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RESUMEN

La liormona estimulante del foliculo (FSH) se secreta en la adenohipdfisis de casi todos los vertebrados. Se
trata de una glicoproteina que estd constituida por dos subunidades, la a y la B, de las cuales la « es igual a ka de otras
hormenas glicoproteinicas como son fa hormona tuteinizante (LH) y la estimulante de 1a tiroides (TSH) de la misma
especis, mientras que la subunidad 8 determina la especificidad funcional de cada una de estas hormonas.

La FSH esta involucrada en la fisiologia reproductiva de los organismos. En la hembra intervicne en el
crecimiento y desarrolio folicular, mientras que en ¢l macha junto con los andrégenos induce la espermatagénesis on of
testiculo.

Se ha purificado la FSH de diferentes especies de mamiferos, de las cuales se ha informado un baj
rendimiento. Por otro lado, cuando se estudia la actividad bioidgica de [a FSH, de acuerdo al bloensayo de Stechmnan y
Pohley (1953), se observa que Ia liormona induce aumento del peso ovirico en la rata. Para el caso de la FSH de origen
bovino (bFSH) se ha informado también un rendimiento bajo y parece tener poca bioactividad. Esto sugiere que la
bFSH debe tener alguna caracteristica particular que induce una respuesta diferente a la producida por la hormona de
otras especies.

Puesto que la bFSH tiene un cornportamiento diferente en el bioensayo de Steetman y Pohley y se ha dicho que
podria explicarse en relacién a su estructura. Para abordar el estudio da la estructura y la bioactividad d la FSH es
necesario disponer de cantidades razonables de la hormona, por lo que el propdsito de este trabajo fiie purificar FSH de
hipdfisis bovinas, asi coma su caracterizacién bioquimica y bioldgica

Se procesaron 2 lotes de adenohipdfisis bovinas, a partir de los cuales se extracjo y purificé la bFSH segun la
téenica de Stockel H. (1975) con modificaciones,

El lote b4 se proceso coio sigue: se partio de hipéfisis (258.29 g) almacenadas en acetona, las cuales se
deslipidizaron y el polvo de acetona obtenido (30.64 g) se exirajo con acetato de amonio 10 %/ etanol pH 5.1 en una
relacion 6:4; éste a su vez se precipitd con etanol donde se obtuvieron 358,66 mg do extracto glioproteinico, el cual se
purifico en una columna de Carboximetil-celulosa (CM-celulosa). L.a fraccidn no adsorbida que contiene a la bFSH
(CM-1ab) produjo [10.4 mg de polvo (149 pg de proteina/ mg de polvo). En electroforesis con geles de poliacrilamida
(PAGE) al 7 % en condiciones no desnaturalizantes se observaron 2 bandas con movilidades relativas (Rf) do 0.46 y
0.55. La elesctroforesis en PAGE al 12.5 y 15 % en condiciones desnaturalizantes y no reductoras se obtuvieron varias
bandas con pesos moleculares (PM) aparentes de: 54, 50, 46, 38, 20, 17 y 10 kDa, inientras que en los misimos geles
pero en condciones reductoras; 61, 57, 50, 38, 20, 17 y 10 kDa. La actividad bioldgica se estudio con el criterio de
Steelman y Pohley (1953), en el que se mide el aumento del peso ovirico en respuesta a dosis crecientes de FSH; las
dosis estudiadas fueron desde 0.013 pg hasta 200 pg, en donde se observd una tendencia a la linearidad a ddsis de
0.125 a | pg con aumentos del 40 a 104 % con respecto al control.

El lote b8 se proceso de la siguiente manera: se partid de 611.21 g de hipdfisis congeladas, las que se licuaron
y homogeneizaron en una solucion acuosa que coutenin un inhibidor de proteasas (PMSF). Después de la
centrifugacion, el sobrenadante se dializé con acetato de amonio 10 % / etanol pH 5.1 en una relacién de 6:4
respectivamente, seguido de una centrifugacion, Bl segundo sobrenadante resultado da esta centrifugacion se precipito
con elanoi y se obtuvieron 2.97 g de extracto glicoproteinico, 5! cual se purificé en una colummna de CM-celulosa; la
fraccion no retenida (CM-1ab) produjo 187 mg (600 py de proteina/ nig d¢ polvo), fa cual se sometio o una
repurificacion en una columna de dietiletilaminoetil-celulosa. La fraccidn retenida, que contiene a ka FSH (CM-lab-
DEAE-3ab) produjo 58.12 mg (631 pg de proteina/ mg de polvo). El andlisis electroforético en PAGE al 7% en
condiciones no desnaturalizantes mostro un Rf de 0.34 y 0.48, mientras que en PAGE al 12.5y 15 % en condiciones
desnaturalizantes y no reductotras los PM calculados fueron: 102, 54, 50, 42, 28, 20, 17 y 16 kDa; en condiciones
reductoras; 102, 50, 61, 43, 20, 17y 16 kDa. La caracterizacién inmunoldgica consistio de un Stot-Blot y un Western
blot para los cuales se utilizo un anticuerpo estindar para bFSH (anti bFSHN USDA 5 pool). Con el Slot-blot se
determind que la dilucion dptima de anticuerpo a utitizar fus 1:5000 , mientras quo en el western-blot las bandas
reconocidas fueron: 102, 74, 61 y 50 kDa, mismas que se identificaron en un extracto crudo, La potencia biolégica de
la bFSH purificada de acuerdo al bioensayo de Steeliman y Pohley se calculd contra oF SH estdndar (USDA-oFSH-18) y
fue de 152 Ul/mg para un bioensayo balanceado 3 + 3,

Los resultados obtenidos mostraron que la técnica utitizada para purificar ef lote b8 produjo un mejor .
rendimiento que aquella usada para purificar ef lote b4. En ambos lotes se obtuvo un patrén electroforético heterogéneo
semejante en PAGE-ND, asi como en PAGE-SDS. En ambos lotes 1a bFSH obtenida fue activa en el bioensayo de
Steelman y Pohley. Por otro lado la bFSH purificada en el lote b8 fué reconocida por un anticuerpo dirigido contra y
bFSHB. El rendimiento de 1a hormona es razonable para continuar con su purificacion con otras estrategias como la
cromatografia de inmunoafinidad entre ot ras, asi conio con su caracterizacion bioquimica y bioldgica,



INTRODUCCION

* Todos los sistemas vivos estdn adaptados a su medio gracias a la interaccion de los
procesos fisioldgicos del propio organismo con el medio que los rodea. Las funciones corporales
son el resultado de ta conwmicacion coordinada entre los elementos que forman parte de los
diferentes niveles de integracion funcional. Dicha integracién estd bajo el control del Sistema
Nervioso y Neurocndocrino y se lleva a cabo por medio de mensajeros quimicos. En esta
comunicacién estén involucrados mecanismos de convergencia y de divergencia de los mensajes,
de tal manera que mensajeros con caracteristicas quimicas distintas pueden converger cn lo
mediscion de una misma funcion, lo cual garantiza que la funcion se lleve a cabo. Asimismo un
determinado mensajero quimico puede ejercer distintas funciones. (Clapp y col, 1993). La
divergencia funcional puede deberse a la heterogeneidad del mensajero quimico, a la diversidad
estructural de los receptores, o bien a las dos posibilidades anteriores (Clapp y col., l995).

Algunos de estos mensajeros quimicos son los mismos a los que se referia Claude Bernard
cuando generd el concepto de "secrecidn intema" (sustancias quimicas que en los organismos se
vacian a la sangre) y se denominan hormonas, las que se producen en las células endocrinas o
neuroendocrinas, de tal manera que se secretan hacia el interior del organismo a través det
torrente circulatorio. Las células enddcrinas pueden constituir oOrganos o glindulas especificas o
encontrarse distribuidas de manera difusa en diferentes tejidos y drganos del individuo (Pearse,
1971).

Las hormonas controlan no solamente diferentes aspectos del metabolismo, sino también

otras muchas funciones como por ejemplo: el crecimiento celular y de los tejidos, el ritmo



cardiaco, In presién de la sangre, Ia funcion renal, la movilidad del tracto gastrointestinal, la
lactancia y el sistema reproductor (Lehninger, 1991).
Desde el punto de vista quimico, las horntonas y otros mensajeros intercelulares pueden ser
de tres tipos:
a) Aminodcidos simiples y moléculas derivadas de aminodcidos, como el dcido glutdmico, las
catecolaminas y las hormonas tiroideas.
b) Moléculas derivadas de dcidos grasos y lipidos modificados, como las prostaglandinas y
los esteroides.

c) Péptidos y proteinas, como la tiroliberiua, la hormona estimulante del foliculo y ta GH.

En los mamiferos se conocen nueve glandulas endderinas (Tabla 1), La hipofisis (Fig. 1) se
localiza en la base del encéfalo, debajo del hipotalamo con el que esta vinculada anatoino-
funcionalnente; esta constituida por el lobulo anterior o adenohipéfisis, el lobulo posterior o
neurohipOfisis y Ia pars intermedia. (Junqueira, 1981).

En la adenohipofisis, las células cpiteliales funcionan como efectorea del sistema
neuroenddcrino y sintetizan hormonas protefnicas de las cuales se han descrito las signientes:
hormona de crecimiento (GH), prolactina (PRL), hormona estimulante del foliculo (FSH),
hormona luteinizante (LH), hormona cstimulante de Ia tiroides (TSH), hormona
adrenoconticotropica (ACTH), hormona estimulante de los melanocitos (MSH), B-endorfina y -

lipotropina (Everett, 1988).



Tabla 1. Glindulas Enddcrinas y Sus Principales Productos de Secrecion

Glandula Secrecién
Hipofisis Homiona adrenocorticotrdpica (ACTH), hormona estimulante
de los melanocitos (MSH), hormona estimulante del foliculo
(FSH), hormona luteinizante (LH), hormona de crecimiento
(GH), prolactina (PRL), hormona estimulante de la tiroides
(TSH), beta lipotropina (8-LPH), f-endorfina
Pineal Melatonina, indoles,
Tiroides Tiroxina (T4), Triyodotironina (T3)
Paratiroides Honnona paratiroidea
Suprarrenales
Médula Catecolaminas, péptidos opioides.
Corteza Aldosterona, cortisol, corticosterona, deshidroepiandrosterona y
androstenediona
Pancreas Insulina, glucagon, somatostatina, polipéptido pancredtico
Génadas
Ovario Estrégenos, progesterona, inhibina, folistatina, activina, relaxina
Testiculo Testosterona y otros androgenos, inhibina
Timo Timosina, timopoyetinas 1y II,




Nucleo paraventricular

Nacleo supradptico

Pura tuberals

Infundibulo
Septo conjuntive
Pars nervioen
Pure distels
Pars Intormedia

-

Lébulo posterlor Lébulo anterior

Fig. 1.- Hip6fisis de mamifero (de Junqueira, 1981).



La reproducciﬁn en mamiferos

La reproduccion es el proceso por medio del cual un orgm.\imno genera un nucvo tmicmbro
de la misma especic (Bolander, 1989). Esta funcién implica la integracion precisa de diferentes
factores ambientales como el fotoperiodo, la temperatura o la disponibilidad de sitios de
anidamiento, asi como de diversos factores y mecanismos fisiologicos como ¢l estado nutricional
y endocrino del individuo. De esta manera, el sistema reproductor es uno de los principales
ijelivos de los agentes selectivos, ya que la eficiencia reproductiva es el determinante principal
de los sucesos evolutivos (Norris, 1980),

En los mamiferos las adaptaciones reproductivas han alcanzado un grado de claboracion
que poco se ve en otros vertebrados. El logro més importante ha sido la viviparidad, en la que el
alimento para el embrion en desarrollo es aportado continuamente por la madre via la placenta.
Otra caracteristica unica en los mamiferos es la lactancia (McFarland, 1979)

Los mamifcros muestran una gradacion de adaptaciones de la oviparidad a la viviparidad.
Asi, los monotremas (por ejemplo el omitorrinco y ¢l equidna) mantienen su herencia reptiliana de
poner huevos, Los ovarios son mis grandes que en otros mamiferos, ya que producen huevos con
gran contenido de yema. Los huevos fertilizados llegan al fitero en donde empicza la
diferenciacion y el recubrimiento con una cubicrta coridcea mineralizada, posteriormente sén
ovopaositados (McFarland, 1979).

En los metaterios (marsupisles), el tracto reproductive de las hembras combina las
caracteristicas estructurales de monotremas y euterios, La cantidad de yema en cl huevo es menor

que en monotremas, pero mayor que en euterios. Se forma un saco placentario y la implantacion



¢s muy breve, El recién nacido es prematuro y se arrastra desde la vagina media hasta el marsupio
en donde se ase fuertemente con su boca a la glinduls mamaria (Mc Farland, 1979).

En los euterios, en donde los oviductos pareados se fusionan y dan lugar a Ia vagina, ¢l
huevo festilizado es conducido al Gtero donde se implanta y se desarrollan las conexiones
matemo-embrionarias (placenta). Asi, los embriones en el cuerpo matemo pennanecen protegidos
y se desarroilsb en un medio con temperatura controlada. Ei feto puede alcanzar un mayor
tanuiio y grado de desarrollo al nacimiento, sin embargo el cuidado parental es crucial para la
sobrevivencia de las crias (Mc Farland,1979),

El sistema reproductor incluye a las génadas, al eje hipotilamo-hipofisis y a numerosas

» conexiones nerviosas y enddcrinas que convergen hacia ¢l hipotalamo (Norrris, 1980), lgualmente
en todos los mamiferos se conoce que participan un grupo de hormonas proteinicas denominadas
genéricamente como gonadotropinas, De éstas se conocen dos de origen hipofisiario -FSH y L}-
y uta de origen placentario -la gonadotropina coriénica (GC)- (Pierce y Parsons, 1981), Adgmﬁs
de las gonndotropinas, las hormonas esteroides, la GH, 1a PRL, la ACTH y las hormonas tiroideas

entre otras también estin relacionadas con los procesos reproductivos (Hsuch y col., 1984),

Hormona estimulante del foliculo (FSH)

Funcién de la FSH

La FSH es esencial en la fisiologia reproductiva de los mamiferos, En la hembra induce el

desarrollo del foliculo, en donde actia de manera altamente especifica en las células de la



grauulosa. En el macho, junto con los androgenos estimula {a espermatogénesis en el testiculo,
donde el blanco son las células de Sertoli. Hasta ahora no se ha encontrado otro tejido efector
para la FSH. En el ovario la FSH se une a su receptor y desencadena una serie de procesos
bioquimicos que conducen al crecimiento y desarrollo folicular.

Auterior al desarrollo folicular, Ias células germinales primordiales migran hacia las gonadas

en desarrollo, donde tras un periodo de proliferacion mitética, se diferencian a ovocitos y sufren
una meiosis (Alberts, 1994). En la mayoria de los mamiferos ¢l desarrollo folicular consta de dos
fases: la primera se refiere al crecimiento del ovocito sin crecimiento del foliculo y la segunda al
crecimiento folicular, periodo en el cual ocurre un fendmeno de latencia para el desarrollo dél -
ovocito (Sairam y Papkoff, 1974),

Durante la meiosis, cuando el ovocito alcanza el dipldteno, éste es encapsulado por células
epitcliales, las que adquieren una forma plana y tienden a separarios, formando asf los primeros
foliculos. Este fendmeno se inicia en la regién cortical profunda, En la mayoria de las especics, los
ovoéitos estiﬁ rodeados por células de ls granulosa, delincadas por una lamina basal. Después del .
nacimiento, los foliculos primordiales son gradualmente separados por el cada vez mas abundante
tejido estromitico de tipo conectivo y vascular. Asi, algunos de los foliculos que iniciaron su
crecimiento en el feto, alcanzan al nacer un tamaiio considerable debido a la proliferacion de las
células foliculares y al depdsito del liquido folicular. Primero aparece la teca intema formada por
células mioides, células indiferenciadas, fibroblastos y células esteroidogénicas. Después se
cstablece la teca externa formada por tejido conectivo fibroso, Ambas tecas estan irrigadas por

vasos sanguincos (Byskov y Hoyer, 1988).



