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La relaxina (RLX) de coneja es una lormona prateica con un P.M. de 7.200 d, T cual esta constituida por dos cadenas polipeptidicas (A v
B) unidas por dos entaces disultiro, Enwre sus efectos bioldgicos estin Ta elongacion del ligamento interptibico. la inhibicion de las
contracciones uterinas durante a gestacion v el reblandecimiento del eérvix durante ¢l panta. La placenta es la fuente principat de la
produccion de RLX en la coneja {también es producida por el endametrio durante la gestacion). Aunque esta hormona fue descubienta en
el suero de conejas prefiadas, no se habfa aplicado ningin método pars purificarla, quizas debido a su biga concentracion cn comparacién a
otras fuentes (placenta y endometrio). Sin embargo, ain cuando en el suero su concentracion es baja, ¢s el que presenta fa mayor
bioactividad (10 GPU/ml) de todas Tas especies estudiadas, por lo que se considerd adecuado desarrollar un método para purificar esta
hormona.

Se procesaron dos lates de sucro de concja prefada (SCP) de entre Tos dias 25 a 30 de gestacidn, etapa en que I hormona estd en s
mixima concentracion. El lote 1 de 126 ml se procesé de acuerdo a la téenica original de Brenner y col. (1985) (especial para suero de
mujer embarazada), la cual consiste de una deslipidizacién, una extraccion y una diilisis, para obtener un sobrenadante 4 (Snd) como
producto final, al que estos investigadores denominaron péptido semejante a la relaxina. Para el fote 2 de 560 mi se realiziron algunas
modificaciones con el fin de mejorar la bioactividad y ¢l rendimicnto, Estas modificaciones consisticron en: 1) Aplicar un inhibidor de
proteasas (P. M. S. F.), 2) Siliconizar ¢l material de vidrio 3) Realizar ¢l procedimiento a 4 °C'y 4) Aplicar la cromatografia en Sephadex
G-50 (fina).

Para identificar y determinar la potencia de la homona contenida en cada uno de los productos (Sn2, Sud y Fx-Sephadex) que se
obtuvieron durante la purificacion de relaxina de ambos lows. se realizo con ¢l bioensayo de la inhibicion de las contracciones uterinas
espontdneas en ratonas BALB/c de 4 semanas de edad (prepiiberes) previamente sensibilizadas con 5 pg de ciclopetilpropionato de
estradiol (CPE). EI efecto inhibitorio se basd en la disminucion de las frecuencias y/o amplitudes (porcentaje de inhibicion) de las
cantraceiones uterinas espontdneas, después de que se aplicaron por separado cada uno de los productos y ¢l estindar de relaxina porcino
(3000 GPU/mg).

El bioensayo de la elongacion det ligamento interpabico se realizé en ratonas BALB/e previamente sensibilizadas con § pg de CPE en ¢l
dia 0. En ¢l dia 7, se les inyectd la solucion problema (sucro de coneja prefada, progesterona o insulina) y 18 horas después se
sacrificaron. Se Tes midid ¢} ligamento interpiibico (por transiluminacion en un microscopio estercoscopio). Este bioensayo se realizd de
acuerdo a los siguientes parimetros: 1) La edad del animal, en vatonas de 4 (prepuber), 6 (prepiber) y 9 (piber) semanas de edad. 2)
Reproducibilidad. 3) Sensibilidad, con volimenes crecientes de SCP (RLX) de 252 400 pl. y 4) Especificidad, para comparar el efecto del
SCP (RLX) con la progesterona o insulina,

Con el Sn2 (extracto Acido-ncetona) del lote 1 se obtuvo un rendimiento de proteina del 15.4 %, ¢l cual mejord en e} lote 2 que fite del 40
%, pero no se detectd bioactividad en ningunto de los dos lotes. Con ¢l Snd (producto de la didlisis) of rendimiento también mejord : de
1.1 % para el Jote 1 y de 2.4 % para el lote 2. Ademés con este producto sf se detectd bioactividad y mejord al doble: de (.15 GPU/ng
para el Jote 1y de 0.3 GPU/mg para el lote 2. La inhibicion de las contracciones uterinas espontdneas también mejord: de 44.9 % para l
lote 1 y de 90 % para e} lote 2. Con e} Snd del lote 2 que se pasé por cromatografia en Sephadex G-50 (fino), se obtuvo un producto (Fx-
Sepliadex) con una potencia hioldgica de 1.9 GPU/mg, o sea que se logrd mejorar 6.3 veces (de 0.3 GPU/mg en el Snd a 1.9 GPU/ng en
el producto Fx-Sephadex) y con una inhibicién de las contraceiones uterinas de} 90.1 %. Sin embargo, ¢l rendimiento fue muy baja
(0.01%) por lo que ya no se aplicé otro paso mds de purificacion (por carboximetilcclulosa) para mejorar ain mds la bioactividad. Se
puede concluir que con las modificaciones que se introdujeron, se lograron mejorar tanto fa bioactividad comeo ef rendimiento (aunque no
fue asf para la Fx-Sephadex), Sin embargo, ¢f producto final Fx-Sephadex; se puede considerar como un péptido semejante a la
relaxinn, puesto que solo se le determin la caracterizacion bioldgica,

Por otro lado, con el bioensayo de la elongacion del ligamento interpitbico la mayor longitud (de 1.13 £ 0,06 mm) se observd en ¢l grupo
CPE + SCP (RLX) en las ratonas de 4 semanas de edad en comparacion a: 1) Los otros grupos experimentales (grupo control 0.25 £ 0.05
mm; grupo SCP (RLX) 0.3 £ 0.05 mm y grupo CPE 0.6+ 0.06 mm) y 2) A las ratonas de 6 y 9 semanas de edad, en las cuales no hubo
diferencia significativa entre ¢l grupo tratado con CPE y el tratado con CPE + SCP (RLX). El efecto de una mayor longitud fue
reproducible en las ratonas de 4 semanas de edad, en los tres experimentos realizados: 1.13 £0.06 mm, 1.03:0.06 mm y 1.00 £ 0.06 mm.
Ademds el ligamento respondié de manera proporcional a volimenes crecientes de SCP (RLX): 0.89 4 0.09 mm con 50 pl, 1.13 £ 0.06
mmcon 100 pi, y 1.56  0.02 mm con 200 pl. Cuando se comparo el efecto de SCP (RLX) con ¢l de Ia progesterona ¢ insuling, al parecer
este efecto se debe ala RLX contenida en el SCP v no a la progesterona o insulina. Puesto que la progesterana también se encuentra en
altas concentraciones durante la gestacién y también acttia sobre Ia clongacion del ligamento interpibico, solo que su efiecto es inhibitorio.
Aungque Ia insulina estructuralmente cs semejante a la relaxina, no tiene el mismo efecto.

