5% o2 UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

Escuela Nacional de Estudios Profesionales
"IZTACALA"

*’ Purificacion de Hormona Foliculo Estimulante de
Origen Equino para Inducir el Estro en Vacas"

T E S |1 S

Que para Obtenrer el Titulo de:

BIOLOGO

Presenta.

Mario Cirdenas Leén

Los Reyes Iztacala 1988.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



A MIS PADRES

A IRENE

A LDS DOCTORES SERGIO CORTES Y HUERTA, JOSUE GARZIA-

FLORES, FAUL 0. GARCIA TORRES Y AL OFB LUIS
BOJORGQUEZ NARVAEZ, A ELLOS POR EL GRAN APOYD
MANIFESTADO EN TODO MOMENTO, POR SU NOTABLE
PARTICIPACION E INVALUABLES CONSEJDS.

A MIS FAMILIARES Y AMIGOS



Este trabajo se realizd en la divisidn de
Estudios de Investigacidn y Posgrado, Campo No. 1,
de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan vy
en el Departamento de Biologia de la Reproduccion
del Instituto Nacional de la Nutricion Salvador
Zubiran, bajo la direccidn del Dr. Sergio Cortés vy
Huerta vy con la valiosa colaboracidn del Dr. Josué

Barza-Flores.



INDICE

Pdgina
RESUMEN .ieerrescssrassnssssassnsasnmssnasssnasnnnsssnannssnsnsn i
INErodUccitn e v rremv e mme dwmasme o ne aw B e R
1.- Hormona Foliculo Estimulante.
A.~ Estructura Molecular ....cscsssssssnnsnssscnssanssanse 4

BE.- Correlacion entre Actividad Bioldgica y Contenido de -
ACTdD SLAYICG: siiivmnsimsiimn e e mms e ese i o SRR A

Ci= Heterogeneidad .i.isinsinsenisnininosonmenenioneeness 53

D.- Peso Molecular, Punto Isoeléctrico y Vida Media ..... 12

E.- Almacenamiento y Secresiin ...sescesssssssasenassnsss 12

2.- Papel de las Hormonas en el Ciclo Estral Bovino ....... 13
S~ Purificacion de FBH waciiedmuesasamsain by s siseee cea. 14
4.- Utilidad de@ FS5H ..veeccnncescesassrnrsassancssnnnnns svwe Kb
A.- Transferencia de Embriones ....;..................... 16

B~ IOdUceion del EBLrad .esmwsemenmmmanwnsssenes myeesssen 38

T AT W o O SR e e S S ot e o R e e ppe (e |
Dbietivos secancsnasissndsanmsansanssanansinanasanmnsnnsaanne 21

Material y Mé&todos ....... B M RN B T aistia e e | R

BN AHEN O T e e e T e e e T e AT T |
DIsEusSion iweimswnidsvesmaiers s R R R e e o B
CONClUGioN@s ssssravasssassnorsssarsaitasssbsnnassasnessna ans 41

Bibliografia .ecasvass T T R A N R O SO NS



La hormona foliculo estimulante (FSH) se wutiliza para
superovulacidon e induccidn del estro en las especies domdsticas.
No existen en el pais preparados comerciales disponibles. Se
disef6 el presente trabajo, con el fin de obtener una preparacidn
de FSH equina, estimar su potencia bioldgica e inmunolégica vy
evaluar su actividad como inductora del estro en vacas.

Se procesaron 300 ldbulos anteriores de hipé6fisis de caballo
(230 g). La extraccidén de las glucoproteinas (FSH, LH y TSH) se
llevd a cabo con acetato de amonio al 10%Z, pH 5.1 y etanol al 9&%
(3:2 v/vy, 10 ml/g de tejido) y 1la separacion de FSH par
cromatografia de intercambio idnico, usando una columna de CM-
celulosa de 2.6 % 40 cm.

Resultd una preparacidn de FSH (fraccién CM-1) de 0.744 g, con
un rendimiento de 3.2 g/Kg de hipofisis y una potencia bioldgica
del 47.8% de FSH-P. La potencia inmunoldgica estimada al 50% de
unibn especifica fué del 150% con respecto a FSH-P y 37% con
relacién a rFSH-RP-1.

Al dar tratamiento a vacas en anestro, 23 (922%) mostraron
signos de estro, de éstas, 14 (61%) quedaron prefadas a primer
servicio y llegaron a término, produciendo partos simples.

De acuerdoc con los resultados, es posible obtener una
preparacidén de FSH hipofisiaria de origen equino, de utilidad para

la induccidn del estro en vacas.



INTRODUCCION

La gléndula hipdfisis o pituitaria se localiza en la base del
cerebro, debajo del hipot&lamo (Fig. 1 A) y se conecta con éste
por medio del tallo hipafisiario. Se encuentra colocada dentro de
una depresién del hueso basiesfenoides denominada silla turca. En
el hombre mide alrededor de 1.5 cm de longitud, 1 cm de ancho y &
a B mm de altura.

Estd constituida por dos porciones principales: adenchipdfisis,
cuyo origen embrionario es el techo de la cavidad oral (bolsa de
Rathke) y neurohipéfisis formada a partir del infundibulo, una
evaginacidén ventral del diencéfalo.

La adenohipbéfisis estd integrada por la pars distalis, pars
tuberalis y pars intermedia. La pars distalis y pars tuberalis
constituyen el 16bulo anterior. La neurchipbfisis estéa
representada bdsicamente por la pars nerviosa, ésta junto con 1la
pars intermedia forman el 1l6bulo posterior (75) (Fig. 1 B).

El 1ébulo anterior, especificamente la pars distalis de 1la
hipéfisis, produce tres hormonas gonadotrépicas, las cuales tienen
una influencia muy importante sobre el sistema reproductor de
ambos sexos, éstas son: La hormona foliculo estimulante (FSH)
o Folitropina, la hormona luteinizante (LH), también conocida como
hormona estimulante de las células intersticiales (ICSH) y 1la
prolactina u hormona luteotrdpica (PRL o LTH). Parece que FSH y LH
son sintetizadas por la misma célula (39) y que el proceso de
biosintesis vy secrecién estd influenciado por la misma hormona
hipotaldmica, hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) (B84,
98), aungue pudiera ser que ambas glucoproteinas tuvieran un

origen celular separado (73).



Figura 1. A.~- Encéfalo, corte sagital.
B.- Blandula Hip6fisis, vista lateral.

Otras gonadotropinas, pero de origen placentario, son la
gonadotropina sérica de yegua gestante (PMSG) y la gonadotropina
coridnica humana (hCG).

A la PMSG también se le denomina gonadotreopina coridnica
equina (eCB), vya que ademds se encuentra en otros éguidcos (burra,
cebra e hibridos). La producen células especializadas derivadan

del trofoblasto (las llamadas copas endometriales) entre los dias



40-120 de preracion (3, 78). Posee actividad semejante a las de
FSH y LH (51, 58, 59), con predominio de la primera (7S8). Su
elevado contenido de &cido sidlico le confiere una vida media in
vivo que excede ampliamente a la de FSH (Tabla 2 y 32). E=s
responsable de una estimulacion folicular, ovulacidn %
luteinizacion adicional, formando Iuna serie de cuerpos llteos
secundarios que reemplazan al primerio, ya gue éste desaparece
alrededor del dia 32-4B de gestacidn, coincidiendo con el tiempo
en gue se empieza a producir la gonadotropina (78).