El tiempo en el que se forman los foliculos en diferentes especies, depende de cuindo los
ovocitos alcanzan la etapa de diploteno, lo cual puede ocurrir durante la vida fetal (hombre,
cerdo, cobayo, vaca, hamster) o después del nacimiento (raton, rata, conejo, huron) (Merchant,
1991)

El niimero de foliculos en el nacimiento varia considerablemente entre las especies, pero la
mayoria de los foliculos sufren el fendmeno de atresia. La rata slcanza ¢l nimero méximo de
foliculos a los 17.5 dias de gestacion con 71 000 y a los dos dias de nacidas el nimero disminuye
a 12 000 aproximadamente (Peters, 1978), En la especic humana los foliculos fetales alcanzan su
nimero méximo aproximadamente al 5° mt;.s de gestacion con 7 millones en los dos ovarivs, pero
a partir de entonces se inicia un proceso de degeneracion masiva y en el nacimiento hay
aproximadamente 2 millones de foliculos, los cuales se reducen a la mitad durante la infancia y
pubertad por el fenomeno de atresia (Merchant, 1991)

No se conoce el mecanismo que dispara el crecimiento folicular inicial, pero sc ha
informado que las gouadotropinas exdgenas estimulan dicho crecimiento en raton y ademas
parecen apoyar el crecimiento folicular "in vive" e "in vitro” (Byskov y col., 1988). Ademas dela -
FSH y LH, la GH tambiéu parcce intervenir en la foliculogénesis (Peters, 1978). Aunado a esto,
se han cncontrado receptores para la FSH en los foliculos primarios, lo que indica que las
gonadotropinas también tienen efecto durante la transformacion de foliculos primordiales a
foliculos en crecimiento (Hsueh y col., 1984). |

Desde el momento en que los foliculos inician el proceso de crecimiento y
fundamentalmente en la etapa de foliculo maduro o antral, se pueden distinguir dos capas

celulares que forman la pared folicular: Ia capa de la granulosa que esti en contacto cou el



ovacito primario por medio de uniones comunicantes tipo hendidura (Gilula y col., 1978) y la
capa de la teca que la envuclve, ambas separadas por una membrana basal bien definida
(Anderson y col,, 1978; Hertig y col., 1967) (Fig. 2). Para facilitar su estudio, varios autores han
* dividido ¢ desarrollo folicular en diferentes eﬁpas, Asi, Hafez (1993) clasifica las diferentes
etapas del desarrollo folicular de la siguicnte manera:

a) Foliculo primordial.- Corresponde al ovocito rodeado de una capa de células
planas de !a granulosa.

b) Foliculo primarib.- Se refiere al ovocito rodeado de una capa tnica de células
planas de 1a granulosa y [a formacion de Ia zona peliicida, la cual separa al
, ovocito de las células de Is granulosa.
¢) Foliculo secundario.- Foliculo en crecimiento en ¢l que aumenta el niimero de las
células de la granulosa y su forma cambia de plana a poligonal; se forman la
teca externa e interna.

d) Foliculo terciario.- Foliculo de mayor tamafio en el que se forma una cavidad
llamada antro folicular que contiene un fluido secretado por las células de Ia
granulosa,

d) Folicuo de DeGraaf - En esta etapa el foliculo ha madurado completamente, ¢l antro
ocupa [a mayor parte del mismo y se forma la corona radiada. El foliculo se
dispone en la superficie del ovario.

La mayoria de los estudios sobre los efectos de Ia FSH, se han realizado en los foliculos
preantrales y antrales. Se sabe que esta hormona induce el crecimiento y desarrollo de las células

de la granulosa, induce la esteroidogénesis, estimula la formacién de sug propios receptores asi



CELULAS DE LA GRANWLOSA
LAMINA BASAL

D———=e~— CELULAS DE LA GRANULOSA
OVOCITO EN CRECIMIENTO
ZONA PELUCIDA

LAMINA BASAL
l'oloul= " E—ovocwo EN DICTIOTENO

Pellcule
Primatie

LAMINA BASAL
—>— CELULAS DE LA GRANULOSA

Z0NA PELUCIDA

Pollevle It v
Toreintie . N OVOCGITO EN CRECMEENTO

TECA INTERNA
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como los de la LH, PRL y -lipotropina, la secrecion de la inhibina, la sintesis del activador del
‘plasmindgeno, la sintesis de prostaglandinas y proteoglicanos, entre otros (Tabla 2) (Hsuch y col,,
1984). |

Ahora bien, para explicar la esteroidogénesis, Ia cual es uno de los principales efectos de la
FSH, se ha propuesto la hipotesis de dos células-dos gonadotropinas (Fig. 3). Esta hipdtesis
afirma que los foliculos ovaricos en crecimiento sintetizan estrogenos y que en la produccion de
éstos intervienen tanto las células de la teca como las de la granulosa. Este concepto fue
planteado por Falk en 1959 ¢on experimentos en los que combinando la teca y la granulosa,
mostraba que la asociacion de ambas era necesarin para lograr la maxima accion estrogénica. A
partir de entonces, n'umerosos investigadores han analizado la participacion de diferentes
poblaciones celulares ¢n la produccion de estrdgenos y actualmente se acepta que las dos
poblaciones celulares (reguladas particularmente por ta FSH y 1a LH), intervienen en la biosintesis
de los estrogenos (Erickson y col., 1985; Ireland, 1987; Pedernera, 1993).

La FSH y LH aumentan 1a captacion de lipoproteinas -principalmente las de baja densidad
(LDL)-, la liberacion de colesterol de las lipoproteinas, su movilizacion, la conversion de éste a
pregnelonona a través de la acﬁvaciéu del sistema de enzimas que hidroxilan y cortan las uniones
C-C del colesterol (SCC) en la mitocondria y Ia conversion de pregnelonona a progesterona por
medio de la activacion de ta 38-hidroxiesteroide deshidrogenasa y A**- isomerasa en las células de
fa granulosa, Aunque hs células de la granulosa responden a la LH auinentando la producbién de
progesterona y cstradiol, es necesaria la sensibilizacion de la FSH para que se lleve a cabo cl

efecto esteroidogénico (Hsueh y col., 1984),

t



Tabla 2. Principales Acciones de la FSH en las Células de la Granulosa
’ {Hsuch, 1989)

1. Aumento de la esteroidoggénesis

a) Biosintesis de estrogonos
Induccion de la aromatasa

b) Biosintesis de 20 «-OH-P
Induccion de las enzimas cataliticas de Ja cadena lateral del colesterol y de la actividad de
citocromo P-450 mitocondrial
Induccion de fa 3 B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
Induccion doJa 20 u- hidroxiesteraide deshidrogenasa

R 2. Induccion de Recoptores de membrana especificos para
‘ ayLH

{ b) Prolactina

‘ ¢) Lipoproteinas

: d) FSH

o) Factor de Crecimiento Epidermal

3. Productos de Secrecion no Esteroidales
a) Inhibina
b) Activador del Plasminogeno
¢) Prostaglandinas
d) Proteoglicanos (imucopolisacaridos)

4. Estimulacidn de Funciones Celulares Generales
a) Sintesis de ADN
b) Sintesia de proteinas
¢) Captacion de glucosa y formacion de lactato
d) Agregacion y redondeamiento celular
) Formacion de uniones celulares tipo "gap junction”
f) Formacion do micravellosidades

S. Procesos Relacionados a la Membrana Masmatica
a) Activacion de la adenilato ciclasa y formacion do cAMP
b) Formacion de la proteina unidora de cAMP
¢) Activacion de la fosfodiesterasa
d) Aumento de la microviscosidad en {a membrana plasmatica.

Abreviaturas;

! 20 a-OH-P: 20 « hidroxi pregnenolona.

: LH: honnona luteinizante.

FSH: hormona estimulante del foliculo.
ADN: dcido desoxirribonucleico.

c¢AMP: monofosfato de adenosina ciclico,
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Fig. 3.- Rutas esteroidogénicas scgin la hipotesis "Dos células-Dos gonadotropinas” en las
células de la granulosa y de Ia teca en el foliculo ovirico de mamifero, Las flechas mds
oscuras representan la sintesis primaria de esteroides . Las flechas que seilalan a las enzimas
indican si Ia actividad cozimatica es estimulada (+) o inhibida (-) por 1a hormona estimulante
del foliculo (FSH) o por ia hormona luteinizante (LH). Las flechas que van de una célula a
otra representan 1a difusion de esteroides de una célula a otra o a través de la red capilar que
rodca al foliculo, La flecha de la arteriola representa la captacion de lipoproteinas de alta y
baja densidad (HDL y LDL),

- Abreviaturas: CHOL = colesterol; PREG = preguenolons; PROG = progesterona; ANDRO
= androgenos; SCC = enzimas mitocondriakes cataliticas de la cadena lateral det colesterol,
3pHSD = 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa; 17aH, 17-20 DESMO = 17a hidroxilasa y
17-20-desmolasa (de Ireland J.J., 1987),



Las células de la teca intema tienen las enzimas que le permiten sintetizar los andrégenos
partiendo del colesterol, siendo su principal producto la androstenediona. La secrecion de los
androgenos por las células de la teca es estimulada por la LH, El paso limitante esté a nivel de la
17-hidroxilasa, 17-20-liasa (P450 C17) y su aumento estd relncionado al efecto de LH, la cual
también aumenta la cantidad de la enzima P-450scc mitocondrial. La androstenediona es cl
principal andrégeno sintetizado,

Las células de 1a granulosa tiencn la capacidad de aromatizar los andrgenos a estrégenos;
esta actividad si bien 1o es exclusiva de las células de la granulosa, es 1a mds importante y es la
fuente principal de los estrogenos circulautes. La actividad de la aromatasa en las células de 1a
granulosa depende de la FSH; de manera que el estimulo de esta honnona implica 1a sintesis de
ARN y de proteinas para la produccion de ls citocromo P-450-aromatasa (Wang y col., 1982;
Mendelson y col., 1985; Richards y col., 1987; Richards y col., 1988),

Por otro lado, las células de la granulosa pueden sintetizar progesterons de movo cn
foliculos antrales grandes, lo cual es estimulado por la FSH (Jones and Hsueh, 1982),

La hipotesis de dos células-dos gonadotropinas esté ampliamente apoyada por experimentos
“in vivo" ¢ "in vitro" en varias especies de mamiferos incluyendo la humana (kym y col,, .1968;
Dorrington y Amstrong, 1979). En la mayoria de las especies las células de la granulosa poseen la
mlybr actividad de aromatasa (Leung y Amstrong, 1980).

Por otro lado, sc ha descrito la actividad lipolitica "in vitro" para la oFSH en tejido adiposo
de rata y de conejo; curiosamente cuando se trata a la hormona con neuraminidasa, se conserva su
actividad lipolitica. En contraste con lo que sucede "in vivo", ¢n donde 1a hormona desialisada

pierde ripidamente su actividad. Esto sugiere que el 4cido sidlico profege ala FSH de la



degradacion enzimatica, lo que conlleva a que sc mantengan las concentraciones de FSH en Ia

circulacion sanguinea (Farmer y col,, 1972).

Mecanismos de accién de la FSH

Cuando Ia hormona se une a su receptor, se transmiten diferentes sefiales fisiologicas en las
células blanco, La parte proteinica se une al receptor en Ia miembrana plasmatica, mientras que fos
carbohidratros se cree que al interactuar con lectinas en la membrana, permiten cl acoplamicnto
del complcjo receptor-FSH con la adenilato ciclasa, la cnal cataliza Ia hidrolisis del trifosfato de
adenosina (ATP) a monofosfato de adenosina ciclico (cAMP) (Hsueh y col., 1989).

| El receptor para FSH sélo s¢ ha encontrado en lag células de la granulosa y de Sertoli; esta

formado por 4 monémeros unidos entre si por enlaces disulfuro, El domisio amino-terminal, el
cual es extracelular, es hidrofilico y estd glicosilado, mientras que ¢l dominio carboxi-terminal
consta de 7 segmentos hidrofobicos que atraviesan la membrana y termina en el citoplasma, .
ademas tiene secuencias homologas a los receptores acoplados con proteinas G; la fosforilacion
en esta region es importante para la regulacion de Ia actividad del receptor. Hay dos clases de
unién entre Ia FSH y su receptor: de alta afinidad (Kd = 7 X 10" M) y de baja afinidad (Kd =
2 X 10°M). La unién entre 1a FSH y ¢l receptor es estimulada por el Mn™, Mg" y Ca'*, mientras
que ¢l Co™ y Ni** Ia inhiben (Sprengel and Braun, 1992).

En foliculos preovulatorios la FSH provoca el aumento de la transcripcion del ARNm de la
subunidad reguladora de Ia protein-cinasa tipo 1 dependiente de cAMP, El cAMP inducido por la

FSH se une a Ia subunidad reguladora de la protein-cinasa, liberando a la subunidad catalitica, la



cual a su vez interviene en la fosforilacion de proteinas no caracterizadas, que tienen que ver con
la activacion de genes que codifican para diferentes proteinas.

Asi, los genes que se inducen por accion de la FSH son los de: enzimas esteroidogénicas,
principalmente los de la P450scc y la P450 aromatasa; la inhibina; la subunidad reguladora Il de la
protein-cinasa A; la renina; los receptores de LH; los receptores de FSH; los receptores de PRL;
la proteina de uniones comunicantes tipo hendidura; la fosfodicsterasa; la proteina de las
microvellosidades; la proteina de los proteinglicanos y s¢ ha demostrado que Ia FSH induce
tambicn la transcripcion del ARNm del protooncegen "c-fos” en células de Sertoli, ¢l cual codifica

para una protefna de 55 kDa, cuya funcién se desconoce (Hsuch y col,, 1989).

Formas de estudio de Ia actividad biologica de 1a FSH

La actividad biologica de la FSH se ha estudiado tanto en sistemas “in vivo" comeo en
sistemas "in vitre". Los estudios "in vivo" fucron los primeros en desarrollarse y han sido
ampliamente explorades, mientras que los estudios in vitro son mas rccientz;,s y actualmente tienen
gran aceptacion. Uno de los mis utilizados es el bioensayo "in vivo" basado en la respuesta del
crecimiento folicular en el ovario de ratas intactas como respucsta a diferentes dosis de FSH
(Steelman y Pohley, 1953),

Cuando se estudia la actividad biologica de la FSH de diferentes’ especies de mamiferos,
segun el critcrio de Steelman y Pohley (1953), se observa que la hormona induce auuienx(o del

peso ovérico en la rata; sin embargo, cuando se estudia con este criterio 1a FSH bovina parece



tener una bioactividad muy baja. Esto sugiere que la bFSH debe tener alguna caracteristica
particular que induce una respuesta diferente a la producida por otras hornionas de mamifero,

Por otro lado, para aumentar la sensibilidad, reproducibilidad y sencillez, se han
desarrollado varios ensayos "in vitro" para medir la bioactividad de Ia FSH. Con estos métodos se
pucden medir diferentes actividades de la FSH en diferentes tejidos blanco, Estas incluyen la
captacion de timidina tritiada cn ovarios de ratdn (Ryle y col., ,1970), la incorporacién de
glucosamina radiomarcada en proteoglicanos en las células de la gramtlosa (Ax, 1979)., la
produccion de activador de plasminégeno en las células de la granulosa (Beers, 1978), y la

estimulacion de la aromatasa en células de la granulosa y de Sertoli (Jia and Hsueh, 1985; Van

Damme y col., 1979).

Ontogenia de la FSH »

En el suero de ratas se ha detectado FSH en un intervalo de edad de 1 a 7 dias. En la etapa
infantil que va de los 7a los 21 dias, la concentracién de FSH es baja, pero aumentan en el dia M;
en la etapa juvenil que va de los 21 a los 35 dias de edad, la coucentracion de FSH disminuye y
permanece baja también en el periodo prepiiber (35 a los 40 dias de edad) (Hsueh y col,, 1989),
En el ovario la FSH se ha detectado en los receptores de foliculos primordiales (Sairam y
Papfkoff H. 1974),

En la adenohipofisis se ﬁan encontrado tanto la FSH como la LH en Etos humanos de 10 2

12 semanas de! desarrollo embrionario (Beme, y col. 1988).



Estructura Quimica.

La estructura quimica de la FSH se ha estudiado en los porcinos (Segaloff y Steclman,
1959), en los equinos (Brasclton y col., 1970), los ovinos (Grimeck y col., 1979), 1a rata (Foulds
y Robertson, 1983), el ser humano (Schneyer y col., 1986) y los bovinos (Wu y col., 1993).

En 1922, Long y Evans describieron el efecto de extractos hipofisiarios en el ciclo estral y Ia
ovulacion. Posteriormente, Zondck y Ascheim y de manera independiente Smith en 1925,
demostraron que en animales hipofisectomizados, los implantes de adenohipofisis frescas tenfan la
capacidad para estimular la funcion y el desarrollo de las gonadas. Poco después, en 1931 Fevold
reportd 1a separacion, en dos fracciones de extractos hipofisiarios a las que flamé prolan A y
prolan B; una de ellas inducis el crecimiento y desarrollo folicular y Ia otra la luteinizacién
folicular en 1a hembra (Pierce, 1988), por lo que llamoé a cada una de estas fracciones hormona
estimulante del foliculo (FSH) y hormona luteinizante (LH), respectivamente (Sairam y Papkoff,
1974),

Estas hormonas glicoproteinicas consisten de dos subunidades, la alfa (o) y 1a beta (8), las ‘
cuales estén unidas por enlaces no covalentes; para la FSH humana (hFSH) se ha descrito que la
subunidad o tiene de 90 8 96 aminocidos y la B de 115 a 121 (Guyton, 1983). La subunidad a es
comiin para 1a FSH, LH y TSH de la misnia especie, mientras que la B es especifica para cada
honnona,‘ aunque muestra cierto grado de homologfa, por lo que se pueden preparar hibridos de
1as tres hormonas glicoproteinicas (Ryan y col., 1988). También se ha sciialado que las cadenas o
no tienen actividad biologica por si mismas y que las B presentan muy poca actividad, pero

desarrollan su potencia total si se combinan entre si (Cheng, 1978; Ryan y col., 1988).