Este bioensayo se estandarizo, con el fin de utilizarlo con la relaxina de ovarios de cerda prefiada, pero debido a que no se consiguicron, se
dejan establecidos los parimetros para futuras purifieaciones de relaxina de este tejido, del cual se puede obtener un buen rendimiento y
una buena bioactividad. Sin en cambio con la RLX que sc obtuvo del SCP solo se pudo aplicar al bioensayo in vifro de la inhibicion de las
contracciones uterinas espontineas porque es mds sensible y por lo tanto titil para el SCP donde Ia relaxina tiene baja concentracion pero
buena bioactividad,






AMP: Acido fosforico adenosin 3', 5’ ciclico
ATP: Adenosin trifosfato

Ca®: Calcio

CaCl,: Cloruro de calcio

CPE: Ciclopentilpropionato de estradiol
Exto:: Extracto

Fx-Sephadex: Fraccién Sephadex

GPU: Guinea Pig Unit

KCL: Cloruro de potacio

I: Insulina humana recombinante

MLCK: Cinasa de la cadena ligera de la miosina
MgCl,: Cloruro de magnesio

NaCl: Cloruro de sodio

NaHCO;: Carbonato de sodio

P4 Progesterona

p.l: Punto isoeléctrico

P.M.: Peso molecular

PMSF: Fenilmetilsulfonilfluoruro

Pp0: Precipitado 0

Pp1: Precipitado 1

Pp2: Precipitado 2

Pp3: Precipitado 3

Pp4: Precipitado 4

Prot.: Proteina

PN: Pesojvolumen

RLX: Relaxina

SCP: Suero de coneja prefiada

SCP (RLX): Suero de coneja prefiada que contiene relaxina
Sn1; Sobrenadante 1

Sn2; Sobrenadante 2

Sn3: Sobrenadante 3

Sn4: Sobrenadante 4

St-RLX: Estandar de relaxina porcino (3,000 GPU/mg)






I.- RELAXINA DE CONEJA.

La relaxina (RLX) fue descubierta en el suero de coneja prefiada (SCP) y fue este animal en el que se detectd I
mayor bioactividad en el suero de todas las especies estudiadas (Tabla I). Esta situacién permitié concentrar la
hormona y determinar el perfil de bioactividad durante Ia gestacion de la coneja, por medio del bioensayo de la
palpacion de la sinfisis pubica en la cobaya (disefiado por Abramowitz, Money, Zarrow, Talmage, Kleinholz y
Hisaw, 1944).

Con este bioensayo se encontré que Ia relaxina se detectaba desde el tercer dia de la gestacion, después la
hormona aumenta rapidamente entre los dias 12 Y 24, y se mantiene en un nivel constante hasta el final de la
gestacion. En el dia1 postpario, hay una disminucion pronunciada hasta que la relaxina desaparece

Tabla 1. Bloactividad aproximada de la relaxina en el suero de varias especles
(Tomado de Sherwood, 1994),

Bioactividad

{GPUM)

0.3
158
0.001b
0.1qb:
04b
0.52

10.08
202
0.24.02
Detectabled
0.0010.002b
0,001-0,0025
00010035

a: Determinada con el bioensayo de la palpaclén de la relajacion de lasinfisls
publca (Abramowitz y col., 1944),

b: Determinada con el bloensayo de la elongaclén del llgamento Interpliblco
(Stelnetz, Beach, Kroc, Stasliil, Nussnaum, Nemith y Dunn, 1960).

de la sangre 3 dias después (Figura 1 A) (Mardner y Money, 1944). En 1953 Zarrow y Rosenberg informaron de
resultados similares. Estos hallazgos fueron confirmados posteriormente por radioinmunoanalisis, por Lee y
Fields (1991), quienes detectaron Inmunoactividad de relaxina en Ia sangre periférica de conejas prefiadas.
Durante la gestacion la relaxina se detectd en el periodo de preimplantacion (dfas 4-9), se alcanza el maximo
nivel en el dia 15 y permanece asl hasta el dia 32 (parto), después disminuye abruptamente en el dia 1



postparto, y se mantiene a niveles detectables durante la primera semana postparto (Figura 1 B). La relaxina no
se detectd en las conejas pseudoprefiadas y en las no prefiadas, ni en los machos. El gran aumento de los
niveles de relaxina en la sangre entre los dias 15 a 20, se relaciona con e! periodo en el que sucede el desarrollo
de la placenta, mientras que la calda brusca de relaxina (dia 32) coincide con la expulsion de la placenta en el

momento del parto. El endometrio es la fuente de los niveles bajos de relaxina durante el inicio de la gestaciony

la lactancia.
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Flgura 1. Perfil de bioactlvidad (A) e Inmunoactividad (B) de relaxina durante la gestacidn y después del parto en fa coneja
(Tomado de Mardner y col,, 1944; Lee y Flelds, 1991).

La ovariectomia (en el dia 13 de la gestacion) no influye sobre el perfil de relaxina inmunoactiva, por lo tanto el
ovario no es una fuente significativa de relaxina en la coneja (Lee y col. 1991).

Eldridge y Fields (1986) demostraron que la placenta de conejas prefiadas es el tejido que produce la relaxina
(Tabla I1), aunque no es el tnico anmal donde este tejido s la fuente de la relaxina. También se ha detectado
en la placenta de la vaca, gata y humano. En la coneja la relaxina se detecté epeclficamente en los granulos de
secrecion del sinciciotrofoblasto placentario por medio de técnicas inmunohistoquimicas (Lee y col. 1990).

La presencia de relaxina durante el periodo de preimplantacién es diferente en otras especies (gatas, yeguas,
ratas y cerdas), en las cuales la hormona no se ha detectado, si no hasta después de la implantacion. Aunque
los niveles plasmaticos fueron bajos durante este periodo, estos datos coinciden con la refaxina inmunoteriida
en el endometrio de conejas prefiadas. Puesto que la relaxina provoca la inhibicion de las contracciones



uterinas, remodela e tejido conectivo, aumenta Ia vascularizacion y aumenta el tamafio del Utero (efecto
uterotréfico), quizas sea sintetizada para Preparar el tejido uterino y permitir que los blastocistos se implanten
adecuadamente (Lee y col., 1991).

Fields, Fields Jr. y Larkin (1982), purificaron por primera vez |a relaxina de placentas de conejas prefadas, las
cuales se homogeneizaron (acetona 5 %-agua 2.83%-HC) 017 % viv) a 4 °C, el extraclo se sometio a
cromatografia en Sephadex G-50, después se pasd por cromatografia de intercambio idnico (CMC)y obtuvieron
un rendimiento de 30 mg/kg de placenta, una actividad especifica de 15 GPU/mg y un punto isoeléctrico de
aproximadamente 10.5. Mas tarde en 1985, estos investigadores volvieron a purificar la relaxina de placentas de
coneja modificando su tecnlca: agregaron inhibidores de proteasas y otro paso mas de purificacion (después de
laCMC), con cromatografia en Sepharosa CL4B. Obtuvieron una relaxina altamente pura y con un rendimiento
de alrededor de 12 mg/kg de placentas. Las electroforesis en placa bajo condiciones reductoras y no
reductoras, indicaron que la relaxina de coneja tiene un peso molecular de aproximadamente 7,200 d, esta
constituida por dos cadenas (A'y B) de tamario similar y estén unidas por dos enlaces disulfuro, La relaxina de
coneja (23 GPU/mg) fue mucho menos activa que la relaxina porcina (3,000 GPU/mg) en el bioensayo in vitro