La hCG tiene propiedades bioldgicas similares a las de LH vy
ademds cierta actividad de FSH (B9). Se produce en el trofoblasto,
se excreta por la orina y en el primer trimestre de embarazo se
encuentra en alta concentracidn; también estd asociada con una
variedad de tumores trofobldsticos y no-trofobldsticos (30). Una

hormona semejante se ha enceontrado en mono Rhesus y roedores (&).

A.—- Estructura Molecular.

Las hormonas glucoproteicas sintetizadas en la hipdfisis
(FSH, LH, TSH) vy las de origen placentario (hCG, eCB) estan
constituidas por dos subunidades o cadenas (alfa y beta), unidas
por enlaces no-covalentes (11, 17, 84, ?22). En una misma especie,
las mencionadas glucoproteinas poseen subunidades alfa (™) cuya
secuencia de aminodcidos es similar y cadenas beta ( /9 )
diferentes. En éste caso, la =subunidad beta 1les confiere
especificidad bioldgica e inmunoldgica. Por ejemplo, cuando se
combina la cadena beta de FSH con la alfa ‘de LH, TSH o hCG, se

obtiene una hormona hibrida con actividad bioldgica de FSH. For el
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contrario, en especies diferentes la subunidad beta de F5H es
similar, mientras que la alfa muestra variaciones (&4, 6%, 70).
La molécula de FSH estd representada en la figura 2. La subunidad
alfa de FSH equina (eFSH-alfa), humana (hFSH-alfa) y bovina (bFSH-
alfa), posee B2, 92 y 96 aminodcidos, respectivamente. Entre eFSH-
alfa y bFSH-alfa existen 19 aminodcidos diferentes en varias
posiciones de la secuencia y 24 entre eFSH-alfa y hFSH-alfa (46%).
La subunidad beta de FSH equina (eFSH-beta) tiene 118 aminodcidos
al igual que la subunidad beta de FSH humana (hFSH-beta), wvarian
solamente en seis aminoacidos. La secuencia de aminocdcidos
comparada entre eFSH y hFSH se muestra en las figuras 3 y 4 (70).
El contenido total de aminodcidos en moléculas de FSH de
diferentes especies es similar (Tabla 1). En general, se observa
que es rica en dcido aspartico, treonina, 4&cido glutdmico vy
cistina, 1lo cual explica el punto isoeléctrico relativamente bajo
de la proteina (Tabla 3). Es ademas pobre en triptofano, metionina
e histidina.

La composicidn de carbohidratos, comparada en FSH de varias
especies, se enlista en la tabla 2. Estos representan alrededor
del 25%Z de 1la molécula y de éste, aproximadamente el Si%
corresponde a acido sialico.

B. -Correlacidén entre Actividad Bioldgica y contenido de Acido
Sidlico.

La actividad bioldgica de la FSH parece estar influenciada por
la cantidad de residuos de dcido sidlico unidos a ella (11, 31).
Las moléculas que contienen éste carbohidrato estdn protegidas de
las enzimas del higado que degradan asialoglucoproteinas (&61). La

influencia se manifiesta en dos formas: 1) afectando su vida media
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Figura 2. A.- Representacidn esquemdtica de la molécula de FSH
humana. Las cadenas de carbohidratos se hayan unidas &
Asparagina (Asn), en la subunidad alfa, en posiciones
52 y 78 y en la beta, 7 y 24. Adaptada a partir de
varios autores (34, &7, &9, 70).

— Enlaces disulfuro.
— — Enlaces no-covalentes.

B.- Cadena de carbohidratos.

AcSial = Acido Sidlico. Man = Manosa.
Gal = BGalactosa. Fuc = Fucosa.
GlcNAc = N-acetilglucosamina.

GalNAc = N-acetilgalactosamina.



eFSH Lys-Leu-Arg-Glu-Asp-
hFSH Ala-Pro-Asp-Val-Blu-Asp-Cys—Pro-Glu-Cys-Thr-Leu-Bln-Glu-Asn—-
S i0 15
eFSH Lys-Tyr-Phe-Phe-Lys-Leu-8ly-Val-Pro-Ile-Tyr-8Blx-Cys—Met-Gly-
hFSH Pro-Phe—-Phe—-Ser—-Gln—-Pro—-Gly-Ala-Pro—-Ile-Leu-Bln-Cys—Met-Gly-
20 25 30
eFSH Cys-Cys—Phe-Ser-Arg—Ala-Tyr-Pro-Thr-Pro-Ala-Arg-Ser-Arg-Lys—
hFSH Cys-Cys-Phe-Ser—-Arg—Ala-Tyr-Pro-Thr-Pro-Leu-Arg-Ser-Lys-Lys—
35 40 45
eFSH Thr-Met-Leu—-Val-Pro-Lys—Asn (CHO)-Ile-Thr-Ser—-Blu—Ser—-Thr—- -
hFSH Thr-Met-Leu-Val-GBln~Lys—-Asn (CHD)-Val-Thr-Ser-Glu-Ser-Thr— -
50 55
eFSH Cys-Cys—Val-Ala-Lys—Ala—Phe-Thr-Arg—Val-Thr—Val-Met-Gly—-Asn-—
hFSH Cys—-Cys—Val-Ala-Lys-Ser-Tyr—-Asn-Arg-Val-Thr—-Val-Met-Gly-Gly-
&0 &5 70
eFSH Ile-Lys—Ser—-Gln-Asn(CHO)-His-Thr-Glx—-Cys-Tyr—-Cys—-Ser-Thr- -
hFSH Phe-Lys—Val—-6lu—-Asn (CHO)-His-Thr-Ala-Cys-His-Cys-Ser-Thr- -
75 80 85
eFSH Cys-Tyr-His-His-Lys-Ile
hFSH Cys-Tyr-Tyr-His-Lys-Ser
4 92
Figura 3. Comparacidn de 1la secuencia de aminodcidos de 1la

subunidad alfa de FSH equina (eFSH-alfa) y humana
(hFSH~-alfa)., CHO indica la posicidn de las cadenas de
carbohidratos. Tomado de Rathnam (&6%).



eFSH Asx-Ser—-Cys-Blx-Leu-Thr-Asn(CHDO)-Ile-Thr-Ile-Ala-Val-Glu-
hFSH Asn-Ser—-Cys—-GBlu—-Leu-Thr-Asn(CHO)-Ile-Thr-Ile-Ala-Ile-Glu- -
S i0

eFSH Lys—-Glu-GBly-Cys—Arg-Phe-Cys-Ile-Thr-Ile—-Asn(CHO)-Thr-Thr- -
hFSH Lys-Blu-Glu-Cys—Arg-Phe-Cys-Leu-Thr—-Ile-Asn(CHO)-Thr-Thr-
15 20 25

1

eFSH Trp-Cys-Ala-Bly-Tyr-Cys-Tyr-Thr-Arg-Asp-Leu-Val-Tyr-Lys-Asp-
hFSH Trp—Cys—Ala-Gly-Tyr-Cys-Tyr—-Thr—Arg—-Asp-Leu-Val-Tyr-Lys-Asn
30 35 40