Ambas subunidades tienen una gran cantidad de puentes disulfuro intracatenarios. Las
posiciones de los puentes disulfuro se conocen con relativa certeza para las subunidades de la
bFSH: aifa7-31, alfa10-32, 893-100, 823-72, 8-26-110 (Picrce y Parsons, 1981 y Ryan., 1988),

Las hormonas gonadotropicas son algunas de fas moléculas mis complejas que s conocen
debido a que su estructurs quimica incluye una parte proteinica y otra de carbohidratos. Cada
subunidad estk glicosilada en residuos especificos. Se han estudiado dos tipos de enlaces
glicosidicos: el N-glicosidico en las subunidades o y B, el cual se establece entre el grupo amino
de 1a asparagina (Am) y el azicar N-acetilglicosamina y corresponde a un complejo bisutenario
(BCG) o trisntenario (FSH), con un‘ centro de nanoss y ramificaciones que terminan en galactosa-
dcido sidlico o galactoss-sulfato. El enlsce O-glicosidico se encuentra cn ls subunidad B de I
gonadotropina coriénica humana (hCG) y se establece entre el grupo OH de la serina (Ser) y ¢l
azicar N-acetilgalactosaminas, Para la FSH humana se han descrito 2 sitios de glicosilacion en la
subunidad B y cuatro para ls hormona completa (Ryan y col., 1988).

La funcion de los carbohidratos estd relacionada con Is vida media de 1a FSH y por lo tanto .
con su potencia biologica. "In vivo", la remocién de carbohidratos con exoglicosidasas produce la
pérdida de 1a actividad biologica de la hormona, sin‘afectlr su union al receptor ui su actividad
inmunoldgica. La remocion de las carbohidratos de 1a subunidad o da lugar a un aumento ¢n Ia
union a los receptores y la hormona desglicosilada se comporta como un antagonista de su propia
actividad (Ryan, 1988). Sin embargo, "in vitro" Ia desglicosilacion no afccta Ia actividad bioldgica
de 1a hormona (Chappel y col., 1983a; Ulloa y col, 1986). Estos hallazgos permiten sugerir que
los carbohidratos, como el icido sidlico, tienen una funcion protectora contra la degradacion de la

FSH (Pierce y Parsons, 1981).



La sccuencia de aminodcidos de la FSH se ha determinado en algunas especies desde
comienzos de los 70's (Saxena y Rathman, 1971; Papkoffy col., 1973; Sairam, 1981). Cuando se
compara la secuencia de aminoacidos de las subunidades entre diferentes especies, se observa que
para la subunidad o las regiones conservadas estén entre los residuos 27 al 67 y del 82 al 92; en lo
que se refiere a la subunidad B se han encontrado regiones conservadas entre los residuas 16 al 38
y 56 al 100 (Ryan y col., 1988; Stewart y Stewart, 1977).

La FSH de diferentes especies presenta heterogencidad en electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes (Parsons y Pierce 1984) y cuando se analiza en
un gradiente de pH, se hacen evidentes miliiples formas de la hormona: la humana tiene puntos
isoeléctricos (pl) que van de 3.7 a 5.5, la FSH ovina (oFSH) tiene pI de 4.42 y 5.42, la equina
(eFSH) de 3.5-5.5 (Reichert, 1971), 1a de hamster y la de rata de 4.42 a 5.42 (Ulloa y col., 1983).

El peso molecular (PM) calculado para 1a FSH de diferentes especies va desde 21.8 kDa
hasta 52.5 kDa (Steelman y Segaloff,, 1959; Reichert y Jiang, 1965; Reichert y col, 1968;;
Reichert y Lawson, 1973; Papkoff y col., 1967; Ryan y col., 1969; Saxena y Rathmnan, 1971;
Grimek y col., 1979; Schneyer y col., 1986).

Para la bFSH, ademis de la heterogeneidad do masa observada, también se ha descrito
heterogeneidad de carga. Asi, Reichert (1971) encontrd que cuando se analiza esta hormona en
ﬁn gradiente de pH, se manifiestan varias bandas con puntos isoeléctricos de 4.25, 4.68, 4.82 y
5,55, de las cuales la mis intensa es la de 4.68. Dicha heterogeneidad se ha atribuido al
procesamiento posttraduccional de la molécula, en el que puede estar involucrado el diferente
grado de incorporacion de écido sidlico en la hormona (Chappel y col., 1984; Chappel y col.,

1982; Peckham y col., 1973).
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Aunque no se han cristalizado Ias gonadotropinas para su anélisis con difraccion de rayos X
y ¢l subsecuentc estudio de su estructura terciaria, existen estudios fisicos indirectos como el
dicroismo circular y el anélisis por resonancia magnética nuclear, que han pemmitido deducir la
estructura secundaria de estas hormonas, Asi, se ha descrito un bajo contenido de a-hélice, que va
del 5 a 19 % y uno de entre el 25 y ¢l 43 % para la conformacion B plegada. Ademas se deben
tomar en cuenta las torciones en B y al azar que estdn entre el 11y 27 % (Pierce y Parsons,
1981). Para la hFSH se ha encontrado un contenido del 19 % de a-hélice, 28 % de conformacion

B plegada y 52 % de estructura secundaria al azar (Ryan y col., 1988).

Biosintesis

La FSH sc sintctiza en célulos basofiles llamadas gonadotropos localizadas en [n
adenohipofisis, 1a LH se produce también en algunas de estas poblaciones celulares. La
subunidades o y B sc sintetizan independientemente y la B limita Ia claboracion de la hormona
completa (Pierce, 1988),

En varias especies se ha obtenido el DNA complementario (¢cDNA) de ambas subunides. El
gen‘ de Ia subunidad o estd formado por cnatro exones y tres intrones y existe gran homologia
entre el gen det hombre y el del hovino (Fiddes y Goodman, 1980; Godine y col., 1980; Godine y
col. 1982; Boorstein y col., 1982; Chin y col., 1983; Pierce, 1988).

Para la subunida'd B se ha obtenido el cDNA de la FSH humana (Beck y col., 1985), de
porcin‘o (Kato, 1988) y de rata (Maurer, 1987). Ademas, para la hCG se han descrito sicte genes

de los cuales sélo se expresan tres (Pierce, 1988). Para la sbbunidad f de la FSH bovina se
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secuencio el gen que la codifica e identificé el ARN mcn‘sajero (ARNm) correspondiente, asi
como tanibién se predijo la secuencia de aminodcidos de esta subunidad; se encontrd que el gen
de la subunidad B estd formado por tres exones y dos intrones, Cuando se compararon el ADN
complementario (cCADN) de la subunidad B del bovino con otras especies, se encontré que la
secuencia del bovino estd altamente conservada, pues comparte el 90 % de homologfa con la
subunidad B del ovino y equino y mas del 90 % con el humano; no obstante, la secuencia
hucleolfdica del extremo 5' tiene poca similitud con respecto a otras glicoproteinas hipofisiarias
(Esch y col., 1986; Maurer y Beck, 1986; Kim y col., 1988). |

La gran homologia de Ia subunidad a entre diferentes esﬁecies y el hecho de que esta
subunidad la compartan tres de las glicoproteinas hipofisiarias, apoya la hipdtesis que acevera que
la subunidad f interactiia tanto con la subunidad o como con el receptor correspondiente.

La biosintesis de ls FSH incluye la transcripcion del ADN y la traduccion de los exones en
polﬁpéplidog incluyendo la sccuencia sefial y el procesamiento de las dos subunidades traducidas,
El procesamiento comprende: el rompimiento del péptido sefial; cl transporte al reticulo
endoplismico en donde se le unen los oligosaciridos al péptido - aunque se cree que la
glicosilacion inicial es cotraduccional-; cl plegamiento de cada subunidad, el cual ocusre duranie
¢l transporte o en el mismo aparato de Golgi; la formacion de los puentes disulfuro y finalmente la
formacion del complejo a-B en el reticulo endoplasmico rugoso (RER) y principnlﬁuente enel
apsrato de Golgi, Se ha demostrado que para que ocurra el plegamiento y el ensamblaje de o-B

debe haber cierto grado de glicosilacion (Pierce, 1988).
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Regulacion de la secrecion de la FSH

En los mamiferos, la sintesis y secrecion de la FSH estd controlada por mecanismos de
retroalimentacidn que involucran al sistema nervioso central (SNC), la hipdfisis y las gonadas, los
cuales estin influenciados por factores externos e internos. Entre los factores externos estén la
duracién del dia, 1 temperatura, la disponibilidad de alimento y la receptividad sexual, Entre los
intemnos se pueden citar el metabolismo, el peso, el control hormonal, etc (Picrce, 1988) (Fig. 4).

La sintesis y liberacién de la FSH es estimulada por 1a hormona liberadora dc las
gonadotropinas (GnRH), un decapéptido secretado de manera pulsitil por neuronas localizadas en
el hipotdlamo, La GnRH estimula 1a secreciin de FSH asi como también la de LH, pero a altas
dosis inhibe Ia secrecion de FSH (Fink, 1988). Por otro lado, se discutc la existencii de un factor
hipotaldmico, el cual estaria involucrado \inicamente en la sccrecion de la FSH por lo que se le ha
llamado factor liberador de la FSH (FSHRF) (Mizunuma y col., 1983).

La prolactina (PRL) inhibe la secrecién de la FSH, mediante la disminucién de la
sensibilizacién de la hipofisis a la GnRH o mediante la inhibicion de la liberacién de esta Gltima
(Fink,. 1988).

La inhibicién o cstimulacidn cn la sintesis de la FSH por los estrogenos y progesterona
depende de la duracién, tiempo y nivel de exposicion a los esteroides, En la rata, el borrego y el
hombre ambos esteroides actian sinérgicamentc en la inhibicién de la secrecién de la FSH
(Luderer y Schwartz, 1992). Se ha reportado que la estimulacion de la sccrcciély de la FSH por
los estrogenos se lleva a cabo por sus efectos sobre la hipofisis y neuronas que regulan la

liberacion de la GnRH (Weick y col,, 1971).
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Fig. 4.- Regulacion de la secrecién de la FSH (de Hafez, 1993).
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La activina, polipéptido de origen gonadal, estimula la secrecién de la FSH (Kitaoka y col,
1988),

La secrecion de la FSH se regula de manera inhibitoria por dos péptidos de origen ovirico:
la inhibina y la folistatina, ambas glicoproteinas encontradas en el liquido folicular (Hsuch y col.,
1989). Se ha informado que los glucocorticoides también inhiben la secrecién de FSH (Hsuch y
col,, 1984).

Ademis, la sintesis y secrecibn de la FSH estd regulada por varos sistemas de
neurotransmision. El més estudiado es el catecolaminérgico, en particular la participacién de la
noradrenalina como regulador de la secrecion de Ia GaRH y por lo tanto de la FSH (Dominguez,
1993), aunque también se ha reportado la estimulacion de la secrecion de la FSH por la
adrenalina, Ls B-endorfina y el factor liberador de ACTH inhiben también la liberécién de la
GnRH y por lo tanto de FSH. La morfina y posiblemente la dopamina tienen un efecto inhibitorio
en la secrecion de la FSH (Fink, 1988).

En los mamiferos la liberacion de la FSH varia durante el ciclo estral y menstrual en .
respuesta a variaciones de la secrecion de la GnRH y de las modificaciones que presentan los
gonadotropos por efectos de la propia GnRH y de las hormonas ovéricas, en particular los

estrogenos (Ulloa, 1991).

Evolucion de s FSH
Se ha postulado que en ¢l origen evolutivo de las gonadotropinas, una hormona ancestral

dio lugar a las subunidades o y B de manera separada. La o cevoluciond y dié' origen a Ia
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subunidad que so conoce en la actuatidad, mientras que la B divergio en la correspondiente de las

gonadotropinas (Hsueh, 1989) (Fig. 5).

Purificacién de la FSH,

De las glicoproteinas hipofisiarias, 1a FSH cs la mas dificil de purificar, lo cusl se pucde
deber a varios factores: que el contenido de FSH en muchas especies es muy bajo en comparacién
con la LH; otro factor puede scr su labilidad, lo que redunda en un bajo rendimiento; y finalmente
se piensa que el polimorfismo de 1a hormona también puede ser responsable de la escasa
recuperacion que se obtiene al purificarla (Sairam y Papkoff, 1974).

La FSH se ha obtenido de anfibios, reptiles, aves y mamiferos. En peces no se ha
encontrado la actividad de Ia FSH separada de la de LH, por lo que se piensa que en éstos, ambas
hormonas estin incluidas en una sola gonadotropina (Farmer y Papkof, 1979). En anfibios,
reptiles, aves y mamiferos, la FSH es una molécula quimicamente distinta a la LH, sin embargo, .
en algunos vertebrados como los lagartos y tas serpientes, la actividad gonadotropica estd incluida
en una sola molécula. Ademis de la existencia de las dos gonadotropinas en los tetrdpodos,
estudios quimicos y fisiologicos demuestran que ambas ﬁonmnls son homdlogas a la FSH y LH
de mamiferos (Licht y col., 1977).

De entre las clases de vertebrados, aquella en la que se ha estudiado mas ampliamente a la
FSH ¢s la de los mamiferos y entre éstos, los seres humanos, Sin embargo, el rendiniento de la

FSH hipofisiaria incluso en la especie humana ha sido bajo, por lo cual se ha tratado de obtener Ia
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Hormona Ancestral

Cadens tipo a Cadena tipo p

p-gonadotropina  p-~tirotropine

cap "\ FSHp

v |
Cadena a comin LH PMSGP  TSH

Fig. 5.- Origen Evolutivo postulado para la FSH y glicoproteinas relacionadas (de Hsueh,
1989).



hormona de otras fuentes como la orina de mujeres postmenopausicas (van Hell y den Hollander,
1972) o utilizando técnicas de ingenieria genética (Boime y col., 1992),

La FSH humana (hWFSH) ha sido purificada por varios grupos. Peckham y Parlow (1969)
utilizaron las téenicas de cromatografia de intercambio iénico y de exclusion molecular, ademas
de centrifugaciones en gradientes de densidad; dichos autores obtuvieron una actividad biolégica
de la hFSH de 300 X NIH-FSH-S1. Stockell (1966) parti6 de hipofisis almacenadas en acetona, a
las que sometio a una deslipidizacion rompiendo el tejido en presencia de acetona y haciendo
extracciones con acetato de amonio al 10 % y un pH de 5.1 en presencia de etanol al 96 %,
seguido de una precipitacion con etanol y purificacion mediante cromatografia en una columna de
intercambio ibnico (CM-celulosa); obtuve una fraccion no retenida a la que llamé CM-1 con una
actividad de 3 X NIH-FSH-S1 (Stockell, 1966). PapkofT y colaboradores (1967) particron de
hipéfisis congeladas a las que homogeneizaron en solucién salina y precipitaron con sulfato de
amonio [(NH,),80,), seguido de cromatografia de intercambio iénico y de exclusion molecular
(Sulfoetil-Sephadex, Sephadex y CM-Sephadex); el rendimiento fue de 55 mg y la potencia de 40
a 60 X NIH-FSH-S1.

Ademis también se han aislado y caracterizado Ins isoformas de la hFSH (Stanton P, y col.
1992), para lo cual se parti6 de lotes de 50 hipéfisis congeladas, Estas se homogeneizaron en un
amortiguador de fosfatos a un pH neutro y se centrifiigd a alta velocidad; ¢l sobrenadante tuvo
una actividad por radioreceptor de 15 700 Ul (con resepcto al éstandar NIH-hFSH-1-3, con una
potencia de 2350 Ul/mg), mismo que se purifico en pasos subsecuentes en una columma de
exclusion molecular (Sephacril § 200) y en un sistema de cromatoenfoque. La recuperacion

obtenida fue del 82 % y la bioactividad de 10 050 UI de FSH.
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La FSH ovina (oFSH) se purifico por primera vez en 1949 por Li y colaboradores. Se
partio de glindulas congeladas, las cuales se extrajeron con hidréxido de calcio [Ca(OH)] y se
llevaron a cabo fraccionamientos por precipitacion con etanol y con (NH,)S0;; este
procedimiento produjo un rendimiento de aproximadamente 25 mg/Kg de tejido con una actividad
biolégica de 30-60 x NIH-FSH-S1. Woods y col. (1960) utilizaron hipofisis almacenadas en
acetona y las extrajeron con etanol al 40 %, después precipitaron con (NH,).SO, y el precipitado
obtenido se aplicé a una cromatografia de intercamblo catiénico (DEAE-celulosa), de la que se
obtuvieron 55 mg/Kg de tejido y una potencia biologica de 1.7 pg con respecto al esténdar de
Anmnour. Por otro lado, Papkoff (1967) purifico a la oF SH partiendo de hipofisis congeladas, las
que después de homogeneizadas, se precipitaron secuencialinente con (NH,).S04 por
precipitacién isoeléctrica y etandlica, para finalmente purificar en cromatografias de intercambio
ionico y de exclusion molecular (CM-celulosa, Sephadex G-100 y Sulfoctil-Sephadex C50); el
rendimiento que obtuvo fue de 5 a 6 mg/Kg de tejido y una actividad biologica de 46 x NIH-FSH-
Sl

La FSH de cerdo (pFSH) fué purificada por primera vez por Greep y col. (1942) y mis
tarde por Steclman y Segaloff (1959). El procedimiento para su obtencidn consistid en una
extraccion con etanol y una cromstografis de intercambio idnico (DEAE-celulosa); ellos
informaron una actividad para Ia hormona de 11-12 x NIH-FSH-S1,

Braselton y col. (1970) purificaron s FSH equina (eFSH), siguiendo una extraccion con
etanol, precipitacion con dcido metafosforico (HPOs) y cromatografias en Sephadex G-100 y
CM-Sephadex; obtuvieron un rendimiento de 26 mg/Kg de tejido y una actividad biologica de 90

x NIH-FSH-S 1, Deipués Bousfield y Ward (1984) 1a purificaron a partir de hipofisis congeladas,
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las cuales sometieron a extracciones con acetato de sodio y etanol, precipitaciones salinas con
(NH,):80; y cromatografias de intercambio ionico y exclusion molecular (CM-Sephadex y QAE-
Scphadex); el rendimicnto fue de 12-31 wg/Kg de tejido y su actividad biologica de 116-156 x

NIAMDD-oFSH-13,

La FSH bovina (bFSH),

La bFSH csuna de las hormonas menos estudiada debido probablemente a la dificultad para
su obtencién a partir de sut fucnte natural, El primer reporte de su aislamiento corresponde a los
trabajos de Ellis en 1961. El trabajo con hipofisis congeladas, mismas que sometid a una
homogeneizacion y extraccion con agua s pH 5.5, precipitaciones salinas con (NH,):80, y
cromatografia en DEAE-celulosa, Posteriormente, lieichen (1965) purifico la hormona de In
siguiente manera; las hipofisis congeladas se exﬁajeron con agua a pH 5.5, luego se precipitaron
sccuencialmente con (NHL),S0,, se someticron a un fraccionamiento con solventes orginicos
(cloroformo y butanol) y finalmente se realiz6 una cromatografia de exclusion molecular en
Sephadex G-100; ¢! rendimiento obtenido fue de 2040 mg/Kg de tejido, el cual corresponde a una
fraccidn parcialmente purificada y una bioactividad de 50 x NIH-FSH-81 de¢ acuerdo al bioensayo
de Steelman y Pohley (1953), En realidad este ¢s el primer trabajo en donde se intenta purificar a
labFSH y se proporcionan datos de su rendimiento y bioaclivi«iad.