Tabla Il. Bloactividad aproximada de relaxina en diferentes tefidos en |3
coneja (Tomado de Lee Flelds, 1990),

Bioactividad

GPUIn ¢ my,

cual tiene una bioactividad de 3,000 GPU/mg (Eldridge y Fields, 19885),



Il.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los objetivos del Banco de Hormonas Proteicas de Origen Animal, del Centro de Neurobiologia-UNAM
es. proporcionar hommonas proteicas y sus correspondientes sistemas analfticos (por ejemplo
radioinmunoanéiisis) a los veterinarios del pals para realizar estudios fisiol6gicos. En esta ocasién, se habia
planteado como objetive la purificacién de la relaxina porcina, pero debido a que no se obtuvieron los ovarios
de cerda prefiada, se cambio el objetivo original, por el de la purificacién de la relaxina a partir del suero de
coneja prefiada.

La obtencién de la relaxina porcina era muy importante por su gran bioaclividad en comparacién a las
relaxinas de otras especies (Tabla X). Ademéas de que se obtiene con buen rendimiento y por su accién
uterotréfica (Hisaw y Hisaw Jr., 1964). La accion uterotréfica consiste en el aumento del tamafio del dtero, lo
que permite la implantacién de un mayor nimero embriones en las cerdas primerizas, las cuales tienen
pérdidas de embriones por tener un (tero pequefio. De esta manera aumenta el tamaiio de la camada, lo cual
es muy importante para los fines de produccion animal (Anderson, 1985; Hall, Cantley, Day, Anthony, 1980).

A pesar de que en la coneja se detecté la mayor bioactividad (10 GPU/ ml) de relaxina circulante, solo se
habfa concentrado, pero no se ha aplicado ningtn método para purificaria a pattir de esta fuente. En cambio,
con otros liquidos biolégicos como el suero de mujer prefiada y plasma seminal humano , se han aplicado
técnicas para obtener la relaxina parclaimente pura, a pesar de que esta homona tiene una bioactividad y
concentracion muy bajas: 0.001 GPU/ml y 800 ng/ ml para el suero de mujer prefiada y 2 ng/mil para el plasma
seminal del hombre. La obtencién de relaxina de estas fuentes en el humano, se considerdé como una
altemativa, ya que es muy dificil obtener ovarios de mujer gestante o de la prdstata en el hombre (tejidos que
producen la relaxina), para purificar la hormona (Brenner, Lessing, D'Elleto y Weiss, 1985, Lessing,
Schoenfeld, Amelar, Dubin y, 1985; Loumaye, De Cooman y Thomas, 1980; Essig, Schoenfeld, D'Eletto,
Amelar, Dubin, Steinetz, O'Byme y Weiss, 1982; Weiss, Goldsmith, Schoenfeld y D'Elleto, 1986).

Como ya se meciono anteriorments, la relaxina de coneja ya se purifico de placentas y se obtuvo con una
buena bioactividad y huen rendimlento con la técnica de Fields y col. (1985), la cual incluye el sacrificio del
animal y el suero no se utilizé como otra fuente mas de relaxina. Por lo tanto, nosotros consideramos que es
maés accesible obtener |a relaxina del suero, ademas de la placenta. Puesto que estos animales si se pueden
sacrificar, alin estando gestantes y asi resolver el problema de conseguir los ovarios de cerdas gestantes, los
cuales son muy dificiles de obtener porque los criadores no sacrifican sus animales en estas condiciones.
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.- OBTENCION DE RELAXINA DEL SUERO DE CONEJA PRENADA

Se procesaron 2 lotes de suero de coneja prefiada por separado: uno de 126 ml (suero hemolizado) y el otro de
560 ml. El lote 1 se proceso de acuerdo a la técnica de Brennery col. (1985), quienes a partir de suero de mujer
embarazada, aplicaron una deslipidizacion, extraccidn y dialisis, para obtener un péptido semejante a la
relaxina (Sn4). Con el fin de mejorar la bioactividad y el rendimiento, se realizaron algunas modificaciones para
¢l lote 2, como son:

1) Siliconizar todo el material de vidrio del laboratorio, para que la relaxina no se adhiera a las paredes y evitar
pérdidas de la hormona durante la purificacion.

2) Aplicar el inhibidor de proteasas P.M.S.F. (fenilmetilsulfonilfiuoruro) al 2 % (p/v).

3) Realizar todo el procedimiento a 4 °C.

4) Aplicar otro paso mas de purificacion por Sephadex G-50.

1.- RECOLECCION DE LA MATERIA PRIMA

Conejas adultas albinas Nueva Zelanda de 34 kg se cruzaron, considerando e! dia del coito como el dia 0. Los
animales se mantuvieron bajo condiciones controladas, con ciclos luz-obscuridad 12-12 hrs, agua y alimento ad
libitum. Entre los dias 24 a 30 de gestacion (periodo en el que la relaxina esta en su méxima concentracién), se
sangraron a blanco, bajo anestesia con 45 mg/kg de pentobarbital sédico y 40 mg/kg de clorhidrato de
quetamina. La sangre total se centrifugé a 2000 g para separar el suero, el cual se congelo a -72 °C, hasta su

uso.

2.- DESLIPIDIZACION

El suero se descongeld y se aplicaron secuencialmente gota a gota 10 volimenes de acetona, seguido de 10
volimenes de hexano y luego se agregaron otros 10 volimenes de acetona. Los disolventes se aspiraron del
precipitado que se formo, después de mezclarse constantemente por 30 min. El precipitado obtenido (Pp0), se
filtré en papel Whatman # 1(se remojd previamente en albimina bovina al 1 % de Sigma, St. Louis, M. O.) sobre
un embudo Buchnner y se dejd secar bajo la campana de extraccién toda la noche. La albumina bovina se
utilizd para limitar la adsorcion de relaxina al material de laboratorio. Una vez que el precipitado se secd, se
moli6 utilizando un mortero frfo y se obtuvo un polvo al que se le llamé precipitado 0 molido (Pp0 molido).

3.- EXTRACCION

La relaxina se exirajo de este Pp0 molido, con una solucion de HC| 0.1 N-acetona (v/v), se agregaron 4 ml de
esta solucion por cada gramo de polvo. Después de mezclar manualmente para deshacer los grumos, la
mezcla Acido-acetona-Pp0-molido se colocd sobre un agitador automético por 10 min y se centrifugd por 60 min
a 2,600 g. Se obtuvo un sobrenadante 1 (Sn1), el cual se almacend a -20 °C toda la noche y se centrifugd por
60 min a 2,500 g. El sobrenadante 2 (Sn2) del lote 1 se evapord lentamente a 1/10 su volumen, bajo campana
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de extraccion y bario Marla a 40 °C (no se contaba con un rotavapor). El Sn2 del lote2 se evaporé rapidamente
con un rotavapor a 38 °C a 1/10 del volumen total. En seguida, se diluy6 con agua desionizada y se liofilizo. El
producto liofilizado, se mezclo con acido acético glacial 0.01 N. Esta solucion se centrifugd a 2500 g por 30 min.

y se obtuvo un tercer sobrenadante (Sn3).