1

eFSH Pro-Ala-Arg-Pro-Lys~-Ile-Bln-Lys—Thr-Cys—Thr-Phe-Lys-Glu-Lau
hFSH Pro-Ala-Arg-Pro-Lys-Ile-Gln-Lys~Thr-Cys-Thr-Phe-Lys-Glu-Leu
45 S50 55

eFSH Val-Tyr-Glu-Thr-Val-Lys-Val-Pro-B61y-Cys—-Ala-His-His-Ala-Asp
hFEH Val-Tyr—-Glu-Thr-Val-Arg-Val-Pro-Gly-Cya-Ala-His-His-Ala-Asp-
60 &5 70

eFSH Ser-Leu-Tyr-Thr-Tyr-Pro—-Val-Ala-Thr-Gl1x—-Cys-His-Cys-Gly-L.
hFSH Ser-Leu-Tyr-Thr-Tyr-Pro-Val-Ala-Thr-Bl1n-Cys-His-Cys-Gly~-L.
75 80 85

urom

eFSH Cys—Asx—-Ser—-Asp—-Ser—-Thr-Asx—Cys-Thr-Val-Arg-Gly-Leu-Gly-Pro-
hFSH Cys-Asp-Ser-Asp-Ser-Thr-Asp-Cys-Thr-Val-Arg-Gly-Leu-Gly-Fro-
0 95 100

eFSH Ser-Tyr—-Cys—-Ser-Phe-Gly-Asp—-Met-Lys—Glx-Tyr—-Pro—Val-Ala-_=u-
hFSH Ser-Tyr—-Cys-Ser-Phe-G6ly-Blu-Met-Lys-B1n-Tyr—-Pro-Thr-Ala-Lzu-—
105 110 115

eFSH Ser-Tyr
hFSH Ser-Tyr
118

Figura 4. Comparacidn de la secuencia de aminodcidos de !a
subunidad beta de FSH equina (eFSH-beta) vy numans
(hFSH-beta). CHO indica la posicidn de las cader:=z 2=
carbohidratos. Tomado de Rathnam (70).



Tabla 1. Composicidn de aminodcidos en FSH de wvarias especies
comparada con otras hormonas.

Nimero de residuos por molécula

bFEH oFSH pFSH eFSH hFSH bLH bTEH hCG eCG

Aminoacido (14) (14) (97) (&62,70) (B4) (28) (50) (7) (59) =«
Lisina 14 15 18 11 13 12 19 7 9
Histidina 5 S S 11 & & ) 3 3
Arginina 8 8 8 9 9 10 S 11 13
Ac. Aspdrtico 17 17 18 14 15 11 15 13 13
Treonina 20 17 17 21 20 15 20 12 20
Serina 13 13 16 13 19 13 11 15 17
Ac. BGlutdmico 20 18 22 13 23 14 15 14 18
Prolina 10 17 14 10 16 27 14 20 31
Blicina 10 11 15 10 11 11 8 10 12
Alanina i3 14 18 11 12 15 13 10 17
Valina 13 12 11 13 16 12 11 12 12
Cistina 17 15 17 20 21 22 22 12 18
Metionina 4 2 4 4 13 7 a8 2 b
Isoleucina 7 8 & e 7 ) 8 4 i1
Leucina 10 10 12 ? 15 14 ] 11 14
Tirosina 10 9 7 14 11 rd 16 4 7
Fenilalanina 7 8 7 7 8 8 9 4 8
Triptofano = = i 1 1 = = 1 =

bFSH, oFSH, pFS5H, eFSH vy hFSH = FSH de origen bovino, ovino,
porcino, equino y humano, respectivamente.

bLH = LH bovina. bTSH = TSH bovina. hCG = gonadotropina
coridnica humana. eCG = PMSG o gonadotropina coridnica equina.

# lLos nlmeros entre paréntesis corresponden a las referencias
bibliograficas.



Tabla 2. Contenido de carbohidratos en FSH de varias especies
comparado con otras glucoproteinas.

g/100 g de hormona

bFSH oFSH pFSH eFSH hFSH hLH hCG eCG

Carbohidrato (31) (31) (97) (46) (34) (34) (22) (59)
Fucosa 1.9 1.4 2.2 1.0 0.4 0.4 0.6 0:2
Manosa S.6 5.2 7.3 5.7 7.9 7.7 4.3 2.1
Galactosa 3.6 3.4 1.9 3.0 2.7 1.3 4.3 14.1
Glucosamina 8.2 ?.4 11.8 5.3 8.8 7.6 7.1 13.6
Gal actosamina 2.8 1.3 - 2.3 2.2 2.9 D e 4,1
Acido Sidlico 3.1 4.7 6.0 6.8 5.2 ¢ % 7.2 11.0
Total 25.2 25.4 29.2 24,1 27.2 21.4 25.2 45.1

Tabla 3. Peso molecular, punto iscelédctrico y vida media de
varias gonadotropinas.

Peso ‘Punto Vida Media
Hormona Molecular Isoelectrico (pl) in !1§n (h)
FSH 30,000-34,000 4.2 - 7.0h 2 = 5
LH _ 30,000-34 ,000° 4.5 = 720D 0:20%
eCG 52,ocn::—es.a,.oon'l 2.0° 21F
hCG 59,0008 4.0 - 5.28 R 12i

a (95, b (), c (96), d (59), e (78B), ¥ (58), g (&).

h) El intervalo de pl se debe a la heterogeneidad de la hormona.

i) Calculada por regresidn lineal tomando el porcentaje de Acido
sidlico contra vida media de las otras hormonas.
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vida media en plasma (una mayor incorporacion de dcido sidlico
incrementa el tiempo de circulacidn y por lo tanto 1la actividad
bioldgica) (Tablas 2 v 3), 2) por una alteracidn de la actividad
de unidn con el receptor celular (una mayor cantidad de residuos
de dcido sidlico disminuye la unidn con el receptor) (11). Por
variaciones en el contenido de dcido sialico, la molécula de FSH
puede tener una vida media larga pero reducida afinidad por el
receptor o una vida media corta con capacidad de unidn al receptor

elevada.

C.- Hetercgeneidad.

‘S8e ha observado que la FSH existe en formas heterogéneas
dentro de la hipdfisis de roedores, ﬁnnos, caballos y burros,
entre otros (9, 110, 12, 17, 746, 93). Cada isohormona FSH exhibe
punto isoeléctrico (plI}), unidn con el receptor vy actividad
bioldgica, diferentes (5&4). Esto se debe esencialmente a que las
diferentes formas de la hormona varian en su contenido de &cido
sidlico (94). Durante la fase de maxima actividad gonadal, existe
una mayor proporcidn de tipos de FSH mds bdsicos (en relacidn al
pI} en 1la hipSfisis, ocurre lo contrario en la etapa de menor
actividad gonadal, © bién después de la castracidn o antes de
iniciarse la pubertad (10, 93). En ésta forma, parece que la
hipofisis tiene la capacidad de alterar no sdlo el nimero total de
molécul as FSH sino también los tipos secretados, y por lo tanto,
la potencia de la seXal derivada hacia las gdnadas (11).

fambién en otras hormonas como PRL, hCG, LH, hormona del
crecimiento (GH) y hormona adrenocorticotrépica (HCTH), se

manifiesta la heterogeneidad (&6, 9, 41, &3, 71).
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D.- Peso Molecular, Punto Isoeléctrico y Vida Media.

El peso molecular de la hormona foliculo estimulante es
alrededor de 30,000 (9, 14, 34, 44, 84, 88, 97) y sus dos cadenas
pesan mas 0o menos lo mismo. El punto isoeléctrico es
aproximadamente de 4.7 (9, 88, 94) y su vida media circulante de 2
a S5 horas (47). Estas propiedades se comparan con las de otras

gonadotropinas en la tabla 3.

E.- Almacenamiento y Secrecidn.