Posteriormente Cheng (1976) purificé la bFSH de manera més exhaustiva. También partié
de hipofisis congeladas, que homogeneizd y extrajo con agua a plt 6-6.5, después sometié el

extracto a precipitaciones secuenciales con (NH,);SOy; la fraccion rica en FSH la purificd en
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cromatografias de intercambio idmico y exclusion molecular (CM-celuloss, DEAE-celulosa y
Scphadex G-100). E! rendimicnto obtenido fue de 2732 mg de bFSH/Kg de hipdfisis, con una
potencia de 164 x NIH-FSH-S1. Cuando analizo {a hormona purificada en electroforesis en geles
de poliscrilanida en condiciones nativas, el patrén electroforético dio lugar a una movilidad
relativa (Rf) de entre 0.5 y 0.6 y bor otro lado, de 1a cromatografia de exclusion molecular en
Sephadex G-100 se calculd un PM de 45 kDa; la contaminacién con LH y TSH fue de 0.1-0.2 %
y el anilisis de aminodcidos mostré que fa bormona ticne un alto contenido de lisina (Lys), dcido
aspértico (Asp), écido glutdmico (Glu) y cisteina (Cys).

El mismo autor aisld y caracterizd las subunidades de Is bFSH por medio de un tratamicuto
eon dcido prapionico, seguido de congelacion y descongelaci;'m de 1a hormona; después lleva a
cabo una cromatografia en DEAE-celulosa en presencia de urea y otrs en Sephadex G-100, Las
subunidades independientes no mostraron bioactividad en un sistema de radioreceptor, micntras
. que é@dd se recombinaron, recuperaron la actividad de FSH (Cheng, 1978),

Después Grimek y col. (1979) obtuvieron tembién la bFSH. Trabajaron con glindulas -
congeladas que extrajeron con acetato de sodio en ctanol, seguido de uma precipitacion
ispeléctrics & pH 4.3 y con (NEL),SO;; realizaron cromatografias de intercambio ibnico y
exclusion molecular (Sephadex G-150, Hidroxiapatita) y finalmente electroforesis preparativa. El
rendimiento fue de 1.3 mg/Kg de tejido y ls bioactividad fue de 25-73 x NIH-FSH-SI. La
caracterizacion bioquimica de 1s hormona pura indicé un PM de 42 i:Da cuando se sometié a
ultracentrifugacion, mientras que Ia composicion de sminoicidos fue muy similar a {a obtenida por

Cheng (1976).
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Recientemente, Miller (1987) y Wu (1993) informaron la purificacién y caracterizacién de
la bFSH. Miller y col. (1987) obtuvieron la bFSH mediaute una homogencizacion de
adenohipofisis en PBS, seguida de uua precipitacion isoeléctrica a pH 4.3 y una cromatografia de
afinidad cn fa que se usaron anticuerpos monoclonales altamente especificos para bFSH,
adsorbidos en Sepharosa 4B activada con CNBr. Los anticuerpos monoclonales se produjeron
prevismente contra bFSH altamente purificada (USDA-FSH-BP3) en ratones BALB/c. El
rendimiento obtenido de la bFSH purificada fue de 22.2 mg/Kg de tejido con una potencia
biologica de 40 U/mg de proteina cusndo se analizd la hormona en un sistema de radioreceptor.
En electroforesis en geles de poliscrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) se obtuvo un PM
de 18 -20 kDa. Este es ¢l primer trabajo en el que se producen anticuerpos monoclonales y se
utilizan para purificar a la bFSH.

Wu y col. (1993) partieron de hipofisis congeladas, a las que homogeneizaron y extrajeron
con agua & pH §; después realizaron precipitaciones salinas secuenciales con (NH;),804 y 4
purificacion se realizd con cromatografias de afinidad en Affi-gel, cromatografia de afinidad
inmobilizada y acoplada con znc (Zn) (IDA-Sepharosa), cromatografia liquida de alta presion
(HPLC) y exclusion molecular en Sephadex G-100. Obtuvieron 5.7 mg de bFSH/Kg de tejido con
una bioactividad de 29-61 U/mg calculada a partir de un ensayo de radioreceptor. EL patron
electroforético de la bFSH purificada analizado en una electroforesis en SDS-PAGE fue

heterogéneo mostrando un intervalo de PM de 65-14.8 kDa.

Se ha pensado que el bajo rendimiento y poca actividad de la bFSH se puede deber a

diferentes causss: problemas técnicos de su extraccion y purificacién, una seleccion o
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interpretacion inadecuada del bioensayo o bien, a caracteristicas estructurales particulares de la
hormona,

Esta ultima posibilidad exige un estudio mis profundo de las cmcter(sticns.bioquimicas y
biologicas de la bFSH. Para entender este peculiar comportamiento de la bFSH, es nccesario
disponer de la hormons pura en cantidades razonables para proseguir despuds con su
caracterizacion bioquimica, inmunoldgica y bioldgica, tanto de la hormona nativa como de las

posibles variantes cuya presencia se ha informado para otras especies,
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OBJETIVOS

1) Desarrollsr un método eficiente para fa purificacion de la hormona catimulante del

foliculo bovina (bFSH).

2) Caracterizacion bioquimica de 1a bFSH nativa, utilizando como pardmetros la movilidad

relativa (Rf), el peso molecular (PM) y la identificacién inmunologica.

3) Caracterizacion bioldgica de la bFSH nativa, mediante un ensayo in vivo.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL,

Bioldgico.

Para la extraccion, purificacién y caracterizacién de la hormona estimulante del foliculo
bovina (bFSH):

Se obtuvieron hipéfisis bovinas en el rastro de Ferrerfa de la ciudad de México. Las
glindulas se colectaron de dos maneras: en acetons y en nitrdgeno liguido mientras se
transportaban al laboratorio, en donde aquellas inmersas en acetona, se cambiaron a acetona
limpia y se slmacenaron a 4 °C, mientras las gléindulas colectadas en nitrdgeno lquido, se

almacensron en un ultracongelndor Forma Scientific a ~70°C,

Para el bioensayo: ‘

Hormona estimulante del foliculo bovina purificada en el laboratorio.- Se utilizaron dos
lotes de hormonas: uno obtenido de hipdfisis almacenadas en acetona a 4 °C y deslipidizadas; el -
otro lote se obtuvo de hipdfisis almacenadas en congelacion a -70°C y no deslipidizadas.

Gonndotmpinn coridnica humgna (hCG)~ Se utilizd una hormona comercial,
"Gonadotropyl-C" Roussel, con una actividad de 2500 Ul/ml, lote 0003,

Hormona Estimulamé del Foliculo ovina (oFSH).- Esta fue una hormona esténdar, USDA-
oFSH-18, AFP 5862D con una potencia de 1640 Ul/mg de proteina,

Animales.- Para determinar la actividad de la bFSH obteinidn en este trabajo, se utilizaron

ratas hembras de la cepa Wistar, prepiberes de 22 a 23 dins de edad.

Reactives.

Los reactivos fucron de grado analitice y se empled agua desionizada en un aparato Milli-
Q (Millipore).
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METODOS

Obtenciin de bESH ir de glindulas gl i fealividizad
La obtencion de la bFSH se realizd segin el método de Stockel-Hartree (1966) con
slgunas modificaciones (Fig, 6). .

Deslipidizaci

Se tomo un lote de 280 glindulas, las cuales se procesaron de la siguiente manera:

Las adenohipéfisis so licusron con aproximadamente 400 ml de acetona en presencia de
hielo seco, después se hicieron tres lavados con aproximadamente 300 ml cada uno del mismo
disolvente y finalmente con éter utilizando el mismo volumen. En cada lavado se filtré en un
embudo Buchner con papel filtro Whatman No, 1. El tejido deslipidizado consitituyé el "polvo de
acetona”, el cual se dejo bajo campana vduunte 96 horas pars remover los disolventes

mencionados (Fig, 6).

Extraccion

El "polvo de acetona” se resuspendié en un amortiguador de acetato de amonio
(CH,COONH‘) al 10 % (p/v) Etanol absoluto, pH 5.1 en una relacién 6:4 (v/v), en presencia del
inhibidor de proteasas PMSF (fenilmetilsulfonilfluoruro) al 0.02 % (p/v). Se agitd enérgicamente
durante 48 horas, se centrifugd a 8000 rpm durante 30 minutos a 4 °C en un rotor de angulo fijo
GSA y una centrifuga Sorvall RCS-B. Se recuperd el sobrenadante (S ) y el precipitado (R) s
extrajo en las mismas condiciones. De esta ségunda extraccion se obtuvo un sobrenadante (S,) y
un precipitado (R ). El precipitado (R ) so dializ contra agus, s lidﬁliz() (en una liofilizadora
LabConco 75050) y se almacené a 4 °C, mientras que los sobrenadantes (S,¥8,)se brecipimon

con etanol sbsoluto (Fig. 6).
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ADENOHIPOFISIS

POLVO DE ACETONA

CH;COONH, 10% (8)
2X ETOH (4)
PMSF 0.02 %

Agitacion Continua
48h., 4°C

Centrifugacion 8000 rpm
30'4°C

§° "Ro
pH 5.1 GHyPRL
+ 2vol. ETOH con
goleoy agitaciona 4*
Agilacion por 30 ' mds

Reposo48 h, 4°

Centrifugacion, 8000 rpm, 30, 4°C

R s
Didlisis en
NHHCO3 0.01 MpH 8.6

24h,4°C
Didlisis en H,0, 24 h, 4° C

Liofilizacion
GLP » CM-CELULOSA
FSH, LW, TSH eq. CHyCOONH, 0.005 M pH 5.1

Fig. 6.- Procedimiento utilizado para la extraccion y purificacion del lote b4 de la bFSH.
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Precipitacion Etandlica

AlS, y S, se aliadieron por separado dos volimencs de etanol, gota a gota y con agitacion
magnética constante, fa que se¢ prolongd 30 minutos después de afiadido ¢l etanol, Estas
soluciones se dejaron reposar por 48 horas después de las cuales se separaron los sobrenadantes
con ayuda de un sifén, los precipitados se recuperaron por centrifugacién a 8000 rpm cn un rotor
de ingulo fijo GSA y una centrifuga Sorvall. Estos constituyeron log "extractos glicoproteinicos"
1y 2 (GLP, y GLP,) respectivamente, mismos que se dializaron contra bicarbonato de amonio
(NH,HCO,) 0.01 M pH 8.5 por 24 horas y luego contra agua durante 24 horas y finalmente se
liofilizaron,

Los sobreasdantes se precipitaron con cloruro de sodio (NaCl) y acetona de Ia siguiente
manera: por cads 245 m! de sobrenadante se afladieron 100 ml de acetona y 1 ml de NaCl 5 M.
Se agitd manualmente y se dejo en reposo dusante 48 horas 3 4°C, el precipitado se dializb contra
agua y se liofilizd (Fig, 6).

Purificaié

Previa a la purificacion, la CM-celulosa (Carboximetil-celulosa) se preciclé con NaOH 0.5
N, H;,0 y HCI 0.5 N, después e equilibrd con acetato de amonio 0.005 M pH 5.1 y
posteriormente se desgasifico.

Los extractos glicoproteinicos (GLP, y GLP,) se purificaron en una columna empacads
con CM-celulosa, segiin Ia técnica de Stéckel-}llmee (1966) con modificaciones. Las muestras se
eluyeron secuencialmente con un gradiente escalonado de la siguiente manera: acetato de amonio
0.005 M pH 5.1, acetato de anionio 0.1 MpH 6.8 y acetato de amonio IM/Gly 0.1 MpH 9.5;1a
modificacion consistidé en el cambio en la molaridad del segundo smortiguador, es decir, el
CH,COONH, no se empled a la concentracién de 1M como lo indica Stockell (1966), sino a la
concentracion aqui indicada, La presencia de proteina se determiné por absorbencia a 280 nm en

un espectrofotdmetro Gilford Instrument 250,
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Dcbido o ia gran cantidad de GLP), para su purificacién fue necesario realizar 3

cromatografias,

El GLP ‘se resuspendit en el amortiguador de cargado y se aplicd a la columna bajo las

siguientes condiciones:

Cromatogsafia No.1
del GLPy

Dimeusiones de Ia columna

Flujo

Cantidad de muestra aplicads :

Volumen de Ia muestrs
Volumen de cada fraccion

Cromatografia No. 2
del GLP}

Dimensiones de la columna
Flujo
Cantidad de muestra splicada

Valumen de la muestra
Volumen de cada fraccidn

24X42cm

: 26 mbh

1274  mgdepalva
63.77 mg de proteina ‘

69 ml
3 ml
24X 37cm
V) mbh

;132 mg de polvo

66 mg de proteina
12 m
3 ml
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Cromatografia No. 3

del GLP)
Dimensionesdelacolumna : 24X 41 cm
Flujo 1 23 mbh

Cantidad de muestra aplicads : 994 mg de polvo
4771 mgde proteina

Volumen de muestra aplicada : 344 ml

Volumen de cada fraccidén 3 ml

Se reunieron las fracciones correspondientes a cada pico y se dializaron contra sgua
desionizada, haciéndose cambios a intervalos de 2 6 3 horas durante aproximadamente 40 horss y

posteriormente se liofilizaron, Finslmente se almacenazon a 4°C.

Obtencida de hFSH & partc de higéfia ad

Con el objeto de obtener una bFSH mis pura y de mejor calidad bioldgica, se procedio a
purificaria 8 partir de glindulas almacenadas a -70 °C, Se pantié de un lote de 500 glindulas, de
las que se disecaron los lobulos anteriores y se pesaron (Fig. 7).

Extraccion

Las adenohipéfisis se licuaron y homogencizaron con una solucién acuosa que contenia al
inhibidor de proteasas PMSF al 0.02 % , pH 7.2, El homogeneizado se centrifugé a $ 000 pm
durante 30 minutos, 8 4 °C y s¢ obtuvieron un sobrenadante (S,) y un precipitado. EI S, se dializo
contra acetato de amonio 10 % / etanol absoluto pH 5.1 en una relacién 6:4 (v/v), durante 48
horas; mientras que al precipitado se le extrajo con el mismo amortiguador y por ¢l mismo tiempo
con agitacion mecdnica constante. En ¢l S, dializado se formé un precipitado (R)) et cual se

elimind por centrifugacion a 5 000 rpm; al sobrenadante se le Hand S".
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ADENOHIPOFISIS

LICUADO Y HOMOGENEIZACION
H20 / PMSF, pH 7.2

) ﬁPT
DIALISIS CONTRA EXTRACCION CON
AcONH, 10% / ETOH ACONH, 10% / ETOH
pH5.1 48h, pH51 48h,

ENTRIFUGACION 5000, 30', 4

T’ Ry 312 Ro
ppon ETOH " ppon ETOM
2vol, 2vol,
REPOSO 48 h REPQSO 48h

ENTRIFUGACION 5000 RPM, 30", 4

GLP? SNTE. GLP; SNTE.
CM-celulosa
eq. ACONH40.005 M
pH 5.1 R
* DEAE-celulosa

eq. Gly 0.1M pH 8.5

Fig. 7.- Procedimiento utilizado para la extraccion y purificacion del lote b8 de la bFSH.
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El precipitado extraldo se centrifugd y se obtuvo un sobrenadante (S,) y un precipitado, el
cual se reextrajo en las misnas condiciones que ¢l primer precipitado. Esta otra extraccion did

lugar a un sobrenadante (S,)yaun precipitado (R,) (Fig.7).