4.- DIALISIS

El $n3 se colocd en una holsa de didlisis con limite de exclusion de 3,500 d (se remojé previamente en
albtimina bovina al 1 %) y se dializo contra &cido acético glacial 0.01 N. Después de la dialisis, la solucion se
centrifugd por 15 min a 1,200 g, obteniéndose un cuarto sobrenadante (Snd4) que se liofiliz6 y al que Brenner y
col. denominaron péptido semejante a la relaxina, .

Alos Sn2’s y Snd’s de ambos lotes, se les determino la bioactividad con el bioensayo de la inhibicion de las

contracciones uterinas espontaneas en ratona de 4 semanas de edad (Tabla i),

5.-PURIFICACION

Cromatografia en Sephadex G-50 (fino)

Este paso de purificacion solo se realizo para el Sn4 del lote 2. La insulina humana recombinante (Humulin P.M.
6,000 d) se utilizd como un estandar de peso molecular, puesto que es similar al de la relaxina de coneja (7,200
d). Primero se aplicd 1 mi (100 U.1.) de insulina, la cual se mezcld con 2 ml del amortiguador de corrida (acetato
de amonio 0.1 M, pH 6.8) y después de que se obtuvo su volumen de elucidn, la columna se lavd con el mismo
amortiguador para aplicar el Sn4 (125 mg de proteina disuefto en 6 ml de amortiguador). La columna de
Sephadex G-50-fino (Pharmacia; LKB Biotechnology, Piscaway, NJ) se equilibré con el mismo amortiguador, se
colectaron fracciones de 3 mly se desarrollé a un velocidad de flujo de 34 mlthr con una bomba peristaltica,

La fraccién en la que se detectd bioactividad de relaxina con el bioensayo de la inhibicion de las contracciones
uterinas, se llofilizd y se le denominé fraccion Sephadex (Fx-Sephadex).

Para determinar el rendimiento de cada uno de los productos (Sn2, Snd y Fx-Sephadex) de ambos lotes, se
realizé la cuantificacién de protelnas seglin el método de Bradford (1974) con una curva patron de albimina

sérica bovina y en concentraciones de 2-20 pg/mi (Bio Rad).



Resumen de los procedimientos para purificar relaxina del suero de coneja prefiada de los lotes 1y 2.

TECNICA DE BRENNER MODIFICADA
Lote 2: 560 ml
Realizadoa4°C

“Sn

SCP més PMSF al 0.2%
DESLIPIDIZACION
10 Vommenis de acetona
10 Voldmenr de hexano

10 Voltimenes de acetona

Pp0 Filtrar en papel Whatman No. 1 sobre un
Buchnner, dejar secap y moleren mortero.

EXTRACCION
Pp0 molido: HCI 11 M-acetona (v/v)

Mezclar mgnualmente

aticamente

Mezclar aut

SnY; Aimacenara - 0° C toda fanoche

Centrifugar a 2 5 0gx60’
Pp2

Sn2: Evaporar répldamente a110el volumen
total, difuir con agua deslonizada, liofilizar y
- disolver con ac.aftico glacial 0.01N -

Centrifugar a 2,500 g x 30°

Pp3
iélisis contra ai acético glaclal 0. 01 N

Centrifugar a 1, chi
@ / -

Sné: lof lizar

| Sephadex G-50 (ﬁno) Fx-Sephadex
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I1.-BIOENSAYOS
1.- BIOENSAYO DE LA INHIBICION DE LAS CONTRACCIONES UTERINAS
ESPONTANFAS

A) Procedimiento

Este hioensayo se realizd de acuerdo a la técnica de Kroc y col. (1959). Se utilizaron ratonas BALB/c de 4
semanas de edad, las cuales se mantuvieron bajo condiciones controladas de luz-obscuridad (12-12 hrs) y con
alimento y agua ad /ibitum. En el dia 0, se les inyecté subcutaneamente § pg de ciclopetilpropionato de
estradiol (CPE) en 0.1 ml de aceite de cacahuate de Sigma Chemical Co. ( St. Louis, MO). En el dia 7, se
sacrificaron por desnucamiento y se disecé el ttero (dehe de estar hinchado, si no se descarta). Se corté cada
cuemo ulerino, se quitaron los extremos y se dejo una tira de aproximadamente 1 cm de longitud. Los
segmentos uterinos se colocaron en una cdmara para tejidos aislados, la cual contenfa 10 m! de solucion
Ringer. Esta solucién estaba compuesta de (mM): NaCl 120; KCI 4.6; NaHCOg 20; KH,PO4 1.2; MgClp 1.2;
CaClp 2.5 y glucosa 11.5 (Lab. J. T. Baker, México). La solucion se mantuvo a 37 °C, aereada con § % de
CO2y 95 % de Op y con un pH de 7.4.

La actividad uterina se registré isométricamente con un transductor de tension (FTO3 Grass) conectado a un
poligrafo Beckman modelo R611. Los segmentos uterinos se somelieron a 1 gr de tensién y se estahilizaron
durante 1 hr, para que se equilibraran las contracciones ulerinas. Se realizaron lavados continuos con la
solucién Ringer.

B) Diseio experimental

Para detectar la bioactividad de la relaxina conlenida en cada uno de los produclos (Sn2, Sn4 y Fx-
Sephadex), se realiz6 de acuerdo al disefio experimental de la tabla Hl. Puede observarse que las dosis que
se indican en esta tabla, se realizaron de acuerdo a Flelds y col. (1985), para los productos que obtuvieron al
purificar relaxina de placentas de conejas.

Por ejemplo, para la dosis alta de la Fx-Sephadex (4 pa/ml), se pesaron 40 g, se disolvieron en 30 pl de
agua desionizada y se aplicaron con una micropipela a la cdmara para tejidos aislados, la cual contenfa 10 ml
de solucioén Ringer. Por lo tanto, 40 pg/10 ml dieron una concentracién final de 4 pg?ml; para la dosis media se
pesaron 20 pg /10 mi de solucion Ringer, dieron una concentracién final de 2 pg/mi y para la dosis baja se
pesaron 10 pg/10 mi de solucién Ringer, dieron una concentracion final de 1 pg/ml. De esta manera se realizé
para las demas dosis del estandar (NIH-RNX-P! 3,000 GPU/mg) y de los demas productos que se indican en
latabla ill, Para cada dosis se utilizaron § segmentos uterinos (n = 5).

El estandar de relaxina porcino o los productos se aplicaron después de un periodo control de 15 min y se dejé
pasar ofro periodo de prueba de ofros 15 min para observar el efecto. La disminucién de Ia frecuencla y/o
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amplitud de las contracciones uterinas espontaneas durante el periodo de prueba, se comparé con el periodo

control y asf calcular el % de inhibicion (Figura 7).