La hormona folfculo estimulante se almacena en las células de
la hipdfisis anterior, dentro de granulos de secrecidn, sdélo una
pequefa purcién de la misma esti disponible para ser liberada vy
sus niveles séricos varidn durante el ciclo ovulatorio. La
proporcién de FSH almacenada y la disponible para ser liberada
puede estar regulada al menos en parte, por el grade de
incorporacién de 4dcido sidlico dentro de la molécula (11). No
existe efecto estacional en cuanto a la concentracidn de FSH en la
hipdfisis de la yegua. Por el contrario, LH si muestra variacidn,
siendo baja su concentracidn durante el invierno (anestro),
incrementdndose al final de la primavera para alcanzar los valores
mas altos en el verano (época reproductiva) (35). La hipdfisis de

caballo es la fuente mds rica de FSH (Fig. S ).

La LH equina (eLH) posee un alto grado de actividad de FSH, la
cual no es resultado de la contaminacién (17, S1, 76). Es posible
gue la doble actividad ( FBH-LH) sea una caracteristica general de
las gonadotropinas equinas, mids que una propiedad de la eCB

relacionada con su origen extrahipofisiario (51).

12
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T e o 2 A |

BOVINOS OVINOS PORCINOS EQUINCS
Duracidn del Celo 17 35 48 144
(horas)
Tiempo de la Ovula
cifn en relacidn I2 horas Bn el B boras | 26 horas
con el término del| despuda término antes antes
Celo
Celn
Silencioso Precuente Precuesnte Raro Aaro

Figura 5. Contenido de FSH y LH en la hipdfisis de varias especies
en relacidn con algunos fendmenos estrales. Modificado
de Holy (40),

Fapel de las Hormonas en el Ciclo Estral Bovino

Se define como estro, celo o calor, el momento durante el cual
la hembra acepta la cdpula con el macho. Este periodo es de
naturaleza ciclica, estableciendose lo gque se conoce como ciclo
estral vy se produce a causa de varias hormonas, mids O menos como
sigue. El hipotdlamo produce GnRH que viaja a través del sistema
vascular porta hipofisiario hacia la adenohipbfisis donde promueve
la sintesis y secrecidn de FSH y LH (84), éstas llegan &l ovario
estimulan el crecimiento folicular. Los foliculos en crecimisnto
principalmente aquel destinado a ovular, producen a su vez en la

teca interna, esteroides androgénicos por efecto de la LH,

posteriormente éstos se aromatizan en las células de la granulosz,
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de

convirtiéndose en estrdgenos (estradiol), bajo la influencia
FSH (4, 33, 55). E! estradiol pasa al Utero y provoca 1a
proliferacidn endometrial; es ademds responsable de 1la libido.
Cuando el nivel sérico de estradiol alcanza cierto umbral por un
tiempo especifico, sefalando la presencia de un folfculo maduro,
se induce una mayor produccién de GnRH que a su vez incrementa la
liberacidn de FSH y LH (Fig. &) (1, 8, 43), la cual coincide con
2l inicio del celo. La LH lleva al folfculoc a la ovulacidn, ésta
ocurre aproximadamente 30 horas después de iniciado el estro (32)
y simultidneamente la luteinizacidn del mismo, asi se farma un
cuarpo liteo que produce progesterona, responsable de preparar al
- fitero para la implantacidin del huevo fertilizado y sostener el
embarazo. Cuando no ocurre el embarazo, el endometrio secreta
prostaglarndina F2-alfa en cantidades elevadas, desde el dia 14 del
ciclo alcanzando niveles mdximos durante los dias 15-17 que se
rantienen hasta el dia 20 (99), es un agente que destruye al
cuerpo ldteo (luteolftico), viaja por contracorriente del dtero al
ovario, via sanguinea vy linfatica (38) y permite gue un nuevo
ciclo estral se inicie. En la vaca, el ciclo dura alrededor de 21

dias.

Purificacion de ESH

Los primeros intentos para preparar FSH libre de la actividad
de otras hormonas fueron reportados hace aprorimadamente 54 ados
(29). E=zta fué aislada por Li y Colaboradores (49) de hipdfisis de
borrego, posteriormente se ha purificado a partir de ovinos (544,

72, 88), porcinos (42, 97), bovinos (14, 31, 73), humanos (&5, 74,

83) y equinos (9, 17, 37, 51, 69), principalmente.
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Se han empleado diferentes técnicas para purificar la haormoneo.
Inicialmente se extraen las glucoproteinas (FSH, LH y TSH) con
acetato de amonio—-etanol o sulfato de amonio y se precipitan con
etanol, acetona o sulfato de amonio, después se separan por
cromatografia de intercambio idnico y de filtracidn en gel (9, 14,
17, 31, 34, 65, 69). La preparacién que se obtiene, generalmente
posee una cantidad considerable de LH, dicha contaminacidn es
hasta cierto punto necesaria puesto que como se sabe, FSH y LH
actudn en forma sinérgica sobre el ovario y por la doble actividad
de elLH mencionada antes. Al respecto, Moniaux (57) prefiere llamar

a éste tipo de productos, preparaciones "FSH-LH".

Utilidad de ESH
A.~ Transferencia de Embriones.

La transferencia de embriones consiste en remover un embridn
en sus primeras fases de desarrollao, de un tracto reproductivo a
otro, donde continuard desarrollandose hasta su nacimiento (Fig.
7). Se practica desde hace 90 afios con fines experimentales en mds
de una docena de especies y en forma extensiva en conejas, ratas,
ovejas y vacas. Es actualmente una técnica muy difundida y de uso
generalizado entre muchos ganaderos. Las ventajas que se obtienen
a través de ella son muchas: permite acelerar el mejoramiento
genético, se logra obtener mayor descendencia de vacas valiosas,
hace posible obtener progenie de animales que sufren ciertos tipos
de infertilidad, se pueden conservar embriones in wvitro vy
determinar su sexo antes de realizar la transferencia. Esta

practica, en nuestro pais, se ha venido desarrollando con buenos

resultados (5) desde hace 7 afios.
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Figura 7. Transferencia de Embriones.

Uno de 1los procesos principales de 1la transferencia de
embriones en bovinos es la superovulacidn

(s.0.), consistente en

imducir la maduracidn y ovulacidn de un nimero de foliculos

mayor
al normal, mediante la aplicacidn de gonadotropinas exdgenas. Para
lograr la s.0. en vacas se han empleado varios preparados
hormonales, &éstos son PMSG, FSH, Extracto Pituitario Equino (HAF:

y Gonadotropina Menopdusica Humana (HMB), siendo los mas

usaduo
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PMSG y FSH. Para todos ellos existen tratamientos especificos (2,
i8, 22, 23, 25).

La FSH es en la actualidad la hormona mds utilizada para
inducir superovulacidn en donadoras de embriones bovinos (53). En
general, los resultados finales, expresados por el promedio de
embriones transferibles obtenidos de cada animal, han sido mejores
al superovular con FSH que cuando se induce con PMSG (27, 48, S7).

La dosis total de FSH empleada estd entre 28 a 55 mg,
aplicados por via subcutdnea (s.c.) cada 12 horas, durante 4 a S
dias en dosis decrecientes o constantes durante la fase ldGtea del
ciclo estral, seguida de la aplicacidon de un agente luteolitico
para inducir el estro (16, 18, 22, S3). A la presentacidn del celo
se realiza inseminacidén y aproximadamente 7 dias después se
extraen los embriones, para éste tiempo la mayoria se encuentra en
estadio de mérula a blastocisto y es el mejor momento para
colectarlos en forma no-quirdrgica y obtener resultados J&ptimos
de prefacion (26, 52, 87) (Fig. 8). Posteriormente se transfieren
a vacas de menor mérito genéticoc (&2, 77, 100), después de haber
sido evaluados, para lo cual se utilizan uno o varios de los
distintos métodos existentes (52), siendo el mas ampliamente
usado, &l que toma en cuenta las caracteristicas morfoldgicas (27,
S2, 87).