El 81, S,y S, se precipitaron por separado con 2 volimenes de ctanol, afiadido gota a
gota y cou agitacién magnética constante, la que se prolongé 30 minutos después de afladido ¢!
etanol. Posteriormente se dejo reposar por 48 horas, Los precipitados formados se separaron por
sifoneo y centrifugacion y constituyeron los “extractos glicoprotefnicos” 1, 2 y 3 (GLP, GLP,,
GLP)) respectivamente. Estos se diuliinron contra bicarbouato de amonio (NH HCO,) 0.01 M pH
8.5 durante 36 b, luego contra agua por 12 horas y finalmente se liofilizaron.

A los sobrenadantes se les dio ¢i mismo tratamiento que a los provenientes de los GLPs |

obtenidos de hipofisis almacensdss en acetona (Fig. 7).

El GLP, y GLP, se purificaron en dos cromatografias secuenciales, CM-celulosa y DEAE- -
celulosa, segiin [a técnica de Stockel-Hartree con modificaciones,

En CM-cclulosa.- El GLP, y GLP, se juntaron y sc resuspendieron en amortiguador de
CH,COONH, 0.005 M pH 5.1; se agitd durante 30 minutos y se centrifugd a 8 000 rpin por 30
minutos; el tratamiento se repitié con el precipitado formado. Los sobrenadantes se juntaron y se

aplicaron a la columna prevismente activada y equilibrada con CH,COONH, 0.005 M, bajo las

siguientes condiciones:
Dimensiones de lacolunma  : 4.5X43.5 cm
Flujo : 30 mlh
Cantidad de muestra aplicada : 2.97 g de polvo
2.50 g de proteina
Vol. de la muestra : 60 ooml
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Vol. de las fracciones t 5 mi
La elucion de la columna se hizo con un gradiente escalonado: CH,COONH, 0.005 M pH

5.1, CH,COONH, 0.1 M pH 6.8 y CHLCOONH, 1 M/ Gly 0.1 M pt19.5.

En DEAE-celulosa (Dictil-etil-aminoetil-celulosa).- Se realizé segiin la técnica de Butt y
col, (1961) con modificaciones. La DEAE-celuloss se activé con HCI 0.5 N y NaOH 0.5 Ny
posteriormente se equilibré con amortiguador de Glicina (Gly) 0.1 M pH 9.5. En esta se repurifico
la fraccién CM-lab, la cual, por los datos reportados en la literatura (Stockel-Hartree, 1966), se
sabe que contiene a la bFSH. La fraccién mencionada se resuspendié en el amortiguador de
cargado (Gly 0.1 M pH 9.5), se agité por 30 minutos, se centrifugé a 8 000 rpm por 15 minutos.
El precipitado so traté de la misma manera, Los sobrenadantes se juntaron y se aplicaron a la
columna bajo las siguientes condiciones;

Dimensiones dc la columna ¢ L3IX40 cm

Flujo ' 120 mih

Cantidad de muestra aplicada  : 170.88  mg de polve

102.5 mg de proteina

Vol. de Ia muestra : 3 ml

Vol. de las fracciones I ml

En la cromatografia se eluyd con el siguiente gradiente escalonado: Gly 0.1 M pH 9.5,
CH,COONH, 0.1 MpH 6.8y CH,COONH, 1 MpH 5.1,

En ambas cromatografias, fa proteina se determiné por absorbencia a 280 nm en un
espectrofotémetro Gilford, Las fracciones correspondientes a cada pico cromatogrifico se
dializaron contra agua y se liofilizaron,

Cabe hacer notar que todos los pasos de extraccion y purificacion para ambos Iote§

estudiados, se llevaron a cabo a 4 °C.
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Caracterizacion Bioguimica
Tanto 1a hormona purificada de hipofisis deslipidizadas, como aquella obtenida de
glandulas congeladas, se someticron a los mismos criterios de caracterizacién bioquimica, excepto

en los casos indicados.

Determinacién de la cantid, rotein
Esto se realizé segin la técnica de Lawry (1951 ) modificada por Hartree (1972 ). En

cada etapa de {a purificacion de la bFSH se determin la cantidad de proteina obtenida. Para esto

" se realizd una curva patron con afbiimina sérica bovina (BSA, Calbiochem, fraccion V), cuyo’

intervalo fue de 20 a 100 pp.

Electroforesis analitica en geles de poliacrilamida en coudicioues nativas al 7 %, pH 8.3.

Esta s¢ hizo segin la téenica de Nicoll (1969), utilizando geles cilindricos de 0.6 X 6 cm
(ver apéndice); se amalizaron las diferentes etapas de la purificacion asi como las fracciones
purificadas.

Los geles se tifieron con azul brillante de Coomassie R-250 y se destifieron por difusion
haciendo varios cambios de solucién decolorante.

La movilidad relativa (Rf) de las bandas de proteina se determiud con 1a siguiente formula:

longitud del gel resolvedor distancia de migracion de

. autes de teflir . X .lamwuestra después de tedlir
distancia de migracion del longitud de! gel resolvedor
frente antes de tefir después de teilir
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Electroforesis analitica en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes al 12.5 %

yall5 %, pH 8.6.

El patron eclectroforético y los pesos molecularcs (PM) apareates se determinaron con
electroforesis en placa segin la téenica de Laemunli (1970) en 2 cdmaras para electroforesis
vertical: Hoefer Scientific Instruments (HSI) y Mini-Protean 11 (Bio-Rad) (ver apéndice). Los
marcadores de peso molecular empleados fueron de rango bajo, Bio-Rad: fosforilasa B (92.5
kDa), albimina sérica bovina (66.2 kDa), ovoalbiimina (45 kDa), avhidrasa carbonica (31 kDa),
inhibidor de tripsina (21.5 kDa) y lisozima (14.4 kDa).

También se corrieron geles al 12,5 % en presencia de Urea 4 M, en condiciones reductoras
'y no reductoras, En este caso los geles se prepararon segin la téenica de Laemmii (1970) y

afiadiendo urea 4 M al amortiguador de la muestra y de los geles.

. izacion L i
Ls bFSH obtenida de hipofisis congeladas, se analizb con las siguientes téenicas:

inmunoelectrotransferencia y Slot-ELISA.

a) Slot-ELISA
Se realiz utilizando 100 ng de bFSH aplicada sobre papel de nitrocelulosa de 0.45 pm con
un anticuerpo especifico para bFSH-p utilizado a diferentes diluciones y un scgundo anticuerpo

anti §gG conjugado con peroxidasa en una dilucion 1:500 (ver apéndice).

b) Inmunoelectrotransferencia,
Se llevd segiin la técnica de Towbin (1979) con modificaciones. Se analizo solamente 1a

bFSH obtenida de hipdfisis congeladas,
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Caracierizacion Biologica

La actividad biologica de 1a bFSH obtenida se determin en ratas Wistar prepiberes de 22
8 23 dias de edad, con un ciclo de luzoscuridad de 14:10 horas, respectivamente; las ratas se
alimentaron con tabletas "Purina Chow" y se les proporciond agua "ad Iibitum". El diseiio
experimental fue 3 + 3 con 5 animales por dosis y un testigo al que se inyectd solucion saliua, El
bioensayo se realizo segin el criterio de Steelman y Pohley (1953), en el que se mide el aumento
del peso relativo de los ovarios en respucsta a dosis crecientes de FSH. El bioensayo se hizo en
dos modalidades, en presencia y ausencia de hCG.

En presencia de hCG.- Se estudiaron dosis desde 0.013 pg hasta 200 ug de bFSH
obtenida de hipéfisis deslipidizadas, en presencia de 25 U.L de hCG. Los animales se inyectaron
diariamente con una solucion de hCG y bFSH, durante cuatro dias y se sacrificaron al quinto por
decapitacién o con CO,,

En el caso de Ia hormona obtenida de hipofisis congeladas, solamente se determind su
potencia a dosis de 1, 2 y 4 ug de bFSH y 25 U.L de hCG, para lo cual se utilizo como hormona
estandar a la oFSH (USDA-oFSH-18, AFP 5862D) con una potencia de 1640 U/ mg. La
potencia bioldgica de la bFSH purificada, se determiné con un programa manual diseiiado en ls .
Unidad dc Investigaciones Biomédicas del Centro Médico Nacional del IMSS, .por Alatorre F.S.
(1976), para lo cual se utilizaron analisis para biocnsayos balanceados 3+3 y 2+2. La potencia
biologica de la hormona con el 95 % de limites de confianza, se obtuvo con el analisis de varianza
de los contrastes para la fuente de variacion, tratamicntos, preparaciones, regresion, paralelisnio,
curvatura, curvatura opuesta y error experimental; estos cilculos se hicieron utilizando los pesos
relativos de los ovarios, es decir, el peso ovarico relacionado‘ a 100 g de peso corporal. Cabe
mencionar que dada la gran variabilidad del bioensayo, la optimizacién del mismo se obtuvo con
los criterios de validez y confiabilidad, los cuales son: "lambda" (indice de precision) con un valor
menor de 0.28 y "g" (indice de significancia de la pendiente) con un valor menor de 1.

En ausencia de hCG.» En este caso, se cstudiaron dosis desde 0.013 pg hasta 64 pg de la

hormona obtenida de hipofisis almacenadas en acetona,
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RESULTADOS

Por razones de orden y claridad, los resultados correspondientes a los lotes de glindulas

deslipidizadas y congeladas, se tratardn en forma separada,

Obtencién de bFSH a Partir de Hipéfisis Deslipidizadas.
El peso de 280 glindulas deshidratadas fue de 236,71 g y el peso de los [6bulos anteriores
hidratados fie de 258.29 g,

Desligidizacion y E i6
El "Polvo de Acetona” proveniente del tratamiento con acetona y éter, produjo 50.64 g de
polvo,
La primers extraccion con ACONH, 0,005 M/Etanol, pH 5.1, dié lugar a 362 nl del
sobrenadante (S, ), mientras que la segunda extraccion did origen a 590 ml de sobrenadante (S,).

Después de precipitar con etanol los sobrenadantes S, y S,, se obtuvieron los extractos
glicoproteinicos GLP, y GLP,. El GLP} produjo 259.26 mg de polvo con una concentraciin de
proteina de 500 pg por mg de polvo; el GLP,, 99.4 mg de polvo y una concentracitn de proteina
de 480 pg de proteina por mg de polvo, Ambos extractos se mezclaron, de tal manera que el
rendimiento total de ellos fue de 358.66 mg de polvo, con una concentracidn de proteina do 494
pg/mg de polvo (Tabla 3)

Purificacion en CM-celulosa
La purificacién de Ia bFSH a partir de los extractos glicoproteinicos realizada en CM-
celulosa, se llevo a cabo en tres corridas cromatograficas (Figs, 8, 9y 10): 2 corridas para el GLP,
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“Tabla 3.- Rendimiento en polvo y proteina de la bFSH, lote bd.

Muestra

Adenihipofisis
hidratadas
(280)

Polvo de acetona
8

$

GLP,

GLP,

GLP, + GLP,

CM-1ab

Cantidad Total
de polvo o vol.

25829 g

5064 g
362 ml
590 m
259.26 mg
94 mg
358,66 mg

1104 mg

Cantidad Total
de proteina
(mg)

129.63
an
177.18

16.49

Concentracion
de proteina
(ng/mg polvo)

480
494

149

47



114

CM-1ad . CM-28d CmM-3ab
—

;L 2 2
3 83
& lis
2 -

D. O. 280nm

v v T T Y Y YT

20 60 100 140 - 180 220 260 300 340 380 NP FRACCION

ng.-wwuquml)umu,mm-
mmm,%ﬂmm6.9ﬂ;ydm3ﬂ;d—m
delacolumns, 24X 42 cm. -



6y

N
i

D. O. 280nm

AcONH4
0.005M pH 8.1

CM-2sd CM-3ab

-3 >
i i
¢S 28

—— ) 3 B y L ¥
100 140 7 80 220 260 300 340 380 420 460 N° FRACCION

Fig. 9.- Cromstografis preparativa del extracto glicoproteimico 1 (GLP;) del Iote bé, en
CM-celulesa. Condiciones: fisjo, 17 mi/h; vol. nmestra, 11.2 mi; vol. fraccién, 3 ml;
“dimensiones de Ia columes, 2.4 X 37 cm.



CM-1ab CO-2ub CM-3ab
P—— B —

ACONHa
0.005M pH 5.t
[ Ve
ACONHe
O.MpH 88

N
.

D. O. 280nm

20 60 100 140 10 220 260 300 340 NP FRACCION

Fig. 10.- Cmmnoqaﬁaprqu_ﬁvaddmogﬁmpméboZ(Gl&)ddheN,a
C.M-cehlosn. Condiciones: figjo, 23 mlh; vol. muestra, 54.4 ml; vol. fraccion, 3 mi;
dimensiones de la columna, 24X 41 cm.

oy



y una para el GLP, En las tres cromatografiss, el patrén de elucidn de los extractos
glicoproteinicos fue muy similar. ¥l gradiente escalonado di6 origen a tres fracciones principales;
con AcONH, 0.005 M pH 5.1, se obtuvo la fraccién CM-1ab; con AcONH, 0.1 M pii 6.8, se
obtuvo la fraccion CM-2aby con ACONH, | M/ Gly 0.1 MpH 9.5, se eluyé la fraccion CM-3ab.

La fraccion de interés para los fines de este trabajo fue la CM-lab, ya que su
comportamiento cromatogrifico asf como su patron electroforético coinciden con los informados
en la literatura para 1a bFSH (Stockell H,, 1966; Cheng K., 1976). Por el patrén cromatogrifico y
eleciroforético, se piensa que las fracciones CM-2sb y CM-3ab podsian corresponder a las que
contienen 1a LH y TSH respectivamente. ‘

La modificacion en el gradiente escalonado, después de obtener la fraccion CM-1ab dié
lugar  1a fraccion CM-3ab; Ia caracterizacion de esta fraccion serk motivo de otro trabajo en el
laboraterio,

El rendimiento total de 1a fraccién CM-1ab fue de 110 mg de polvo con una concentracion
de proteina de 149 pg por mg de polvo (Tabla 3).

C zacifn Bloguimi
3) Electroforesis Nativa en Geles de Poliacrilamida.

Pars conocer el grado de purificacion de 1a fraccién CM-lab, se corrieron alicuotas de los
diferentes pasos de purificacién (Fig.11), asi como de la fraccion CM-lab, de las cuales se
aplicaron de 50 a 80 pg de proteina. Se puede apreciar que hay una reduccion de bandas a medida
que s¢ avanza en la pusificacion de la hormona,

La fraccién CM-1ab mostrd un patron electroforético de dos bandas, cuyas movilidades
relativas (Rf) fueron 0.46 y 0.55 (Fig, 12).
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Fig. 11.- Electroforesis discontinua en PAGE-TRIS al 7% pH 8.3 (segdn Nicoll .y col.,

1969), de cada etapa de la purificacion de la bFSH del lote b4. 1) GLP;; 2) GLP;; 3) CM-
lab; 4) CM-2ab; 5) CM-3ab,



.

Fig. 12.- Electroforesis discontinua en PAGE-TRIS al 7% pH 8.3 (segin Nicoll y col,,
1969), de la fraccion CM- 1ab (lote bd).
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Se analizaron el GLP y fas difercntes fracciones obtenidas durante Ja purificacion de fa
bFSH, se determind el PM aparente de Ia fraccion CM-1ab, Ia cual sc sabe que contiene a fa FSH
segln su comportamiento cromatogrifico y patrén electroforético en condiciones nativas,
comparsdos con datos de la literatura (Stockell, 1966; Cheng,. 1976; Grimek, 1979).

Las clectroforesis se corrleron ca geles al 12.5 % y al 15 % en condiciones reductoras y o

reductoras, asi como en presencia y ausencia de ures,

En Geles ol 12,5 %

Si se compara la fraccion CM-1ab con et GLP en cindiciones no reductorss, se aprecia una
reduccion en ef nimero de bandes después de realizar la cromatografia, mientras que sigunas
bandas se intensifican (Fig. 13). Las bandas priucipales pars la fraccién CM-lab tuvierou un PM
de: 50.1, 46,7, 20.4, 17.9'y 10.4 kDa,

La fraccién CM-1ab analizada en condiciones no reductoras y reductoras, mostrd que: en
e} caso de las condiciones no reductoras, las bandas resueltas tienen un peso molecular (PM)
sparente de: 54.95, 50,12, 46,77, 38,90, 20.4%, 17.98 y 10,47 kDs, siendo la mis intensa Ia de -
17.98 kDa (Fig. 14). En condiciones reductoras, algunis de estas bandss aumentan ligeramente de
tamailo y otras lo conservan: 61.65, 57,54, 50.69, 38.90, 20,41, 17.98 y 10.83 kDas; en estc caso,
la banda de l"7.98 kDa también resulté ser la mds intensa (Fig. 14)

Gelesal 15%
El patron electroforético en condiciones reductoras y g reductoras es muy semejante. El
PM de las bandas més importantes fue de: 57,54, 50.12, 46.77, 38.90, 20.41, 17.98 y 10.47 kDa
en condicioues no reductoras, mientras que para las reductoras, de: 61.65, $7.54, 50.69, 18.90,
i0.4l. 17.98 y 10.83 kDa (Fig.15). En ambes casos, la bands mas intensa fue la que correspondio
a17.98kDa.
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14.4

Fig. 13.- Electroforesis discontinua en SDS-PAGE al 12.5%, pH 8.6 en condiciones no
reductoras (segin Laemmli, 1970), que muestra el patron electroforético de cada etapa de la
purificacion del lote bd, 1) Marcadores de PM; 2) GLP1; 3) CM- lab; 4) CM-2ab; 5) CM-
3ab.
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Fig. 14.- Electroforesis discontinua en SDS-PAGE al 12.5%, pH 8.6 (segin Laemmli,
1970) del lote bd. A: condiciones no reductoras; 1) Marcadoes de PM; 2) CM- lab. B:
condiciones reductoras; 1) Marcadores de PM; 2) CM-1ab.
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Fig. 15.- Electroforesis discontinua en SDS-PAGE al 15%, pH 8.6 (segin Laemmii, 1970)
del lote b4, A: condiciones no reductoras; 1) Marcadores de PM; 2) CM- lab. B:
condiciones reductoras; 1) Marcadores de PM; 2) CM-1ab.
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Geles al 12.5 % en presencia de urea,
En condiciones no reductoras la bands de 38.90 kDa aumenta de intensidad y en
condiciones reductoras, 1a de 37,54 kDa se intensifica también y desaparcce la banda de 46.7 kDa.