Tabia {ll. Dosis del estandar de relaxina porcino y de los productos obtenidos durante la

purificacién de RLX de! SCP de los 2 lotes procesados, para determinar fa bioactividad.

: "
'm) Ay )
0,009 0.009
0.017 0.017
0,033 0.033
370 37.0
75.0 75.0
150.0 150.0
8.0 8.0
16.0 16.0
32.0 320
No se obtuvo 1.0
2.0
4.0

() Andlisis estadistico

El analisis estadlstico se realizé con un programa manual (Figura 2) especial para calcular la bioactividad,
disefiada por Alatorre F. S. (1976) de la Unidad de Investigaciones Biomédicas del Centro Médico Nacional del
IMSS. La bioactividad se determind con el 95 % de Iimites de confianza y un andlisis de varianza de los
contrastes para la fuente de variacidn, tratamientos, preparaciones, regresion, paralelismo, curvatura, curvatura
opuesta y error experimental. Los calculos se realizaron tomando en cuenta el porcentaje de inhibicién de las
contracciones uterinas esponténeas con ensayos balanceados 3 + 3 (dosis baja, media y alta). La bioactividad

se expresd como GPU/mg de proteina (GPU/mg).
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Figura 2. An&lisls estadistico para detenminar la bloactividad de las hormonas, disefiado por Alatorre {1976), para un ensayo 3 + 3
{dosls baja, media y ata),

2.- BIOENSAYO DE 1A ELONGACION DEL LIGAMENTO INTERPUBICO
A) Procedimiento

Este bioensayo se realizé de acuerdo a la técnica de Steinetz y col. (1960). Se estandarizé con el SCP crudo y
se representé como SCP (RLX). Un volumen de 0.1 ml representa 1 GPU de acuerdo a Mardner y col. (1944) y
lo determinaron con el bicensayo de la palpacién de (a sinfisis pubica en la cobaya,

Se utilizaron ratonas BALB/c, las cuales se mantuvieron bajo condiciones controladas de luz-obscuridad (12-12
hrs), alimento y agua ad fibitum. Las ratonas se pesaron al inicio y final del experimento. En €} dia 0, se les
inyectd subcutdneamente 5 pg de CPE disueltos en 0.1 m! aceite de cacahuate. En el dia 7 se les inyecto
subcutdneamente Ia substancia problema (ver disefos experimentales) y 18 hrs mas tarde se sacrificaron con
CO,. Después se abrib la cavidad abdominal y los animales que no presentaban el ttero hinchado (lo que indica
que fallé el tratamiento con estrégenos), se descartaron. Las &reas vulvar y anal se quitaron, mientras que la
mitad superior del cuerpo se cortd, para evitar algdn sangrado dentro del area pélvica. El canal pélvico se limpio
de todos los tejidos hasta que se dejé expuesta la sinfisis del pubis. La pelvis se colocd sobre la platina de un
microscopio estereoscopico, al cual se le adapté una fuente de luz, que incidié directamente sobre el ligamento
interptbico, para dar un efecto de transiluminacion (Figura 3).
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Con un micrémetro calibrado en uno de los oculares, se midio la distancia més coita entre los bordes del pubis.

Las lecturas del micrédmetro son converidas a mm.

¥

=~

i

Figura 3, Equlpo que se ulilizé para bioensayo de Ia elongacién del ligamento interpdbico.

B) Disefio Experimental
a) Edad del animal

Dado que Steinetz y col. (1960) ulilizaron ratonas inmaduras (pGberes) que pesaban 19.0 £ 1 g, nosotros
utilizamos ralonas de la cepa BALB/c de 9 semanas de edad (puberes), que es cuando alcanzan ese peso.
Ademés decidimos trabajar con ralonas maés jovenes (4 y 6 semanas de edad, prepiberes), para comparar
éste periodo, con las de 9 semanas de edad que ya son plberes. Para cada edad se realizaron los siguienies
{ratamientos:

1) Conlrok: 0.1 ml de aceile de cacahuate.

2) SCP (RLX): 0.1 ml de aceite de cacahuate mas 0.1 mi de SCP (RLX).

3) CPE: 5 pg de CPE/0.1 ml de aceite de cacahuate.

4) CPE + SCP (RLX): 5 g de CPE/0.1 ml de aceite de cacahuale més 0.1 m} de SCP (RLX).
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b) Reproducibilidad

Para determinar la reproducibilidad del bioensayo con SCP (RLX) + CPE en las ratonas de 4 semanas de edad,
se realizaron otros dos experimentos bajo las mismas condiciones del inciso a, esto es:

1) Control: 0.1 mi de aceite de cacahuate.

2) SCP (RLX): 0.1 m! de aceite de cacahuate mas 0.1 ml de SCP.

3) CPE: 5 g de CPE/0.1 ml de aceite de cacahuate.

4) CPE + SCP (RLX): 5 jug de CPE/0.1 ml de aceite de cacahuate mas 0.1 ml de SCP.

c¢) Sensibilidad

Para determinar la sensibilidad del bioensayo, se realiz6 en ratonas de 4 semanas de edad de acuerdo a los
siguientes tratamientos:

1) Control: 0.1 ml de aceite de cacahuate.

2) CPE: 5 g de CPE/0.1 ml de aceite de cacahuate.

3) CPE + SCP (RLX): 5 j1g de CPE/0.1 mi de aceite de cacahuate més vollimenes crecientes de SCP (RLX) de
25,50, 100, 200 y 400 .

Para cada volumen aplicado se tuvieron el grupo control, el grupo CPE y el grupo CPE + SCP (RLX).

d) Especificidad

Primero se comparé el efecto del SCP (RLX) con el efecto de la progesterona (P,). La P, se utilizé porque
también se encuentra en su maxima concentracion durante la gestacion, al igual que la relaxina. Se realizé en
ratonas de 4 semanas de edad de acuerdo a los siguientes tratamientos:

1) Control: 0.1 ml de aceite de cacahuate.

2) CPE: 5 g de CPE/0.1 ml de aceite de cacahuate.

3) CPE + SCP (RLX): 5 j1g de CPE/0.1 ml de aceite de cacahuate mas 0.1 ml de SCP.

4) CPE + P,; 5 j4g de CPE/.1 ml de aceite de cacahuate mas 3 mg de P,/0.1 ml de aceite de cacahuate.

La otra hormona que se aplicd fue la insuling, la cua! es semejante en su estructura secundaria y terciaria a la
relaxina. Se realizé en ratonas de 4 semanas de edad de acuerdo a los siguientes tratamientos:

1) Control: 0.1 ml de aceite de cacahuate.

2) CPE: 5 g de CPE/0.1 mi de aceite de cacahuate.

3) CPE + SCP (RLX): 5 y1g de CPE/0.1 ml de aceite de cacahuate mas 0.1 ml de SCP.

4) CPE + I: 5 jug de CPE/0.1 ml de acelte de cacahuate méas 15,1 mU de insulina humana recombinante.