B.~ Induccion del Estro.

Ademés de la supercwvulacidn, se utiliza también FSH en vacas
con ovarios inactivos (anestro), es decir, en animales gque no
muestran actividad ciclica. Generalmente se aplican alrededor de

10 mg s.c. en una sola inyeccion.
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Figura 8. Recoleccidn No-Quirtrgica de Embriones. Adaptado de 1la
literatura.

1.— Sonda de Foley de tres vias. 2.-Tubo de entrada de la solucidr
amortiguadora. 3.-Tubo para inflar el globo. 4.-Tubo de salida de
la solucidn amortiguadora. 5S.-Recto. &4.-Cuello uterino. 7.-Globo.
8.-Cuerno uterino izquierdo. 9.- Ovario. 10.- Vejiga wurinaria.
11.- Matraz con solucién salina amortiguada con fosfatos
suplementada. 12.-Probeta en la que por lavado uterino se recosgen
los embriones.

Existe un intervalo entre el parto y el siguiente estro. La vacz
de raza lechera vuelve a entrar en celo entre los 30 y 40 dias vy
la de raza de carne, entre los 40 y &0 dias. Cuando una vaca nc
muestra signos de estro alrededor de 40 dias después del parto se
dice que se encuentra en condicién de anestro. Esta muchas wveceas
es propiciada por deficiencias hormonales, esté también

relacionada con desbalances nutricionales y probablemente factores

climidticos adversos como las altas temperaturas (54).
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El anestro es un desorden reproductivo debido & un periodo
prolongado de guiescencia gonadal, se presenta en el 48%4 de las
vacas (21), dependiendo de la raza y la edad. En ésta condicion,
generalmente se pueden palpar foliculos regularmente desarrollados
en uno de los ovarios y algunas veces en ambos, é&stos persisten
sin ovular o continuar su desarrollo, durante un periodo
considerablemente largo en algunos animales, por requerir factores
ovulatorios favorables.

Otro método para la induccién del estro y ovulacidn en animales
con problemas de anestro, consiste en la aplicacidn de Citrato de
Clomi feno. En un tratamiento a vacas que no exhibieron estro 2 a 7
meses después del parto, el 53.4% entraron en calor 4 a 8 dias
después (21). En otros trabajos se han obtenido incluso mejores
pcrcentajes (24, 44).

El problema del anestro se ha resuelto también mediante el
tratamiento con una combinacidn de progesterona y cipionato de
estradiol, con buenos resultados (19).

Se habla de induccién del estro y ovulacidn, debido a que con un
tratamiento determinado, 1los animales pueden entrar en calor vy
ademds ser capaces de quedar gestantes, Dugwekar (24) lo refiere

como la induccidn de estro fértil u ovulatorio.
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Es evidente 1la importancia de contar con una preparacicn
adecuada de FSH producida en el pais. En la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan (FES Cuautitldn), ha existido la inguietud
por desarrollar una linea de trabajo conducente a obtener FSH
purificada y evaluada como un agente Gtil en la produccidn animal.

Hemos optado por trabajar con las hipdfisis de caballo, puesto
que ha sido menos dificil conseqguir 1las de ésta especie.
Consideramos que éste no debe constituir un factor adverso, pues
la hormona usada comunmente proviene de hipéfisis de cerdo (FSH-
F:Burns-Biotec y Armour), asi, la de origen equino resulta ser
también heterdloga respecto a la vaca y ademds, ha demostrado ser

eficdz cuando se administra en forma de extracto.

1.- Obtener una preparacion de FSH equina purificada.

2.- Estimar su potencia bioldgica y mediante radio inmuno analisis
heterdlogo, su potencia inmunolégica.

3.—- Evaluar la actividad de la hormona como inductora del estro en

vacas.
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MATERIAL Y METCDOS

I.- Recoleccidn y Conservacidn de las Hipdfisis.
Un total de 300 hipofisis de caballo recolectadas en acetona a
£ c, se adquirieron en el rastro de Iztapalapa de la Ciudad de

México, de éstas sdlo se utilizaron los lébulos anteriores.

11.- Purificacidn.
El procedimiento estd basado en la técnica que se utilizaba en
el banco de Hormonas Proteicas del IMSS (81, 82), con algunas

modificaciones (Fig. 9), éste se realizd a 4°C, como sigue:

a.— Preparacidn del Polvo Acetdnico.

Los ldbulos anteriores se pesaron retirando el exceso de
acetona con papel filtro, se molieron en una licuadora con 1 litro
de acetona y se homogenizaron, el macerado se lavd con acetona y
con éter por filtracién en un embudo de Buchner y se dejo secar

durante 24 horas.

b.- Extraccidn de las Glucoproteinas (FSH, LH, TSH).

La extraccion se efectud agregando al polvo acetdnico
previamente pesado, acetato de amonio (CH}CDGNHQ) al 10%Z, pH 5.1 vy
etanol al 96% (3:2 v/v, 10 ml/g de polvo), se mantuvo en agitacian
durante 24 horas y se centrifugd. Se hizo una reextraccién bajo el
mismo procedimiento. Se mezclaron los sobrenadantes de ambas
extracciones, se le agregaron 2 volumenes de etanol al 96% por
goteo con agitacién constante y se dejd reposar durante 48 horas.
Después de la precipitacidn etandlica, se centrifugd a 4000 rpm
por 30 minutos. El precipitado se lavd con tres volUmenes de éter

centrifugando a 4000 rpm durante 30 minutos, se secd al vacio, se
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Hipdfisis
{Lobulos Anteriores)
Polvo Acetdnico

CH, COONHy 10%, pH S.1
y Etanol 96% (312 v/v, 10 ml/g)

Centrifugacion a 2500 rpm por 30°

v

Residuo Sobrenadante

lEtanul 946% por goteo

Centrifugacidn a 4000 rpm por 30°

Residuo Sobrenadante

Eter

Centrifugacidn a 4000 rpm por 30°

Sobrenadante Residuo

CH,COONHy 0.005 M, pH 5.5

Didlisis contra CHyCOONHy 0.005 M, pH 5.5

Centrifugacidn a 2500 rpm por 30°

Sobrenadante

Residuo
(Extracto Glucoproteico)

Cromatograf{a CM-celulosa

CH3 COONHy

CH, COONHy
0.005M, pH 5.5

CH; COONHy 1 M, pH 2.5

1 M, pH 6.8

CHM-1 CM-2 CM-3

Figura 9. Purificacién de FSH.
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pesd, se resuspendid en 145 ml de acetato de amonio 0.005 M, pH
5.5, se dializdé contra el mismo amortiguador durante 24 horas y se

centrifugd a 2500 rpm durante 30 minutos.

c.- Separacion de FSH.

Se realizd por cromatograff{a de intercambio idénico usando una
columna (Pharmacia) de 2.6 x 40 cm, de Carboxi Metil-celulosa (CM-
celulosa, Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo.), previamente activada
con NaOH 0.1 N, Agua y HC1 0.1 N en forma sucesiva y equilibrada
con acetato de amonio 0.005 M, pH 5.5. Antes y después de preparar
la columna, la CM-celulosa se ajustd a pH 5.5 como describe
Hartree (36). Se aplicaron 500 y 437 mg (75 y 65 ml) del extracto
glucoproteico para ser eluidos con acetato de amonio 0.005 M, pH
5.5, 1 M, pH 6.8y 1 M, pH 2.5. Se recolectaron fracciones de 10

ml a una velocidad de 0.5 ml por minuto.