Se observa nuevamente que la banda de 17.98 kDa es la mds intenss en ambos casos (Fig. 16).

C izacion Bialbai
Esta se llevé a cabo segiin el bioensayo de Steelman y Pohley (1953) y se realizd en

presencia y ausencia de hCG.

En Preseucia de hCG (25 UL).

Cada bioensayo s realizé con 3 dosis de Ia fraccidm CM-l1ab y un lote testigo. Los
resubtados indican que aunque el peso ovirico no suments considerablemente confome sumenta
la dosis de I hormona, si se nota una tendencia a Iy linealided en ¢l rango de dosis ciue va déide
0.125 pg o | pg de la fraccion CM-lsb (Fig.17 y 18). Se debe solalar ademis que
macroscopicamente era extraordinario el desarrollo folicular de los ovarios de las ratas tratadss
con la hormona, con respecto a los testigos (Fig. 19).

Ea susengis de KCG,

En este caso, las dosis estudiadas de la fraccion CM-1ab fueron desde 0.013 pg hasta 64
p#g. Como se sprecia en lns Figs, 20, 21 y 22, el sumento del peso ovirico con respecto a la dosis,
fue minimo en'la mayoria de loa bioensayos; sin embargo, se observé una tendencis & Ia linealidad
on s dosis de 2 & 8 g de Ia hormon (Fig, 21). ' |
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Fig. 16.- Electroforesis discontinua en SDS-PAGE a 12.5%, pH 8.6 (segin Laemmili, 1970)
en presencia de urea 4M, del lote b4, A: condiciones no reductoras; 1) Marcadores de PM:;
2) CM-1ab. B: condiciones reductoras; 1) Marcadores de PM; 2) CM-1ab.
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' Fig.' 17.-' Respuestia en el peso ovirico a [a administracion de dosis crecientes de
bFSH (lote b4) en presencia de 25 Ul de hCG (segun el criterlo de Stesiman y Pohiey,
1953). .
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Fig. 18.- Respuesta en el peso ovirico a la administracién de dosis crecientes de bFSH
(lote b4) en presencia de 25 Ul de hCG (segin el criterio de Stesiman y Pohley, 1953),
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Fig. 19.- Ovarios de ratas Wistar prepiberes (22 a 23 dins). A: tratamiento con [ pg de
bFSH (b4) y 25 TU de hCG; B: Testigo (solucion saling). Aumentos 8 X
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Fig. 20.- Respuesta en el peso ovérico a la administracion de dosis creciente
de bFSH (b4) en ausencia de hCG. P
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Fig. 21.- Respuesta en el peso ovirico a la administracion de dosis crecientes de bFSH

(lote b4) en ausencia de hCG



Fig. 22.- Ovarios de ratas Wistar prepiiberes (22 a 23 dias). A: tratamiento con | pg de
bFSH (b4) en ausencip de hCG; B: Testigo (solucion salina). Aumentos 8 X
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Obteacidn de Ia bFSH a Partir de Hipifisis Congeladas.

Extraccién

El peso himedo de las adenohipéfisis fué do 611.21 g Las gléndulas licuadas y
homogeneiudai con la solucién acuosa que contenia PMSF, dieron lugar a 1960 mi de "Extracto
Crudo". Después de la centrifugacidn, se obtuvicron 760 ml de sobrenadante (S, el cual sl
dializarlo, a su vez produjo 650 ml de sobrenadante (8,)y un precipitado (R,).

La extraccién del primer precipitado obtenido, produjo 1540 m! de sobreaadante (8,) y un
precipitado, mismo que se reextrajo dando hugar & 985 ml de sobrenadante (S)) y 82.42 g de
precipitado (R ) (Tabla 4).

Precivitacion Etandl

Con la precipitacion etandlica de los S, S, y S, se obtuvieron los “Extractos
Glicoproteinicos” GLP,, GLP, y GLP, respectivamente. El GLP, con un rendimiento de 2.18 g de
polvo, y una concentracion de proteina de | g por g de polvo; el GLP,, de 791 mg de polvo y una
concentracién de protefna de 400 pg por mg de polvo; el rendimiento del GLP, fue de 410.8 mg
de polvo con una concentracion de proteins de 400 pg por mg de polvo (Tabla 4).

Purificacién.
La purificacion de la bFSH s realizb a patir del GLP, y GLP,, por medio de
cromatografias ea CM-celulosa y DEAE-celulosa.

Dado que el patrén electroforético en condiciones nativas para el GLP, y GLP, era muy
similar, éstos se aplicaron juntos en una columna de CM-celulosa, En el cromatograma (Fig. 23)
se puede apreciar que la fraccion CM-iab se eluyd con el amortiguador de cargado, mientras que



Tabla 4.- Rendimiento en polyo y proteina de la bFSH, lote b8.

Muestra

Adenohipofisis
hidratadas
(500)
Extracto Crudo
81
st
s2
83
GLP1
GLP2
GLP3
CM-1ab

CM-1ab-DEAE-3ab

Cantidad Total
de polvo o vol.

61121 g

1960 ml
760 m!
650 ml
1540 ml
985 ml
21808
9 mg
4108 mg
187.08 mg

58.12 mg

Cantidad Total
de proteina

(mg)

59680
11930
3250
2120

561.45

2180

211
165.27
112.25

36.69

Concenteacion
de proteina
(mg de proteina/volumen

o polvo)

306 /m

157 /ml
5 /ml
14 /ml
0.570 /ml
10 /mg
04 /mg
04  /mg
06 /mg

0.631 /mg
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Fig 23.- Cmmmgnﬁwwﬁvakﬁsmgﬁwuu’boslyzaﬂhywz)
del lote b8 en CM-celulosa. Condiciones: filujo, 30 mi/h; vol. muestra, 60 mi; vol. fraccién, 5 -
ml; dimensiones de 1a columma, 4.5 X 43.5 cm.
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la CM-2ab y CM-3ab, se eluyeron con los amortiguadores de mayor fuerza idnica y pH; como se
ve, la elucion de las fracciones es muy similar a la que se obtuvo con las hipéfisis deslipidizadas.
Como se indicé antes, 1a fraccion CM-1ab es Ia de interés, pues su patron de elucion y
movilidad relativa (Rf), coiniciden con lo informado en otros trabajos para la FSH (Stockell,
1966; Cheng, 1976; Grinwk, 1979).
Elrendimiento de la fraccion CM-1ab fue de 187,08 mg de polvo, con una concentracion
de proteina de 600 pg por mg de polvo,

Cromatografia en DEAE-celuloss,
La fraccion CM- lab se repurificé en una columna de DEAE-celulosa, Ia cual se eluyd con

un gradiente escalonado (ver Material y Métodos). En el patrén cromatogrifico (Fig. 24) se
pueden apreciar las tres fracciones mayoritarias eluidas, de las cuales 1a CM- 1ab-DEAE-3ab, que
se retiene en Ia columna y se eluye cbn AcoNH, 1M pH 5.1, se considera como aquella que
contiene a I bFSH por su comportamiento cromatografico,

El rendimiento de la fraccién CM-1ab-DEAE-3ab fue de 58,12 mg de polvo y una
concentracion de proteina de 631 pg por wg de polvo (Tabla 4). El rendimiento del GLP y bFSH
en el lote b8 es mayor que en el lote bd (Tabla 5).

Caacterizacion Bioqumi

Electroforesis en TRIS-PAGE,

En condiciones nativas se corrieron alicuotas de los diferentes pasos de purificacién (Fig,
25). Como s¢ ve, conforme se avanza en la extraccion de la hormona, se enriquecen aquéllas
bandas consideradas como FSH, LH y TSH.

Cuando se corrieron las diferentes fracciones purificadas en CM-celulosa (Fig. 26), se ve

que la fraccion CM-1ab se resuelve en varias bandas, dos intensas con una movilidad relativa (Rf)
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Fig. 24.- Cromatografis preparativa de Ia fraccion CM-1ab del lote b8, en DEAE-cellosa.
Condiciones: flujo, 20 mlh; vol. muestra, 3 ml; vol fraccion, 3 ml; dimensiones de la
columns, 1.3 X 40 cm.



Tabla 5.- Rendiriento obtenido de bFSH an los lotes b4 y b8. Los datos se refieren a mg de proteina

por Kg de adenohip fisis.
Musstra\Lote b4 b8
GLP1 +GLP2 686 4125
CM-tab 638 183.6
CM:-1ab-DEAE-3ab 60

n
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Fig. 25.- Electroforesis discontinua en PAGE-TRIS al
cada etapa de la purificacion de la bFSH del lote b8. 1)
5)82;6)83;7) GLPI; 8) GLM; 9) GLP3; 10) CM-

7% pH 8.3 (segin Nicoll, 1969) de
Extracto crudo; 2) S1;3) S1'; 4)RI;
lab; 11) CM-1ab-DEAE-3ab; 12) RO.

/]



Fig. 26.- Electroforesis discontinua en PAGE-TRIS al 7% pH 8.3 (segiin Nicoll, 1969) de
las diferentes fracciones obtenidas durante la pusificacion de los GLP1 y 2 en CM-celulosa
del lote b8, I) CM- Iab; 2) CM- Ic; 3) CM-1d; 4) CM- I¢; 5) CM-2ab; 6) CM-2c; 7) CM-
3ab. ‘
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de 0.34 y 0.48 y una de menor intensidad con un Rf de 0.40; estas bandas corrcsponden al patron
electroforético reportado para la FSH de diferentes especies (Cheng, 1976). Las otras bandas
intensas con Rf de 0.87 y 0.95, probablemente correspondan a {a albiimina, pues el R coincide
con lo observado en el laboratorio cuando se analiza ls albiimina sérica bovina (BSA). La bauda
menos intensa, cuyo Rf fue de 0,13, puede corresponder a la LH (Carranza M. 1994),

Aunque la fraccion CM-1¢ también prescnta un patron electroforético muy similar a la
fraccion CM-1ab, parece estar contaminada coﬁ otras proteinus, pues su patron electroforético
demuestra la existencia de otras bandas con Rf de 0.13, 0.25 y 0.59, ademis do la considerada
como albumina (Fig. 26).

El patrén electroforético de las fracciones obtenidas después de repurificar Ia CM-lab,
muestra que: es la fraccibn CM-1ab-DEAE-3ab (Fig. 27) la que contiene a las bandas
representativas de bFSH mis enriquecida; esta fraccion tiene un Rf de 0.34, 0.40 y 0.48, mientras
que las bandas consideradas como albimina, ticnen un Rf de 0.87 y 0.95. Se debe selalar ademis
que ls banda que podris corresponder a 1a LH (Rf = 0.13) ha disminuido considerablemente su
intensidad (Fig. 28).

Electroforesis en SDS-PAGE.

En este caso se corrieron alicuotas de los diferentes pasos de purificacion en geles al 12.5
% bajo condiciones no. reductoras. Se puede apreciar en ia Fig 29 que hay una reduccion de
bandas conforme se avanza en la purificacidn de la bFSH.

En condiciones no reductoras ls fraccion CM-1ab-DEAE-3ab se resolvié en las siguientes
bandas; 102,33, 54,95, 50,11, 42.65, 28.18, 20,41, 17.98 y 16.03 kDa; de éstas Ia mis intensa fue
la de 17.98 kDa. En condiciones reductoras, las bandas de 54.95 y 42.65 kDa aumentaron
ligerameate de tamaiio a 61.65 y 43.65 kDa, respectivamente, mientras que las otras conservaron

su tamaiio, pero Ia de 28.18 kDa ya no se observé (Fig. 30).
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Fig. 27.- Electroforesis discontinua en PAGE-TRIS al 7% pH 8.3 (segin Nicoll, 1969) de
: las diferentes fracciones obtenidas durante Ia purificacion de la fraccion CM-1ab del lote b8,
en DEAE-celulosa. 1) CM- 1ab; 2) CM-1ab-DEAE- 1; 3) CM- lab-DEAE- 1ab; 4) CM- 1ab-
DEAE-Ic; 5) CM- 1ab-DEAE-3ab; 6) CM-1ab-DEAE3c.

15



R
‘e
s
)
!

Fig. 28.- Electroforesis discontiuua en PAGE-TRIS al 7% pH 8.3 (segiin Nicoll, 1969) de la
bFSH purificada del lote b8. 1) CM- lab; 2) CM- 1ab-DEAE-3ab.
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Fig. 29.- Electroforesis discontinua en SDS-PAGE al 12.5% pH 8.6 (segin Laemmli, 1970)
en condiciones no reductoras que muestra el patron electroforético de cada etapa de
purificacion del lote b8. 1) Marcadores de PM; 2) S1; 3) S1';4) R1; 5) S2; 6) §3;7) GLPI;
8) GLP2; 9) GLP3; 10) precipitado de GLP3; 11) RO,
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Fig. 30.- Electroforesis discontinua en SDS-PAGE al 12.5% pH 8.6 (segin Lacmmli, 1970)
de la bFSH (lote b8). A: condiciones no reductoras; 1) Marcadores de PM; 2) CM-lab-
DEAE-3ab. B: condiciones reductoras; 1) Marcadores de PM; 2) CM-1ab-DEAE-3ab.
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| SR TE LA BIBLSTECA
En geles al 15 %, en condiciones reductoras y no reductoras, se observd el mismo patrén

electroforético que en geles al 12,5 % (Fig. 31).

En presencia de Urea 4 M se observd que:
En condiciones no reductoras se intensifican las bandas de 54.95 y 42.65 kDa y desaparece

la de 28.18 kDa. En condiciones reductoras se intensifica Is banda de 43.65 kDa y aparece Ia de
35.89 kDa (Figs. 30 y 32).

C izaciin I L6gi
Slot-ELISA.

La fraccion CM-1ab-DEAE-3ab, fue reconocida por un anticuerpo estindar especifico
para bFSH-B (USDA-S-pool), el cual se probd a diferentes diluciones (Fig. 33). La mmmn
dilucién del anticuerpo en la que se pudo observar una reaccion positiva diferente del 1estigo, fue
1:5000; a diluciones menores, la reaccion positi,vu es todavia mds conspicua. Esto indica que la

fraccion CM-1ab-DEAE-3ab contiene bFSH,

Inmunoclectrotransferencia.

En una inmunoelectromn_sfereucia se m;ﬁwon el "Extracto Crudo", "Extracto
Glicoproteinico” (GLP), la. fracciones CM-1ab y CM-1ab-DEAE-3ab, asi como uns oFSH
estindar (USDA-oFSH-18), para ello se utiliz6 un anticuerpo estindar especifico para bFSH
(USDA-5-pool-bFSH-B) (Fig. 34).

Las bandas reconocidas tanto para la fraccion CM-1sb como para Ia CM-lab-DEAE-31b
fueron las que preseataron un PM aparente de 102.3, 74.1, 61.6 y 50.1 kDa.
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Fig. 31.- Elestroforesis discontinua en SDS-PAGE al 15% pH 8.6 (segiin Laemmli, 1970) de
la bFSH (lote b8). A: condiciones no reductoras; 1) Marcadores de PM; 2) CM-lab-DEAE-
3ab. B: condiciones reductoras; 1) Marcadores de PM; 2) CM-1ab-DEAE.3ab.
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Fig. 32.- Electroforesis discontinua ¢ SDS-PAGE al 12.5% pH 8.6 (segin Laemmli, 1970)
en presencia de 4M de urea, de la bFSH (lote b8). A: condiciones no reductoras; 1)
Marcadores de PM; 2) CM-1ab-DEAE-3ab. B: condiciones reductoras; 1) Marcadores de
PM; 2) CM-1ab-DEAE-3ab,
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Fig. 33.- Slot-Blot de la bFSH (CM-1ab-DEAE-3ab, lote b8) en ¢l que se utilizo una
membrana de nitrocelulosa de 0.43 pm, un primer anticuerpo especifico para la bFSH
(USDA-5-pool-bFSH f3) a difereutes diluciones y un segundo anticuerpo anti IgG conjugado
con peroxidasa de ribano 1: 500, Diluciones del primer anticuerpo; 1) 1:30 000; 2) 1: 20
000; 3) 1: 10 000; 4) 1: 5000; 5) L: 4000; 6) 1: 3000; 7) 1: 2000; 8) 1: 1000; 9) 1: 500; 10)
1: 100: 11) control.
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Fig. 34.- Western-Blot de la bFSH (CM- 1ab-DEAE-3ab, lote b8) en el que se utilizo una
membrana de nitrocelulosa de 0.45 yum, un primer anticuerpo especifico para bFSH (USDA-
5-pool-bFSH B) 1: 500 y un segundo anticuerpo anti IgG conjugado con peroxidasa de
rabano 1: 500, 1) Marcadores de PM; 2) Extracto crudo; 3) GLP; 4) CM- 1ab; 5) CM-1ab-
DEAE-3ab; 6) oFSH estindar (USDA-oFSH- 18).
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Estas mismas bandas se identificaron en el GLP, en el cual ademis se inmunotiiieron otras
bandas de menor PM, una de 35,8 y otra de 17.9 kDa, En el "Extracto Crudo” se seconocieron

bandas que caen en un intervalo que va desde 14 kD hasta 90 kD lprc;xinmdaumnte (Fig, 34).

