteinas con un bajo porcentaje de similitud que
pueden tener el mismo efecto en un organismo, como es el caso de la FSH con la eCG que
presentan entre un 18-45% de similitud entre ellas y actian de la misma manera (Combarnous,
1988). Ya que la eCG tiene la particularidad de provocar un efecto similar tanto al de FSH como
al de LH en especies diferentes a los equinos; las bases bioldgicas para esta doble actividad
estan dadas por la particularidad de los receptores de FSH en mamiferos que permiten la
unién con la eCG (Moore y Ward, 1980).



8. Conclusion

Con base en las comparaciones de las proteinas obtenidas en la espectrometria de masas con
la secuencia de la subunidad  de FSH de distintas especies, podemos decir que ninguna de
ellas es significativamente similar estructuralmente a la hormona FSH de mamifero, pero no se
descarta que alguna(s) de estas proteinas tengan el mismo efecto que esta hormona ya que
en la naturaleza existen casos de proteinas completamente distintas que pueden presentar la
misma actividad bioldgica en un organismo.
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