Para trazar el cromatograma, se leyd la absorbancia de las

fracciones a 280 nm en un espectrofotdmetro Spectronic 21.

La concentracidn de proteinas se determind por medio del
método de Lowry (6B), utilizando albéimina de suero de bovino (BSA)

como estandar.
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I11.- Bioensayo.

La potencia bioldgica de los productos finales se determind
por medio de la técnica de Steelman y Pohley (91), en términos de
FSH-P:Burns—-Biotec (FSH—P;t Se utilizaron ratas hembras Wistar de
21 a 23 dias de edad. Las dosis de FSH-P y muestras problema
fueron de 100 y 200 pg. A cada dosis se le agragaron S0 Unidades
Internacionales (UI) de hCB y se llevé a 2.5 ml con NaCl al 0.9%.
Se aplicd una inyeccidn subcutdnea de 0.5 ml, dos veces al dia
durante tres dias, para un total de 5 inyecciones. Cada rata
recibié al final 100 o 200 Ha de hormona mas S50 UI de hCG. Los
animales fueron sacrificados 24 horas después de la ultima
inyeccion, se retiraron los ovarios eliminando el exceso de tejido

graso y se pesaron los dos juntos de cada rata.

La distribuciédn de muestras y animales fué la siguiente:

Grupo Muestra Régimen No.Animales(Total)

Problema Extracto(+hCB) 2 dosis (100 y 200 Pq) 4/dosis (8)

- cM-1 " - - -

" CM-2 " " “ “

- cH-3 " " " "
Estandar FSH-P " " " “
Control hCG 1 dosis (50 U " (4)

Las muestras de los grupos problema son las fracciones derivadas
del proceso de purificacidn.

+ FSH-P:Burns—-Biotec, es una preparacidén de FSH de origen porcino,
de importacidn que en el pais se usa al dar tratamientos de
induccién de estro y superovulacién, por eso se tomd como
referencia.
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IV.— Radioinmunoandlisis.

El radioinmunoanalisis (RIA) se efectud con la finalidad de
corroborar la existencia de FSH en los productos finales, ademds
estimar su potencia inmunoldgica. Este se hizo por duplicado
usando tubos de vidrio de 10 x 75 mm. Fué heterdlogo debido a que

los reactivos disponibles en el laboratorio eran de rata.

a.- Yodacidn de FSH.

A 2.5 pg de FSH de rata (NIADDK-rFSH-I-5) en 25 pl de
amortiguador salino de fosfatos (PBS) 0.01 M, pH 7.4, se le
agregaron 10 pl (1 mCi) de yodo-125 (I-125) (Amersham, England),
result;ndn 734,324 cuentas por minuto (cpm). GSe adicionaron 10 ul
de Cloramina T (5 mg en 20 ml de PBS), se agitd durante &0
segundos, se agregaron 50 ul de Metabisulfito de Sodio (10 mg en
10 ml de PBS), y se agitd durante 10 segundos. La mezcla se
depositd en una columna de Sephadex G-100 (Sigma Chemical Co. St.
Louis, Mo.) de 1 x 18 cm, a la gue previamente se le habian pasado
2 ml de BSA al 5% y 15 ml de PBS. Se contd la radiactividad que se
mantuvo impregnada en el tubo donde se hizo la mezcla y en la
punta de la pipeta con que se depositd en la columna,
constituyendo éste el residuo que fué de 165,272 cpm. Eluyendo con
PBS, se recogieron 30 fracciones de 10 gotas cada una, en tubos
con 200 ul de BSA al 5% mantenidos sobre hielo. Se contaron las
fracciones en un contador AMES, Gammacord II y se graficaron (Fig.
10). La hormona yodada (FSH-I-125) tuvo una actividad especifica

de 100 uCi/pg.
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Figura 10. Brafica de separacidn FSH yodada por cromatografia en
Sephadex B6-100.

b.- RIA de FSH.

El procedimientoc se esquematiza en la figura 11. Se utilizd
PBS 0.01 My, pH 7.4, con 0.01 M EDTA, 350 mg/L gama globulina de
conejo y 0.24 BSA (amortiguador de ensayo), para todas las

diluciones a excepcidén del segundo anticuerpo. El primer
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Numerar los tubos y ordenarlos.

Preparar los reactivos y pipetearlos como sigue:

Incubar 18-24 horas a temperatura ambiente.

2do. Ac

100 Jp.ll

100 f"l

100 }Jl

Agitacidn

Si

81

Si

Incubar 18-24 horas a temperatura ambiente.

Agua Des-
ionizada

1 ml

1 ml

1 ml

Centrifugar a 3000 rpm durante 30 minutos.

Decantar

el sobrenadante.

Secar la pared interna de los tubos.

Contar la radiactividad del precipitado.

Calcular los resultados.

Figura 11. Esquema de Radio Inmuno Andlisis.
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anticuerpo (ler. Ac) (NIADDK-anti-rF8SH-S-11), suera ds& conejo
anti-FSH de rata, se uso a una dilucidn inicial 1:62,500 y el
segundo (2do. Ac), suero de borrego anti-gama globulina de
conejo, dilucidn inicial 1:10, éste dltimo con FPBS 0.01 M, pH 7.4.
De la hormona yodada (FSH-I-125) se emplearon 10,000 cpm en cada
tubo. Como referencia o estdndar se utilizd FSH de rata (NIADDK-
rFSH-RP-1), haciendo dobles diluciones seriadas (entre 1000 y
15.625 ng/ml), se hizo lo mismo para cada muestra problema
{(concentrado—-1:1160). 8Se colocd suero de rata ovariectomizada, a
tres diferentes concentraciones (pooles), como control de calidad.

El conteo de la radiactividad se efectud en un contador
Packard Auto-Gama S00 y el cdlculo de los resultados mediante un
programa basado en andlisis de regresién, usando una calculadora
Hewlett—Packard 97. Se graficé Logit del porcentaje de unidn
especifica (Logit (B/Bo x 100;+contra logaritmo de la dosis. Para
determinar si existe paralelismo entre la curva estdndar y las
problema, se consideraron las pendientes y se compararon mediante
andlisis de varianza.

Las siguientes preparaciones utilizadas en el RIA, son
aportadas por National Institute of Arthritis, Diabetes and
Digestive Kidney Diseases (NIADDK): FSH de rata altamente
purificada para yodacidén (NIADDK-rFSH-I-5). Suero de conejo anti-
FSH de rata (NIADDK-anti-rFSH-S-11). FSH de rata, preparacidn de

referencia (NIADDK-rFSH-RP-1).

+ Logit = 2.303 log Y/100-Y.
B = cpm del _estdndar o problema.
Bo= cpm de XBo definido en la figura 11.
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V.- Induccidn del Estro.