C izaciin Bioligi

Se realizé siguiendo el criterio de Steelman y Pohley (1953). La fraccién CM- 1sb-DEAE-
3ab se ensayd a dosis totales de 1, 2 y 4 pg por rata, mientras que Is oFSH estindsr (USDA-
oFSH-18, con una potencia biolgica de 1640 UL/mg) se aplict a dosis de 0.75, 1.5 y 3 pg totales.

La fraccion CM-1ab-DEAE-3ab mostrd lineslidad en el intervalo de dosis estudiado,
sunque con una pendiente menor que la mostrada por la oFSH estindar (Fig. 35). El andlisis
estadistico para un bioensayo balsnceado de 3 + 3, mostrd que la fraccibn CM-1ab-DEAE-Jab
tiene una potencia bioldgica de 152 Ulimg de proteina con Mtes de confianza de 8.35 UVmg y
2765 Ul/mg, 1a lambda tuvo un valor de 0.279 y 1a "g" de 0.3331,

En un bioensayo balanceado de 2 + 2, el anilisis estadigtico demostré que Ia fraccion CM-
1ab-DEAE-3ab tiene una potencia biolégica de 223.14 Ulimg de proteina, con limites de '
confisnza de 32.69 Ulmg y 1523 Ulmg y valores para lambds y "g* do 0,265 y 0.699
respectivamente,

Otra forma de expresar la potencia biologica de Ia bFSH purificads, es: 6.13 X NIH oFSH-
S1 para elbiocusayo 3 + 3 y de 9 X NIH oFSH-S1 para el bioeusayo 2 + 2,

La respuesta biologica de ls bFSH purificada en este trabajo con el criterio de S & P, no es '
espectacular comparada con s hormona estindar (USDA-oFSH-18). Sin embargo el desarrollo
folicular es evidente como se aprecia en la Fig. 36. Esto indica que Ia bFSH es activa y que
probablemente dicha actividad se manifiestaria mejor con un bioensayo homélogo, ya que se sabe
que la especificidad de especic es un factor importante a considerar cuando se snaliza la

bioactividad de una hormona,
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Fig. 35.- Respuesta en el peso ovdrico a Ia‘admlnlstraclén de dosis crecientes de bFSH
(lote b8) con 25 Ul de hCG (segln el criterio de Steelman y Pohley, 1953), en presencia
de oF SH estandar (USDA-oF SH-18). Abreviaturas: PO, peso ovirico; PC, peso corporal.
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Fig. 36.- Ovarios de ratas Wistar prepiiberes (22 a 23 dias). A: tratadas con 2 pg de bFSH
(lote b8) y 25 Ul de hCG; B: Testigo (solucion salina). Aumentos 8 X.

86



DISCUSION

La bFSH se obtuvo parcialmente pura mediante dos procedimientos (Tabla 6) que difieren
en la forma de recoleccitn, almacesamicnto y rompimiento del tejido.

Cuando las hipofisis se colectsron en N, liquido y almacenaron a - 70° C, para luego
homogencizarlas con agua (en presencia de PMSF) y posteriormente seguir el tratamiento
recomendado por Stockel Hartree (lote b8), el rendimiento en cantidad de proteina total de la
fraccion CM-lab fue tres veces mayor que para cf lote b4, ademds cuando dicha fraccion se
sometid a otro paso de purificacién (en DEAE-celulosa), s¢ obtuvo casi la misma cantidad de
proteina que para la CM-1ab del lote b4 (Tabla 5). El mayor rendimiento de bFSH para cl lote b8
se puede deber al manejo del tejido al principio de la extraccion.

En lo que respects a la recoleccion y almacenamiento de las hipdfisis del lote b4 se puedc
decir que: no hubo control en su colecta pues no se hizo personalmente; el rompimiento del tejido
se llevd a cabo con solventes osgdnicos, que si bien el objetivo de utilizarlos era Ia deslipidizacion,
se sabe que pueden desnaturalizar a las proteinas (Cooper, 1977).

Por lo que se refiere al lote b8, se tuvo mayor culdado en la recoleccion y almacenamiento
de las glindulas, pues después del sacrificio de Jos animales, el tejido se colectaba inmediatamente
en N, liquido y luego cn el laboratorio se slnacenaban a -70°C hasta su utilizacion. El
rompimiento del fejido se hizo con agua en presencia de PMSF, para provocsr una Hisis osmética
y tratar de recuperar la mayor cantidad de proteina, A partic de aqui, Ia extraccién con
CH,COONH, 10 %/EtOH pH 5.1, fue muy similar al procedimiento seguido para el lote b4,

Es evidentc que las condiciones para obtener la bFSH en el lote b8, fueron menos
dristicas que para el lote b4, lo cual redundd en un mejoramiento en el rendimiento de proteina,
asi como en la concentracion de Ja misma con sespecto al polvo pesado,

El rendimiento para la bFSH parcialmente purificada obtenida en este trabajo fue de 63.8

mg/Kg de tejido para el lote b4 y de 60 mg/Kg de tefido para e} lote b8; este valor ¢s mis afto que '
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Tabla 6.- Comparacion de la metodologia utilizada para la extraccion y purificacidn de 12 bFSH en los lotes

bd y b8,
Tratamiento Lote b4 Lotedd

Almacenamiento Enacetonaad C A-70C

Deslipidizacion Con acetona y éter No 8 hizo

Homogeneizacion En presencia de acetona y éter. En solucion acuosa en presencia del
inhibidor de proteasas PMSF

| Extraccién 2 completas con CH,COONH, Una parcial (didlisia con el mismo
: ’ 10%/E10H 96%, pH 5.1, por 48 h.  amostiguador por 48 h.) y una

completa con el mismo amortiguador,
durante 48 h, -

Purificacidn En CM-celulosa. Se eluyd con En CM-celulosa y DEAE-celulosa. En

' CH,COONH, 0.005 MpH 5.1 1a primera se eluyé con CH,COONH,

: 0.005 M pH 5.1 y en ia segunda con

CH.COONH, | M/Gly0.1 MpH 3.1



¢l obtenido por otros autores (Tabla 7). Este resultado se pucde atribuir a las 6ptimas condiciones
en las que se extrajo y purifico a la hormona del lote b8 y a que la purificacién no fue exhaustiva
come en el caso de otros autores (Cheng, 1976; Grimek y col., 1979; Miller, 1987 y Wu y col,,
1993). Para otras especies el rendimiento do la FSH es mayor (Papkoff, 1967, Stanton y col.,
1992; Woods y col., 1960)

El tratamiento del tejido con CH,COONH, 10 %/EtOH pH 5.1, pemmite mantener
solubles a las hormonas glicoproteinicas (FSH, LH y TSH), pero provoca la precipitacion de la
hormona de crecimiento (GH) (Stocke! y Butt, 1961). Durante la precipitacion etanélica, 1a bFSH
8¢ obtuvo en el precipitado; la estrategia de utilizar etanol para precipitar proteinas, se basa en las
propiedades de los disolventes orgimicos que disminuyen la solubilided de las proteinas al
disminuir Ia constante dieléctrica del medio.

En la purificacion en CM-celulosa, la fraccion que contiene a la bFSH (CM-1ab) no se
retuvo en la columna, sino que se ehiyd comio la primers fraccion tanto en e lote b4 como en ¢l

'b8, lo que indica que al pH al que s eluyd la hormona, ésta tiene una cargs nets negativa. Las
fracciones retenidas en la columna mostraron un patrén cromatogrifico muy sefnejun(e en ambos
lotes (Figs. 8, 9, 10, 23). En la cromatografia del lote b8 se hicier'on més evidentes algunas
fracciones (CM-1c, CM-1d, CM-le) (Fig. 23) probablemente dcbido a que en este caso se aplicé
hmyor cantidad de proteina & Ia columna,

Es importante seflalar que, en este trabajo, la proteins retenida en la columna de CM-
celulosa se eluy6 aplicando CH,COONH, 0.1 M pH 6.8 y CH,COONH, 1 M/Gly 0.1 MpH 9.5,
en lugar de aplicar un solo amortiguador (CH,COONH, 1 M) como lo sefisla Stockel Hartree
(1961). Esta modificacion en el gradiente escalonado provocd Ia resolucion de dos fncciolies‘:
CM-2ab y CM-3ab; [a CM-2ab contienc a s LH (Carranza y coi. 1994), mientras que s CM-3ab
probablemente ses una mezcla de FSH, LH, y conlamininles, dado que su patrén efectroforético
en geles nativos muestra bandas con Rf semejantes @ dichas hormomas, no obstante su

caracterizacion contina en estudio (Figs. 11 y 26).
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Tabla 7.- Rendimiento obtenido por varios autores para la bFSH.

Autor

Cheng K. y col. (1976)
Grimeck G. y col. (1979)
Miller K. y col. (1987)
Wul. y col. (1993)

Carranza S.M. y col, (1996, este trabajo)

Rendimiento
mg prot./Kg hipdfisis

27
13
222
57




En lo que se refiere a la caracterizacion bioquimica de la bFSH, se obtuvo lo siguiente:

La movilidad relativa de la bFSH obtenida en este trabajo, tanto del lote b4 como del b8,
coinciden con lo informado para la hFSH (Papkoff, 1967), 1a oFSH (Saxena, 1971), la FSH de
mono rhesus (Matteri, 1992) y la FSH porcina (pFSH) (Steelntan y Segaloff, 1959).

Ahora bien, la banda con Rf de 0,13 puede corresponder a ls LH, pues es muy semejante a
la movilidad relativa para la bLH reportada en otros trabajos (Cheng 1979; Carranza y col.,
1994). Las bandas con Rf de 0.87 y 0.95 podrian corresponder a la albiunina (datos observados
en el laboratorio) o al "Componente d¢ Movilidad Ripida” (FMC) que se ba observado cuando se
analiza la hLH en geles de poliacrilamida en condiciones nativas (Reichert, 1973), el cual puede
ser el resultado del rompimiento proteolitico.

La diferencia en el patron electroforético entre el lote b4 y el b8, se puede deber & que
dichos lotes se trataron de manera diferente en las primeras etapaa de la extraccion de la bFSH.
No seria raro que las bandas de 1a bFSH observadas en estos lotes, con movilidades relativas de
0.34 a 055, constituyeran isoformas de la bFSH, pues se ha demostrado que existe
heterogeneidad de carga para Ja bFSH (Reichert, 1971) y para la FSH de otras especies (Ulloa y
col., 1983; Wakabayashi y col., 1984; Pierce y Parsons, 1981; Parsons y Pierce, 1984),

Por otro lado, de los resultados obtenidos del anlisis en electroforesis en SDS-PAGE, de
1a bFSH purificada de los lotes b4 y b8, se aprecia que hay semejnl;u en el patron electroforético
(Figs. 14 y 30),

Con estos patrones electroforéticos se podria pensar que el mondmero de la bFSH estaria
entre 61 y43 kDa y que las subunidades corresponderian a las bandas de 20.4 y 17.9 kDa, pues se
ha informado por varios sutores que ¢l PM de esta hormona esté entre 65 y 32,7 kDa (Wu y col,,
1993; Cheng, 1976; Grimek y col,, 1979).

Las glicoproteinas suclen tener un comportamiento andmalo en presencia de SDS debido
a que éste se une en menor cantidad a este tipo de proteinas, lo que provoca la disminucién en la

relacion carge/masa y esto redunda en la menor movilidad relativa durante la electroforesis y por
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lo tanto se observa un PM aparentemente mayor (Segrest y Jackson, 1972), Para evitar este
problema, se recomienda incrementar Ia concentracion del gel de tal manera que la variable
predominante sea el tamafo molecular. Por esta razén se analizaron las fracciones CM-lab del
lote b4 y la CM-1ab-DEAE-3ab del lote b8, en geles al 15 % en condiciones reductoras y no
reductoras.

Los patrones electroforéticos en estos geles para la hormona purificada de ambos lotes fue
¢l mismo que el observado en geles al 12.5 % (Figs. 15 y 31). Estos resultados permiten concluir
que la cantidad de carbohidratos que contiene la bFSH, no afecta su corrimiento en SDS-PAGE.

Por otro lado, cuando se analizd la bFSH purificada de los lotes b4 y b8, en presencia de
urea, s¢ obtuvo lo siguiente; ‘

Los resultados obtenidos en las electroforesis en presencia de ures, indican que el grado
de desagregacion de la hormona purificada tanto del lote b4 como b8, es muy bajo, o bien, que se
trata de moléculas de la hormona en diferente etapa del procesamiento biosintético.

Si se comparan los lotes b4 y b8 en las electroforesis en presencia y ausencia de urea, se
notard que los patrones electroforéticos son muy similares; las diferencias de corrimiento se
pueden deber a diferencias en el grado de agregacion de la bFSH en cada uno de los lotes.

La banda de 10.83 kDa observada en el lote b4, podria ser el resultado de la protedlisis de
la hormona o bien tratrse de un contaminante.

~ El B-mercaptoetanol no afect6 el patron electroforético en presencia de urea, lo que hace
pensar que los agregados moleculares de la hormona purificada no son el resultado de uniones
covalentes como los puentes disulﬁuo.

Existen controversias pana definir el PM del mondmero de la bFSH, pues mientras Miller y
col. (1987) reportaron un PM de |3 a 20 kDa y Wu y col. (1993) bandas mayoritarias de 19.50 y
15.80 kDa en SDS-PAGE, los mismos autores informaron un PM para la bFSH de 45 kDa
determinado en Sephadex G-100; asi mismo, Grimek y col. reportaron un PM de 37.3 kDa

utilizando la técnica de ultracentrifugacion. Es evidente que el resultado dependera de la técnica
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utilizada para determinar el PM. Una mayor precision de este parametro se tendra con el analisis
de aminodcidos y carbohidratos de Is hormona.

Hay semejanza entre las bandas de alto PM para la bFSH purificada en este trabajo y la
FSH de otras especies; asi, para la oFSH se ha informado un PM que va desde 33 a 21 kDa
(Papkoff'y col., 1967; Grimek y col., 1971), para la pFSH, de 22.9 kDa (Steelman y Segaloff,
1959) y para la hFSH, de 52 a 32 kDa (Reichert y Jinag, 1965; Saxena y Rathman, 1971; Reichert
y col., 1968; Ryan, 1969; Reichert y Lawson, 1973).

En lo que se refiere a Ia fraccién CM-1ab-DEAE-3ab, ésta tuvo reaccién positiva con un
anticuerpo especifico pars bFSH (USDA-S pool-anti bFSH-8), tanto en un Stot-ELISA como en
una inmunoelectrotransferencia. En este wltimo caso, es iniereunte notar que las bandas
reconocidas por dicho anticuerpo fueron las que presentaron mayor PM (102,32, 74.13, 61. 65 y
50.11 kDa), no asi las bandas mayoritarias (17,98, 16.03 y 20.41 kD) (Fig. 34). A este respecto
se podria pensar que estas ultimas bandas no son reconocidas porque aungue corresponden a la
bFSH, podrian estar modificadas en su estructura o bien podrian corresponder a contaminantes.

Es evidente qﬁe Ias bandas de 74.13, 61.65 y 50.11 kDa no son el resultado de
modificaciones durante el proceso de extraccion y purificacién, ya que estas bandas también son -
reconocidas en el extracto crudo y el extracto glicoproteinico (Fig. 34)’,

Dado que también hubo reaccién positiva en el caso de Ia FSH estandar de origeﬂ ovino
(USDA-oFSH-18), se demuestra la similitud antigénica entre la bFSH y Ia oFSH. Esta
observacién no es rara y concuerda con lo informado sobre Ias semejanzas antigénicas existentes
entre diferentes especies de vertebrados (Licht y Bons-Gallo, 1978; Bergor y col,, 1988). En este
. caso, las bandas que coinciden son las de 102,32, 74.13 y 50.11 kD, lo que permite suponer que
1a oFSH estindar también presenté heterogeneidad de masa. Es interesante hacer notar que el PM
reportado para el estindar utilizado es de aproximadamente 22 kDa en SDS-PAGE en
condiciones reductoras, pero en la inmunoelectrotransferencia se reconocieron baudas de mayor

PM, semejantes a las obtenidas para 1a bFSH purificada en este estudio.
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La bFSH purificada en este trabajo, tanto def lote b4 como del b8, tiene actividad
bioldgica segin al bioensayo de Steelman y Pohley (1953).