La dosis de insulina de 15.1 mU, es la que puede soportar una ratona de esta cepa, sin que le provoque

hipoglucemia,



C) Andlisis estadistico
Con este bioensayo, se realizaron comparaciones entre los grupos experimentales, con el método estadistico

de analisis de varianza (ANOVA), acoplado a la prueba de Duncan para comparaciones miiltiples.
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I.- PURIFICACION DE LA RELAXINA DEL SUERO DE CONEJA PRENADA
1.- LOTE 1 DE SUERO DE CONEJA PRENADA

A) Obtencion de relaxina

Los rendimientos de los productos obtenidos en el lote 1, se presentan en la tabla IV. El sobrenadante 2 (Sn2)
que es un extracto acido-acetona, contenfa 238.1 mg de proteina total (15.4 %), mientras que el sobrenadante 4
(Sn4), producto de la didlisis contra 4cido acético glacial, contenla un total de 17.7 mg de proteina (1.1 %).

Tabla IV, Rendimiento de proteina y labloactividad de los productos obtenidos durante la purificaclén de relaxina del SCP del
lote 1 (126 ml), de acuerdo a la técnlca original de Brenner y col, (1985)

Producto Recuperacion Rendimiento % Bloactividad Recuporacion

(mg/m! de suero) {mg totales) de recuperacion (GPUImgq) (GPU totales)

No detectable No detectable
0.16 ) 2.6

B) Caracterizacion biolagica

El Sn2 (extraclo acido-acetona), no provoce inhibicion de las contracciones uterinas espontaneas en dosis de
hasta 150 pg/ml, mientras que con el Snd (producto de la didlisis), si provocé una inhibicién del 44.9 + 3.1 %
coh una dosis de hasta 32.0 pg/ml y la bioactividad fue de 0.16 GPU/mg. Ei efecto inhibitorio del estandar de
relaxina fue del 97.7 % con una dosis de 0.033 pg/m! como se puede observar en la figura 4.
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Figura 4. Inhiblclén de las contracclones uterinas espontineas provocada por el St-RLX (3,000 GPU/mg) y por los productos
obtenidos durante ia purificacidn de relaxina dei SCP del lote 1. Dosls: St-RLX- 0.033 pg/mi; Sn2 150 yg/miy Snd 32 pg/ml.

2.- LOTE 2 DE SUERO DE CONEJA PRENADA

A) Obtencion de relaxina

Con el producto acido-acetona (Sn2) se obtuvo un rendimiento de 2054.7 mg (40 %) de protelna, mientras que
con producto de la dialisis con acido acético glacial (Sn4) el rendimiento fue de 125 mg (2.4 %) de protelna total.
Ei producto bioactivo (fracciones 51-70) obtenido de la cromatografia en Sephadex G-50 contenla, 4.4 mg (0.01
%) de protelna total (Tabla V).

Tabla V.. Rendimlento de proteina y bloactividad de los productos obtenidos durante la purificaclén de relaxina dei SCP del
lote 2 (660 mi) de acuerdo a la técnica de Brenner y col. (1985}, modificada,

Mueuatm Rondimiento Recuperacion o Blogchvidad Recuparacion

il de nuerng {mg totales) e reCUpariLion (G (O Tolade 5)
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Flgura 6, Cromatografia de filtracldén en gel de la Insullna y el Sn4 en una columna de 4.0 x 60 cm de Sephadex G-50 (fino). La
columna fue equillbrada con acetato de amonlo 0.1 M, pH 6.8, Se colectaron fracciones de 3 mi a una velocidad de flujo de 34
mithr, El &rea sonmbreada sefala la fraccién que contiene relaxina (P, M. 7,200) y fue bloactiva en el bloensayo de la Inhiblcldn de
las contracclones wterinas esponténeas y su comparaclén con el perfil de eluclén de la Insullna, Primero se aplico 1 mi de Insulina
y después los 120 mg de proteina del Sn4.
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De todo el perfil de elucién que se obtuvo con la cromalografia en Sephadex G-50 (fino), solo se detecto
inhibicion de las contracciones uterinas espontaneas con las fracciones §1 a 70, las cuales coinciden en parte

con el perfil de elucion de la insulina (fracciones 50-60) como se puede observar en la figura 5.

2.- Caracterizacion bioldgica

El extracto &cido-acetona (Sn2), no fue bioactivo ni aun con la dosis alta de 150 pg/mi (Figura ). Con el Snd se
detectd una inhibicion de las contracciones uterinas espontaneas def 90.0 & 1.31 % con la dosis alta de 32.0 ug
/mly una bioactividad de 0.3 GPU/mg de proteina. Con la Fx-Sephadex se provocd una inhibicion del 90.1 £
3.8 % con una dosis alta de 4 pg /ml y se determind una bioactividad de 1.9 GPU/mg de proteina. Con el
estandar de relaxina porcino (3,000 GPU/mg) la inhibicion fue del 99.2 £ 2.1 % con una dosis alta de 0.033
pg/ml (Figura 6).

100- [ n=25
& |
- .- 80_ . =
9

bt mad
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Q
T 2] |
o\o ST RLX —BR4— ¢

0 , Sn2 i Sﬁg adex

0,033 150.0 32.0 4,0

Dosis (pg/ml)

Flgura 6. Efecto Inhibitorio de las contracclones uterinas esponténeas por el StRLX (3,000 GPU/mg) y los productos obtenidos
durante la purificacién de relaxina del SCP del lote 2, Dosls: St-RLX. 0,033 pg/ml; Sn2 150 pg//iml; Snd 32 pg/int y Fx Sephadex 4
pgiml,

Se {rato de realizar |a caracterizacion fisicoquimica de cada uno de los productos, pero desafortunadamente no
se logré estandarizar la técnica de electroforesis, especial para péptidos pequerios.
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IL.-BIOENSAYOS

1.- BIOENSAYO DE LA INHIBICION DE IAS CONTRACCIONES UTERINAS

ESPONTANEAS

Parte de los resultados de este bioensayo, ya se mostraron en la parte de la caracterizacion biologica en donde

solo se representa el efecto causado por las dosis altas del estandar y de los productos, porque con estas dosis

se provoco el mayor efecto inhibitorio (Tablas IV, Vy Vil y Figuras 4 y 6).

En la tabla VIl se muestran los porcentajes de inhibicion provocados por las dosis baja, media y alta del

estandar, de los Snd’s y de la Fx-Sephadex.

Tabla VIl Porcentaje de Inhibicién de tas contracciones uterinas esponténeas, provocado por el

estandar de relaxina porcino, el Snd y la Fx-Sephadex,

Producto (1g protimi)

{ote 1

0.017
0.033

Lote 2

0.017

0.033

8.0
16.0
320

1.0.
20

40 -

% de inhibicion

lote 1

81422

7.7 14

15.24 1.1

208%1.7

453 z;;

287+22:

624424

992405

S 216118

626123

90015

28217
- 509%14;

mssin

26512

En la figura 7 se puede observar un ejemplo de fa actividad contractil de segmentos uterinos de ratonas de 4
semanas de edad (previamente sensibilizadas con 5 pg de CPE), asl como el efecto inhibitorio causado por las
dosis baja (1.0 pg), media (2.0 pg) y alta (4.0 pg) de la Fx-Sephadex del lote 2.
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DOSIS BAJA: 1.0 pg/ml provocaron una inhibicion del 24.8 £ 1.7 %.