Se utilizaron 45 vacas criollas sin actividad ciclica por méds
de &0 dias (en anestro), libres de infecciones o anormalidades
genitales. Por palpacidn rectal se confirmd la ausencia de cuerpos
liteos. Los animales se dividieron en dos grupos vy estuvieron
distribuidos en los Ranchos "El Terremoto" en Teoloyucan Estado de
México vy "Los Claveles" en San Juan del Rio Querétaro. Los
tratamientos se llevaron a cabo entre los meses de mayo a julio.
El Grupo A (20 animales) recibid una inyeccién subcutdnea de 10 mg
de FSH-P y el Grupo B (25 animales) una inyeccidn s.c. de 21 mg de
la fraccidn CM-1. La dosis de CM-1 se calculd en base a3 12
potencia biologica estimada (CM—-1= 47.8% de FSH-P). La deteccion
de estros se efectud por la mafana de 7:00 a B:00, al medio dia vy
por la tarde de 17:00 a 1B:00 horas, en forma visual. Las vacas
que entraron en estro fueron inseminadas artificialmente 12 horas
después de detectado el mismo. El diagndstico de gestacidn se
llevé a cabo por palpacidn rectal alrededor de 45 dias después del
servicio (inseminacidn). Los resultados se compararon empleando la

prueba de Chi cuadrada.
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RESULTADOS

Purificacidon y Bioensayo.

El proceso de purificacidn se esquematiza en la figura 9. Es
un método desarrollado por Hartree (36) y retomado por Salas (81,
82) para extraer y separar las glucoproteinas hipofisiarias (FSH,
LH y TSH), aunque en éste trabajo sdlo se evalud a una de ellas
(FSH) .

De los 300 ldébulos anteriores cuyo peso total fué de 230 g, se
obtuvieron &4 g de polvo acetdénico y 3 g en peso seco de extracto
glucoproteico, el cual poseia 0.971 g de proteina. Considerando el
equivalente a 100 g de polvo aceténico, se tendrian 4.7 y 1.5 g de
extracto, en peso y contenido de protefnas, respectivamente (Tabla
4).

Tabla 4. Rendimiento vy actividad FSH en cada una de las
fracciones principales.

Fraccidn

Extracto
Pardmetro Blucoproteico CM-1 cM-2 CM-3
Peso Seco (g) 3.0(0.?71)‘ 0.744(0.337) 0.503(0.3946) 0.3561(156)
Potencia Bioldgica
1.- (% de FSH-P) 38.9 47.8 27.0 25.8
2.~ (U/mq!b 0.389 0.478 0.270 0.258
3.~ U Totales 1167.0 355.6 135.8 93.1
Recuperacion (%) 100 30.4 11.6 5.7
g/100 g de polvo
acetdénico 4.7¢(1.3) 1.2(0.53) 0.78(0.62) 0.556(0.24)
g/Kg de hip&fisis 13.0 3.2 2.2 1.6

a) Entre paréntesis se indican los valores correspondientes al
contenido de proteinas en gramos. b) En relacidn a FSH-P que
posee 1 U/mg, estandarizado éste en base al estdndar Armour.
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La cromatografia del extracto glucoproteico (Fig. 12), rindid
tres fracciones (tres picos) denominadas CM-1, CM-2 y CM-3. CM-1
constituye la fraccidn con mayor actividad de FSH, siendo é&sta
47.8% de FSH-P segdn el bioensayo (Fig. 13). De 1la misma,
resultaron 0.744 g en peso que corresponderian a 1.2 g por cada
100 g de polvo acetdnico y que representan un rendimiento de 3.2 g

por Kg de hipdfisis (Tabla 4).

~__,.005M (pH5.5) 4.0M (pHG.8B) ,__1.0M {pH9.5) |

0.804 T T 1
cM-1 -2 =

R e ity S S ”

Absorbancia a 280 n

0.00 + +

{ 5 9 13 17 21 25 29 33 37 a1 25
Numero de Fraccidn (10ml/fracc)

Figura 12. Cromatografia del extracto glucoproteico en una columna
de CM-celulosa de 2.6 x 40 cm. Se eluyd con CH3CDDNHq
0.005 ™M, pH 5.5, 1 M, pH 4.8y 1 M, pH 2.5, a una
velocidad de 0.5 ml por minuto. Se obtuvieron tres
fracciones CM-1, CM-2 y CM-3.
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Figura 13. Bioensayo. Curvas dosis-respuesta de 1los productos
finales, suplementados con 50 U hCG, en ratas hembras
de 21-23 dias de edad, seg'in el método de Steelman y
Pohley (91). a) FSH-P, b) €M-i, c) Extracto
Glucoproteico, d) CM-2, e) CM-3.

Radioinmunoandlisis

En relacidn con el RIA, la figura 14 muestra las curvas de
desplazamiento de las fracciones extracto glucoproteico y CM-1,
ademds de FSH-P, relacionadas con el estindar de rata (rFSH-RP-1).
Se observa que las del exfracto y CM-1 no son paralelas (P < 0.0%5)

con respecto a rFSH-RP-1 y F8SH-P. Entre el extracto y CM-1 si
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Figura 14. RIA de FSH. Curvas de paralelismo (Logit vs Log) para
FSBH-P ([E , ecuacidn de regresidn lineal y=-0.97X +
3.1, Extracto Blucoproteico (®, y=—-1.35X + 3.7) vy
CM-1 (A, y==1.27X + 3.8) contra el estdndar rFSH-RP-1
(B, y=—2.29x + 5.6).

existe paralelismo (P > 0.05), las pendientes de éstas son
semejantes (—-1.33 y -1.27, respectivamente) y son diferentes a las
de rFSH-RP-1 (-2.29) vy FSH-P (-0.97). Tomando en cuenta 1la

cantidad de hormona necesaria para inhibir el S0%L de umdn
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especifica (cero en la fig. 14), el extracto glucoproteico y CH-!
resultan con una potencia inmunoldgica (PI) del 2184 y 150%Z de
FSH-P y del S3% y 37%Z de rFSH-RP-1, respectivamente. Al compararla
con la potencia biolégica (PB), en relacidén a la misma hormona de
referencia (FSH-P), resulta un cociente PI/FB de 5.6 y 3.1,
respectivamente. Al considerar la potencia inmunoldgica en
relacién a rFSH-RP-1, el cociente es 1.4 y 0.8, para las mismas
fracciones (Tabla 5).

La validacién o presicidn del RIA estd representado por los
coeficientes de variacidén (CV) derivados del suero (pooles) de
control de calidad. El CV intraandlisis fué de 8.6 y el CV

interandlisis de 20.0.

Tabla 5. Comparacion entre la potencia inmunoldgica (PI) y la
potencia bioldgica (PB).

Muestra
Extracto
Paradmetro FSH-P Glucoproteico CM-1
Potencia Inmunolégica (RIA)
1 .- (%4 de FSH-P) (Pla) o 218 150
2 .- (% de rFSH-RP-1) (PIb) 24 53 37
Potencia Bioldgica (Bioensayo)
(% de FSH-P) - 8.9 47.8
FIa/PB = 3.6 3.1
PIb/PB - 1.4 0.8
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Induccién del Estro.

De las vacas tratadas con FSH-P (Grupo A) y con la preparacidn
de FSH obtenida en éste trabajo (fraccién CM-1, Grupo B), 19 (95%)
y 23 (92%) respectivamente , respondieron, entrando en estro 10 a
15 dias después. De esas, el 63.16% y 617 respectivamente quedd
prefiada a primer servicio, llegando a término y produciendo partos
simples (Tabla &). No hubo diferencia significativa (P > 0.05) en

la presentacidn de estros y fertilidad entre ambos grupos.

Tabla 6. Induccidén del estro y fertilidad en vacas tratadas con
FSH-P y la fraccidn CM-1.