En el caso de la bFSH obtenida def lote b4, aunque no se determind su potencia bioldgica
-por carecer de estdndar en el momento oportuno- y pese a que el aumento de peso ovirico no
fue espectacular, sino que sélo se observo una tendencia a la linealidad en un intervalo estrecho de
las dosis estudiadas (de 0.125 & 1 pg), se obtuvo un incremento del peso ovirico del 40 al 104 %
coi respecto af testigo y por otro lado cuindo los ovarios se observaron macroscépicamente (Fig,
19)., el desarrollo folicular fie muy evidente

Aunque en las otras dosis estudiadas no se observé tendencia a la linealidad, si fue claro el
aumento de peso ovirico con respecto al testigo; asi, la mayor respuests se observo en las dosis
de 25 y 50 pg con un aumento del peso ovirico de 210 y 232 % con respecto al testigo. Estos
datos demuestran que 1a bFSH en el lote b4, es activa,

Cuando se estudio el aumento de peso ovérico en susencia de hCG, la respuesta fue
minima o casi nuls si se compara con el bioensayo en presencia de hCG. En este experimento,
solo se observé una ligera tendencia a la linealidad en el intervalo de dosis de 1.92 a 7.6 pg. Esta
minima respuesta también quedo apoyada por la observacion macroscopica de los ovarios (Fig.
22) en donde casi no hay diferencias en la morfologia con respecto al testigo.

La diferencia en la respuesta bioldgica entre los lotes tratados con bFSH + hCG y los
tratados con bFSH sin hCG, apoyan la hipétesia de "dos gonadotropinas- dos células’ (Ireland,
1987), Ia cual propone que para que los foliculos se desarrollen adecuadamente, se requicren
tanto de fa FSH como de la LH, asi como de la presencia de las células de la teca y de la
granulosa, '

La bFSH obtenida en el lote b8 es activa con el criterio de Steelman y Pohley (1953); la
hormona mostré un aumento del peso ovirico del 97 %, 114 %y 137 % para las dosis de 1,2 y 4
}g respectivamente, mientras que el estandar utilizado (USDA-oFSH-18), mostré un aumento en
el peso ovirico del 167 %, 270 % y 323 % para dosis de 0.75, 1.5 y 3 pg respectivamente.



La potencia biologica de la bFSH del lote b8, fue de 6,13 X NIHoFSH-S1 y de 9 X
NIHoFSH-S! para los bioensayos de 3+3 y 2+2 respectivamente, mientras que el estandar tenia
una potencia biologica de 656 X NIHoFSH-S1. Es evidente que la hormona purificada cn este
lote, mostré una bioactividad sparentemente baja; sin embargo, cuando se observd 1a morfologia
de los ovarios, quedd claro que la hormona cs activa (Fig.36).

La potencia biologica de la bFSH del lote b8 es el doble que Ia reportada para la bFSH
(EX-169C) (Hsueh y col., 1983). Sin embargo, es menos activa cuando se compara con la bFSH
obtenida por otros autores; Cheng (1976) report6d una ictividnd de 164 X NIH-FSH-S!; Grimek
y col. (1979) reportaron una de 25-30 X NIH-FSH-S1 y Wu y col. (1993) informaron una
potencia para Ia bFSH de 217 X NIH-FSH-S1,

La baja actividad observada para la bFSH de los lotes b4 y b8, se puede deber a que la
pureza de la hormona es muy baje, & que se modificé durante el proceso de extraccidn y
purificacion o a la especificidad de especie. Sin embargo, estos datos coinciden con lo informado
por otros autores (Reichert, 1965; Papkoff, Mahloman y Li 1967; Papkoff'y Gospodarwicz, 1967,
Grimek y col., 1979) quienes también han dicho que la bFSH tiene una bioactividad menor con
respecto a la de otras especies.
| La especificidad de especie es un aspecto importante a considerar cuando se evalia la
bioactividad de una hormona, siendo los ensayos homologos los mis adecuados para dicho
propdsito; sin embargo, no siempre se cuenta con la disponibilidad de los animales como en cl
caso de este trabajo -es muy dificil conseguir bovinos para experimentacion, dado que se trata de
una especie con importancia alimenticia y comerciak, Otra alternativa es utilizar a la rata de
laboratorio ya que es un animal fhcil de conseguir y de manejar. Esta fué la manera de evaluar la
bioactividad de la bFSH purificada en este trabajo. No obstante, es necesario evaluar otros
parimetros en los bioensayos “in viva", como son la medicidn de los foliculos, 1a relacion de las
&iféremcs poblaciones de foliculares yvln determinacién de estradiol, entre otras.

Por otro lado, también seria importante la determinacién de la bioactividad de la bFSH en

bioensayos “in vitro”, tales como; medir 1 actividad de la aromatass, tanto en tejido homoélogo
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como heterdlogo, la utilizacion de marcadores moleculares, como son el ARNm de la subunidad
reguladora de la adenilato ciclasa y la propia medicion del cAMP. Estas son algunas de las
estrategias que ayudarian a fundamentar mejor la interpretacion de la respuesta bioldgica de Ia
bFSH.



CONCLUSIONES

1) Se desarrollo un método de extraccion y purificacion eficiente para la obtencién de fa hormona
estimulante de! foliculo bovina a pantir de glindulas adenohipofisiarias, Mediante ella se obtienen
cantidades razonables (60 mg/Kg tejido) de la hormona, lo que permitira disponer de fa bFSH para

continuar con su caracterizacion bioquimica y biotogica.

2) De los métodos empleados para obtener a la bFSH, aquella con la que se obtuvo un mejor
rendimiento de la hormona consistié de: a) recoleccion de las glindulas de animlaes recién
sacrificados y congelacion en nitrdgeno liquido; b) almacensmiento a -70° C; c) homogeneizacién
en presencia de un inhibidor de protessas; d) extraccion dcida en acetato de amouio 0.005 M pHi

5.1; e) precipitacion etandlica; e) cromatografias en CM-celulosa y DEAE-celulosa,
3) El rendimiento de la bFSH parcialmente purificada (fraccion CM-lab) fue de 63.8 mg de

proteina por Kg de tejido para cl lote b4 y de 183.6 mg de proteina por Kg de tejido pars el lote
bs.

4) El rendimiento de la bFSH repurificada (CM-1ab-DEAE-3ab) fue de 60 mg de proteina por Kg

de tejido.
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5) Con electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes, la bFSH
purificads mostré heterogeneidad en el patrén electroforético, con una movilidad relativa para la
hormona del lote b4 de 0.46 y 0.55 y para s hormona del lote b8, de 0.34, 0.40, y 0.48. Esta

movilidad es muy semejante a la de 1a hFSH, oFSH, pFSH y FSH de mono,

6) Con electroforesis en geles de poliacrilamids en condiciones desnaturalizantes, la bFSH
purificada tanto del lote b4 como del b8, mostraron heterogeneidad de masa. El PM probable pars

¢l monémero de la bFSH purificads puede estar en el rango de 61 & 50 kDa.

7) La bFSH del lote b8 es reconocida por un anticuerpo contra bFSHB en un "western-blot”. Las
bandas detectadas fueron tuvieron una masa de: 102, 74, 61y 50kDs de la

8) Tanto |a bFSH purificads del lote b4 como del lote b8 son activas en un bioensayo heterélogo,
segun el criterio de Steelman y Pohley (1953). La potencis biologica para la bFSH del lote b8 fue

de 6.13 X NTHoFSH-S! en un bioensayo balanceado 3 + 3,
9) Es necesario analizar la actividad bioldgica de la bFSH utilizando otros criterios diferentes del

peso ovérico, como son la produccion de estradiol, asi como la cuantificacién y/o medicién de los

foliculos, entre otros.

98



APENDICE

Solucidn A}

Acido clorhidrico (HCI) IN 48 m
TRIS (Hidroximetil sminometano) 363 g

N,N,N'N-tetrametilendiaming (TEMED)  0.230 ml
Después de ajustar ¢l pH a 9.4, se lievé a 200 ml con agua.

Solucion Aj.
Acrilamida 28 g
N,N-metilen-big-acrilamida  0.735 g
Después de disolver, se llevd a un volumen final de 100 mil con agua y se filtrd en papel filtro
| Whatman No. 1.

Solucion B
HCIIN 48 ml
TRIS 5.989 g
_TEMED 046 mi
Después de ajustar el pH a 7.4, se aforé a 100 mi con agus.
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Solucién C
Persulfato de Amonio at 0.14 %

Solucién D,
Acrilamida 10 g
N.N-metilen-bis-acrilamida 2.5 g
Después de disolver, se llevd a un volumen final de 100 mi con agua y se filtrd.

Sohucidn E
Riboflavina al 0.004 %

Gel de ls nuestra
Se prepard igual que o gel concentrador.

Amortigusdor de corrids § X

Cimara inferior

TRIS I g

Ghicina (Gly) 144¢g

Después de ajustar ol pH 2 8.3, s¢ aforé a 11con agua.

Cimars superior
TRIS 3
Gly W5g



Después de ajustar el pH a 8.3, se aforé a 11 con agua. Para correr las electroforesis, se

ailadieron 5 ml de azul de bromofenol al 0.005 %.
Preparacion de los geles

Gel resolvedor.- Se mezclaron 6.5 ml de Ia solucién Ay con 6.5 ml de la solucion Ay y se
desgasifico en un matraz kitazato durante 10 minutos. Después se agregaron 13 ml de Ia solucidn
C ¢ inmediatamente se aplicé a los tubos. Para evitar la formacion de menisco se aiiadié un poco
de agua sobre la solucién de gel y se dejé poMero durante aproximadamente 45 minutos,

" Gel concentrador.- Se mezclaron 1.5 ml de la solucién B con 3 ml de la solucion D y LS mlde
fa solucién E. Se désglsiﬁcé en un matraz kitazato cubicrto con papel aluminio durante 10
minutos, Después se aplicé ripidamente a los tubos; en este caso también se afadi6 agua sobre la
solucion y se dejo polime‘riunik .durante 20 minutos en presencia de luz natural o con un
negatoscopio. V
Las muestras se resuspendieron en 100 pl de solucion para gel concentrador e inmediatamente se
aplicaron a los tubos; para evitar el menisco se agregd un poco de smortiguador de corrida sobre
las muestras.. |
La electroforesis se comid a corriente constante: 1.5 mA por gel (en el concentrador) y 3 mA pol'
gel (en ol resolvedor). Al finalizar la corrida, se midi6 la longitud del gel y del frente del colorante.
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Procedimiento segin Laemmli (1970).
Solucion A
Acrilamida 50 g

N,N-metilen-bis-acritamida 1.32g
Se disolvid y llevd & un volumen final de 165 ml cou agua.

Solucién B
TRIS 1817 g
Dodecil sulfato de sodio (SDS) &l 10 % 4 ml
Después de disolver y ajustar el pH a 8.8, se aford a 100 ml con agua.

Solucion C

TRIS 6.06g

SDSal10% 4 ml

Después de disolver y sjustar et pH a 6.8, se aford a 100 ml con agua.

Solucién D (3 X)
Amortiguador de corrida.
TRIS ¢ [}

Gy 432 g
SDS 3 8

Después de disolver y ajustar el pH a 8.6, se llev6 s 600mi con agua.
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Solucion £

Amontigusdor de la muestra
Condiciones reductoras Vol. ().
Solucidn C 1.25
SDSal 10% , 0.1
Glicerol i

Azul de bromofenol 210,05 % 0.4
B-mercaptoetanol al 10 % 1

Estos reactivos se mezclaron y se llevaron a un volumen final de 10 ml con agus.

Condiciones No Reductoras  Vol. (ml)

Solucion C 125
SDSal 10% 0.1
Glicerol 1

Azl de bromofenol sl 0.05% 04

Estas sustancias se mezclaron y se Hlevaron a un volumen finad de 10 ml con agus.

Solucion F
Persuifato de amonio al 10 %

Las proporciones de cada solucion para preparar el gel resolvedor al 12,5 % y al 15 %, fuscron lss

siguientes:
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Concentracion  12.5% 15%

Vol. (ml)
Sol.B 15 15
SolA 25 3.0
H0 2 LS
TEMED 0.005  0.00
Sol.F 002 002

Preparacion del Gel Concentrador al 4 %,

Vol. (ml)
Sol. C 0.63
Sol. A 0.33
Agua 1.54
TEMED 0.0025
Sol. F 0.0125

Tratamiento de las muestras:

a) En condiciones reductoras: las muestras se llevaron a un volumen de 20 a 40 pl con el

amortiguador de la muestra (Sol.E) en presencia de B-mercaptoetanol y se calentlroﬁ en baiio

maria a 92 C durante 5 a 10 minutos,

b) En condiciones no reductoras: el tratamiento de las muestras fue similar que en condiciones

reductoras, excepto que et este caso, el amortiguador de la muestra (Sol. E) ao contenia 8-

mercapto-etanol.
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Tincion de Geles,
Azul brillante de Coomassie R-250  0.02 %

~ Acido Acético 100 %
Isopropanol 25 %
Decoloracitn de Geles.

Acido acético 10 %
Isopropanol 10 %

Slot-ELISA
; a) Amortiguador de fosfatos (PB 0.5 M)
Solucton A
‘ Fosfato de sodio monobisico 345g
(NaH;PO4.H;0)
Aforar a 50 ml con agua.
Solucién B
Fosfuto de Sodio Dibisico 1278 g
(NazHPOY)
Aforar a 180 ml con agua,

Para obtener una soluctén de PB 0.5 M pH de 7.4, se mezclaron 38 ml de Ia solucién A con 162
mldelaB.

b) PBS 0.05 M
Se diluyd diez veces la solucion de PB 0.5 M y se afiadio NaCl 0.14 M.
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c) PBS-Tween
PBS 0.05M
Tween 0.3 %

d) PBS-Albimins sérica bovina (BSA)
PBS 0.05 M
BSA 3 %

¢) Solucién reveladora
4-cloro-1-naftol " 30 mg
Metanol 10 ml
PBS 50 ml
Peroxido de hidrogeno 30 % (H;0;)  0.05 ml

. f) Papel do nitrocelulosa Bio-Rad con un tamafio de poro de 0.45 pm
) Primer anticuerpo contra bFSH-8 (USDA-5-pool).
h) Segundo anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa (Bio-Rad).
i) Cimara Hybri-Slot (BRL).
Procedimiento
Aplicacién de h muestra.- Después de humedecer el papel de nitrocelulosa con PBS 0.05 M, se

‘colocd en Ia cimara Hybri-Slot y s sect con vacio durante 3 minutos, Se aitadieron 100 ng de la

bFSH obtenida de h'q)éﬁniﬁ congeladas, disuefta en 100 pl de PBS 0.05M y s¢ prM a secar

durante un minuto.

106



" Bloqueo.- Se realizd con 200 pl de PBS-BSA, durante 15 horas a 4 C. Luego se sect durante
aproximadamente 3 minutos y se hicicron varios lavados con 200 il de PBS-Tween.

Incubacion

1:5000; 1:10 000; 1:20 000 y 1: 30 000, La incubacitn se mantuvo durante 3 horas a 4 C.
Lavados.- Se hicieron 3 lsvados con PBS-Tween y 2 con PBS 0.05 M, de 10 minutos cada uno.

Incubacién con Segundo Anticuerpo Conjugado con Peroxidasa.- Se aiadieron 200 pl de este
anticuerpo, diluido 1:500 en PBS-BSA y se incubé durante 1 hora a 4 C. Después se repitieron

los lavados como se describe anteriormente.

Revelado.- Se preparé el revelador fresco y se vacié en un recipiente limpio. Luego se colocé el
papel de nitrocelulosa en el revelador y se agitd manualmente hasts observar la reaccion positiva,

La reaccion se pard con varios lavados de agua desionizada,

Inmuncelectrotransfesencia,
| a) Papel de nitrocelulosa de 0.45 pm (Blo-Rad).

b) Amortiguador de transferencis, pH 8,3,
TRIS (Tris[hidroximetil}smmino-metano) 25 mM.
Gly 192 mM
Metanol 20 %

¢) PBS 0.05 M, PBS-Tween, PBS-BSA y solucion reveladora,
Se prepararon de s misma manera que para el Slot-ELISA,

d) Primer anticuerpo contra bFSH-8 (USDA-5-pool).
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¢) Segundo anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa (Bio-Rad).
f) Céimara para geles en placa Mini-Protean Il (Bio-Rad).

) Cimara para transferencia Mini Trans-Blot (Bio-Rad),
Procedimienlo

Después de realizar una electroforesis en SDS-PAGE al 12.5 % en condiciones reductoras, se
Hevé a cabo la transferencia en papel de nitrocelulosa en las siguientes condiciones: 200 mV
durante L hors a 4 C,

Blogueo.- Para evitar reacciones inespecificas con el primer anticuerpo, la membrans de
nitrocelulosa se saturd con PBS-BSA 3 %, , duraate 15 horas aproximadamente.

Incubacion con el primer anticuerpo (Anti bFSH-8-USDA-pool-5).- Esta se llevé a csbo con ¢l
anticuerpo dituido 1:500 durante 24 horas sproximadamente s 4 C,

Lavados.- Se hicieron 3 tavados con PBS-Tween y 2 con PBS, de 10 minutos cada uno.
Incubacion con el segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa.- El segundo anticuerpo se
diluyd 1:500 y se incubd por 20 horas aproximadamente 8 4- C. Luego se hicieron lavados como
se memnciona anteriormente,

Revelada.- Este se levo a cabo como se describe para el Slot-ELISA.
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