Periodo control 1 Periodo de prueba

. 1 i 1 1 1 L
0 5 10 15 20 25 a0 35
min

Periodo control ‘ Perlodo de prueba
P ) I fr
: . t l J' |.‘ . . ’ L B
IRk A0 Bl L l et : e
1) j ‘l“ ,i :
R i Loy
" N "R e
‘ [ S A
o i ] B P
; : et NN
g... i N ERTRE TR NS
te 1 ‘ . . i i K $1 pei]
0 5 10 15 20 26 30

DOSIS ALTA 4.0 pg/ml provacaron una Inhibicion del 0.9 £ 1.7 %
Figura 7. Actividad contractil de segmentos ulerinos de ralonas de 4 semanas de edad, previamente sensibllizadas con & pg de CPE.

Se puede observar el efecto inhibitorio, causado por las dosis haja (1.0 pg/mi), media (2.0 pg/mi) y alla (4.0 jg/mi) de la Fx-Sephadex
def lote 2,
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Con el Sn2 (extracto &cido-acetona) de ambos lotes, no se provoco inhibicion de las contracciones uterinas
espontaneas, si no al contrario, las estimulo como puede observarse en la figura 8. Este efecto estimulatorio se

observé con las dosis baja, media y alta.

Periodo control l Periodo de prueba

20 26 30

min

Flgura 8 . Actividad contractil se un segmento uterino de ratona de 4 semanas de edad, previamente sensibilizada con & pg de
CPE y el efecto estimulatorio provocado por 150 pg /mi del Sn2,

2.-BIOENSAYO DE LA ELONGACION DEL LIGAMENTO INTERPUBICO
A) Edad del animal

En la tabla VIIl se muestran los pesos inicial y final de las ratonas de 4, 6y 9 semanas de edad. Se puede
observar que las ratonas de 4 semanas de edad fueron ias que ganaron mas peso durante el experimento
(aprox. 3 g), en comparacion a las ratonas de 6 y 9 semanas de edad que solo ganaron 1 g de peso

aproximadamente.

Tabla Vili. Peso corporal de las ratonas al Inicio (dfa0) y finai(dla 7) del experimento-

Edad Peso imncial {dia 0) Pevo final (dha 7)

{armangs)

- —— S B — —




La comparacion mas importante que se realizo, fue entre el grupo tratado con CPE y el tratado con CPE + SCP
(RLX): Se observo que las ratonas de 4 semanas de edad, tratadas con CPE + SCP (RLX), mostraron la mayor
longitud (1.13 £ 0.06 mm) del ligamento en comparacién a:

1) Al grupo control (0.25 £ 0.05 mm), al grupo SCP {RLX) (0.30 £ 0.05 mm) y al grupo CPE (0.60x 0.06 mm).

2) A las ratonas de 6 semanas de edad, en las cuales no hubo ninguna diferencia significativa entre el grupo
tratado con CPE (0.92 £ 0.11 mm)y el grupo tratado con CPE + SCP (RLX) (1.02 £ 0.19 mm) y

3) A las ratonas de 9 semanas de edad, en las cuales no se observé ninguna diferencia significativa entre los

grupos experimentales (Figura 9 ).
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Figura 9. Efecto del SCP (RLX) sobre el ligamento Interpuibico en ratonas de 4 (prepiiber), 6 (prepdber) y 9 (piber) de edad. C:
grupo control tratado con 0.4 mi de acelte de cacahuate, SCP (RLX): grupo tratado con 0.1 mi de aceite de cacahuate mas 0.4 mi
de SCP (RLX), CPE: grupo tratado con 5 ug de CPE/0.1 mi de acelte de cacahuate y CPE + SCP (RLX): grupo tratado con 5 pg de
CPE/0.1 m| de aceite de cacahuate mas 0,4 mi de SCP (RLX).
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B) Reproducibilidad

Como se demostro que a las 4 semanas de edad, se obtiene el mejor efecto del tratamiento de CPE + SCP
(RLX), sobre la elongacion del ligamento interpubico en comparacion al grupo tratado solo con CPE, se
realizaron otros dos experimentos similares para demostrar la reproducibilidad de tal efecto.

Las longitudes del ligamento (1.13 £ 0,06 mm, 1.03 £ 0.06 y 1.0 £ 0.08 mm) interpubico en los tres experimentos
fueron muy semejantes en los grupos tratados con CPE + SCP (RLX) y fueron significativamente diferentes de

los grupos control, de los grupos SCP (RLX) y de los grupos CPE (Figura 10).
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Figura 10. Reproducibiiidad del efecto de 0.1 ml de SCP (RLX) sobre el ligamento interpiiblco en ratonas de 4 semanas edad.
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C) Sensibilidad

La relaxina contenida en el SCP, induce la elongacion del ligamento interpubico y el efecto es dependiente del

volumen aplicado. Este efecto es significativamente diferente desde los 50 pl hasta los 200 pl. El ligamento
interptibico midié como sigue: con 50 p! 0.89 £ 0.09, con 100 pl 1.13 £ 0.06, con 200 pl 1.55+ 0.13 mmy con

400 pl 1.59 + 0.20 mm (con las dos Ultimas dosis no hubo diferencia significativa entre sl). Con la dosis de 25 pi

(0.57 + 0.06 mm) no hubo diferencia significativa en comparacién al grupo tratado solo con CPE (Figura 11).
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Flgura 11. Efecto de vol(imenes creclentes de SCP (RLX) 25, 60, 100, 200 y 400 pl, sobre la elongacién del ligamento Interptiblco en
ratonas de 4 semanas de edad previamente sensibilizadas con 5 yg de CPE. Los asteriscos Indican que s! hay diferencla
significativa entre el grupo tratado con SCP (RLX) + CPE y los grupos control y el tratado solo con estrégenos.
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D) Especificidad

Al comparar el efecto de la relaxina con el de la progesterona, se observé que la longitud del ligamento
interpibico en el grupo tratado con CPE + SCP (RLX) midid 1.13 + 0.06 mm (significativamente diferente
respecto a los demas grupos), mientras que en el grupo tratado con CPE + P4, el ligamento midié 0.52 + 0.06
mm, el cual fue sigificativamente diferente al del grupo tratado con CPE (0.7 % 0.05 mim) (Figura 12).