Srupo
Pardmetro A {(FSH-P) B (CM-1)
No. de Animales Tratados 20 25
No. de Animales
que mostraron signos de estro 19 (95%) 23 (92%)
No. de Animales a
que quedaron gestantes 12 (63.16%)% 14 (&61%)

No hubo diferencia significativa (P > 0.05) entre grupos.
a) ‘tomando como 100% el ndmero de animales que entrd en estro.
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DISCUSION

El rendimiento en extracto glucoproteico correspondiente a 100
g de polvo acetdnico de 4.7 g es ligeramente superior a los 3.5 g
que menciona Hartree (37) aunque estd por debajo de 4.2 g
reportados por Rathnam }6?1.
Como se menciond en material y métodos, hubo dos corridas sobre
CM—celulosa, con 3500 vy 437 mg de extracto glucoproteico. La
separacién fué muy semejante y una de ellas es la que se
esquematizd (Fig. 12). Las fracciones obtenidas en ambas corridas
se mezclaron para llegar a las cantidades totales de CM-1, CM-2 vy
CM-3 que aparecen en la tabla 4.
Los 0.744 g de 1la Ffraccidn CM-1, que hacen un 30.4% de
recuperacidn, es inferior al 51% de Hartree (37), al 56%, 52%, 71%
y 95% de Salas (81) (quien trabaja con hipéfisis humanas),
Combarnous (17), Braselton (9) y Rathnam (&69), respectivamente,
éstos tres Gltimos en un paso similar del proceso de purificacidn,
ya que siguen una metodologla un tanto diferente a la descrita
aqui para la separacidn de las glucoprotefnas. El rendimiento en
peso obtenido de 3.2 g/Kg de hipbfisis es inferior a los que
reportan Combarnous vy Hartree (17, 37) y es superior a los de

Braselton y Rathnam (9, 69).

La fraccidén CM-2 podr{a corresponder bisicamente a LH y TSH vy
CM-3 a TSH, segln se ha mencionado (36, 79, 81, B83) aunque éstas,

en el presente estudio no fueron caracterizadas.
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El extracto glucoproteico, CM-1 y FSH-P mostraron afinidad por
el anticuerpo produciendo un desplazamiente de las curvas
significativo. El desplazamiento sigue una trayectoria que no es
paralela respecto a la del estandar (rFSH-RP-1) y FSH-P, debido a
ésto, la estimacidn de la potencia inmunolégica es menos presisa
que si las curvas fueran paralelas. Los resultados del bioensayo
son inferiores a los del RIA, cuando éstos se comparan tomando
como referencia comin a FSH-P, tal discrepancia se ha observado en
otros trabajos (B8, 15). Si por el contrario, se considera a la
potencia inmunoldgica en términos de rFSH-RP-1, los resultados son
semejantes. Akbar (1) hace algo parecido, €&l utiliza un estdndar
para el bioensayo, de una especie diferente a la del estandar del
RIA y compara los resultados. Whitley (97) usa estdndares
diferentes pero de la misma especie.

Las curvas del extracto glucoproteico y CM-1 son paralelas entre
si, lo cual coincide con su origen comin. El primero mostrd una
potencia inmunoldgica 1.4 veces mayor que la del segundo, ésto es
contrario a 1o que se observéd en el biocensayo, aunque la actividad
biolégica del extracto fué cercana a la de CM-1.

El que no se haya observado paralelismo entre rFSH (rFSH-RP-
1), eFSH (extracto glucoproteico y CM-1) y pFSH (FSH-P), coincide
con otros reportes, ya que generalmente las preparaciones de FSH
de especies diferentes muestran desplazamientos no-paralelos entre
si (8, 15, 835, 97). Cuando las especies estdn mds emparentadas
evolutivamente, las curvas pueden ser paralelas, ésto se
manifiesta por ejemplo, entre pFSH y bFSH, eFSH y oFSH o bién

entre eFSH y dFSH (FSH de burro) (8, 786, 85).
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En ensayo radio receptor, eFSH y rFSH han mostrado paralelismo
(B0), aparentemente 1los receptores celulares no descriminan entre
FSH de especies diferentes, produciendo curvas que siguen una
trayectoria paralela (13, 14, S1, 80).

Los coeficientes de variacidn intra e interandlisis estdn
dentro de los limites permitidos para éste tipo de andlisis, ésto
es, menores de 10 para el intraandlisis y de 25 para el

interandlisis.

Al hacer la dosificacidn de CM-1 para inyectar a las vacas
se tomd el valor de la potencia bioldgica debido a que los
resultados del RIA mostraron ser impresisos y contradictorios como
ya se mencioné. De antemano, el RIA se planed tratando de
aprovechar la metodologia y reactivos disponibles y comparar los
resultados con los del bioensayo, habiéndose manifestado una

marcada discrepancia entre ambas pruebas.

Tomando en cuenta los resultados observados en la presentacidn
de calores, el elevado porcentaje en los dos grupos sugiere que,
la falta de ciclicidad se debia a un desbalance enddcrino. Los
porcentajes de gestacién estdn dentro de los 1limites reportados
(19, 24, 54), éste depende de varios factores entre ellos, la
fertilidad del semen y la eficiencia del inseminador, por lo que
no siempre se logra la induccién de un estro fértil. Al respecto,
influye mucho también, 1la habilidad de la persona encargada de la
deteccidn del estro.

Los porcentajes de presentacién de estros obtenidos, son parecidos

a los que se mencionan en otros trabajos, en los cuales se siguen
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tratamientos diferentes. Con Clomifeno, Dugwekar (24) observd un
87.5%, O a 15 dias postratamiento y especificamente en una de las
razas tratadas, el 100%Z. Mediante un; combinacidn de progesterona
y cipionato de estradiol se han reportado el B88% (54), 93.7%Z (19),

en un periodo de 435 dfas y 92.3% (20), O a 21 dfas después del

tratamiento.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo una preparacidn de FEH (fraccién CM-1) de hipdfisis
de caballo con un rendimiento en peso, porcentaje de recuperacidn
y actividad biolbdgica, cercanos a los resultados observados en
otros trabajos. Al respecto, es posible de acuerdo a la
experiencia, en un siguiente proceso de purificacidn y siguiendo
en esencia la metodologia descrita, lograr un mejor preparado

hormonal .

La potencia bioldgica de la preparacidn de FSH equina es
inferior a 1la de FSH-P lo cual indica una mayor homogeneidad o
pureza de ésta dltima. Esto deberd ser confirmado determinando el

patrdn electroforético o grado de pureza de ambas preparaciones.

El valor de la potencia biolégica no corresponde con el de la
potencia inmunolégica cuando &stas se comparan en relacidn a FSH-
P. Se obtienen valores menos discrepantes entre ambas pruebas, al
compararse en términos de hormonas de referencia diferentes (FSH-P
y rFSH-RP-1, respectivamente). Posiblemente sea necesario probar
nuevamente con el RIA heterflogo descrito, para corroborar que
mediante el mismo, los valores de 1la potencia bioldgica e
inmunoldégica no coinciden vy desidir sobre la posibilidad de
desarrollar un RIA homSloge o bién un ensayo radio receptor que
nos permita ademds, estimar el contenido de FSH en preparaciones

hipofisiarias y plasma equinos.
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Los resultados muestran que la preparacidn de FSH de origen
equino derivada de éste estudio, puede constituir un agente atil
en el tratamiento del anestro, pues demuestra su eficacia al

inducir el estro y ovulacidn en el ganado bovino.

El presente estudio marca la pauta para continuar con ésta
linea de trabajo. Es recomendable evaluar la actividad de 1la

preparacidn hormonal al inducir superovulacién en bovinos.
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