Al comparar el efecto de la relaxina con el de Ia insulina sobre el ligamento interpibico, se observé que en el
grupo tratado con CPE + |, el ligamento midié 0.66 + 0.09 mm, el cual es muy semejante al del grupo tratado
solo con CPE (0.66 + 0.06). En cambio en el grupo tratado con CPE + SCP (RLX) el ligamento midid 1.01 £ 0.06
mm (Figura 12).
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Figura 12, Efecto del SCP (RLX) , Progesterona e insulina sobre el ligamento interpibico en ratonas de 4 semanas de edad ,
previamente sensibllizadas con § pg de CPE, C: grupo control; CPE: grupo tratado con § g de CPE/0.1 mi de acelte de cacahuate,
CPE + Py grupo tratado con & pg de CPE/0.1 ml de aceite de cacahuate més 3 mg de progesterona/0.4 mi de aceite de cacahuate
y CPE + | grupo tratado con 6 pg de CPE/0.1 mi de acelte de cacahuate méds 16.1 mU de Insulina y CPE + RLX: grupo tralado con
§ pg de CPE/0.1 ml acelte de cacahuate tnas 0.1 mi de SCP (RLX).
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En la figura 13, se puede observar la cintura pélvica y sinfisis pubica de una ratona de 4 semanas de edad:
control (tratada solo con 0.1 ml de aceite de cacahuate), de ratona tratada con 5 |19 de CPE y de ratona tratada
con 5 pg de CPE mas 0.1 ml de SCP (RLX).

3
- CONTROL CPE " ScP (i)

Figura 13. Fotografia superior: Cintura pélvica de ratona de 4 semanas de edad. Control, ratona tratada con 0.1 ml do aceite de
cacahuate, ratona tratada con 5 g de CPE/0.1 ml do aceite de cacahuate y ratona tratada con § pg de CPE/0.1 mi do aceite do
cacahuate, mas 0.1 ml de SCP (RLX), Fotografia Inferior sinfisis plibica aumentada a 10 X.
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.- PURIFICACION

A pesar de que la relaxina en el suero de coneja prefada presenta la mayor bioactividad (10 GPU/m) de todas
las especies estudiadas, solo se hablan aplicado técnicas para concentrar la hormona, Como por ejemplo
Mardner y col. en 1944, quienes solo trataron el suero con tolueno y luego lo aplicaron al bicensayo de la
palpacidn de la sinfisis pubica en cobayas para determinar la bioactividad de relaxina durante la gestacion en las
conejas, Por otro lado Cohen y Steinetz en 1966, sometieron el suero a liofilizacion, seguido del tratamiento con
acido acético glacial, luego se llevé a 70 °C y después se precipitd la hormona con acetona. El dcido acético
glacial, se utilizé para disociar la refaxina circulante de su protelna acarreadora, la cual al parecer no tiene efecto
sobre la actividad biolégica, pero si sobre la actividad inmunolégica (Steinetz, Beach y Kroc, 1969).

La relaxina generakmente se ha purificado de diversos tejidos (ovarios, placenta, endometrio, decidua efc.) en
varias especies y solo se ha purificado parcialmente de liguidos biolégicos como: el plasma seminal del hombre
y el suero de mujer prefiada (Essing y col., 1982; Brenner y col., 1985). Esto se debe a su baja concentracion
(de 900 ng/mi en el plasma de mujer embarazada) y a su baja bioactividad (de 0.001 GPU/mi en el plasma de
mujer) (Schwabe, Steinetz, Weiss, Segaloff, McDonald, O'Byme, Hochman, Carriere y Goldsmith 1978; Bryant-
Greenwood y col., 1994).

La técnica de Brenner y col. (1985) consiste de una 'deslfpidizacién, extraccion acido-acetona y difisis contra
4cido acético glaclal, con cual obtuvieron 40.3 ng (determinados por RIA heterdlogo) de un péptido semejante a
relaxina (Sn4), a partir de 850 mi de suero de mujer embarazada, Esta péptida inhibio el 60 % de la amplitud de
las contracciones uterinas esponténeas del Utero de rala adulta con una dosis de 8 ng/ml, en comparacion al
estandar de relaxina porcino (NIH RLX-1-460 GPU/mg), ef cual inhibié el 85 %, con una dosis de 8.3 ng/ml, Solo
que no podemos comparar estas dosis, con las que se aplicaron en nuestros experimentos, debido a que solo
determinamos bioactividad.

Cuando Essing y col. (1982), purificaron relaxina del plasma seminal humano obtuvieron 1.85 pg de refaxina en
25.2 mg de protefna (a partir de 9 litros)  solo fue suficiente para utilizarla como inmunoégenao. Este protocolo de
purificacién ha resultado en una purificacidn de alrededor de 1000 veces mejor, pero con bajos rendimientos.

Ademds este método requiere de varios fitros de plasma seminal o de suero, por lo que esta purificacion a

granel resulta en rendimientos mas bajos que el micrométodo utilizado por Brenner y cal. (1985) para purificar la
relaxina del suero de mujer embarazada.

Essing y col. (1986), recomiendan algunas estrategias para disminuir pérdidas durante el procedimiento, estas
incluyen:

1) El almacenamiento de la relaxina en soluciones fuertemente &cidas,

2) La siliconizacion del material de vidrio de laboratorio para disminuir la adherencla de la hormona, ya que la
relaxina es un péptido hidrofébo que se pega fuertemente a este material, asi como a otras proteinas y

3) Evitar la filtracidn y secado de fa relaxina, es mejor que se mantenga en solucion.

29

e e st et o . et i e o e



e e

Estos investigadores, filtraron relaxina de cerda sobre un fitro Millex M.G. (una membrana hidrofilica de
poliviniliden difluoruro) contenido en un sopore desechable de poliestireno. Primero filtraron relaxina porcina y
este filtro permitié el libre paso sin perdida de la hormona. Sin embargo, cuando se filtro relaxina humana se
retuvo el 75 % de la hormona y no fue posible eluirla por ninguna técnica.

Es importante que obtengamos la hormona con buenos rendimientos y con buena bioactividad, puesto que se
requiere para fa aplicacién clinica veterinaria. Para el lote 1 se aplicé la técnica de Brenner y col. (1985) original,
pero debido a que con €l producto final (Snd) se obtuvo una baja bicactividad (0.15 GPU/mg) aunque con un
buen rendimiento (17.7 mg de proteina total-1.1%), decidimos procesar el lote 2, moficando la técnica original,
para aumentar la bioactividad y el rendimiento de la hormona. Estas modificaciones fueron las siguientes;

1) Aplicar un inhibidor de proteasas (P.M.S.F).

2) Siliconizar todo el material de vidrio.

3) Realizar todo el procedimiento a4 °Cy

4) Aplicar otro paso méas de purificacién con cromatografia en Sephadex G-50).

En la tabla X se muestran los rendimlentos, las bioaclividades y los %’s de inhibicién de los Snd’s y de la Fx-
Sephadex. De acuerdo a estas modificaciones se observé lo siguiente:

1) La bioactividad del Sn4 de! lote 2 aument6 al doble: de 0.15 GPU/mg en €l lote 1 a 0.3 GPU/mg en el lole 2.
2) El rendimiento aumenté también al doble: de 1.1 % para el lote 1 y de 2. 4 % para el lote 2.

3) La inhibicién de ias contracciones uterinas espontaneas también se mejoré: en el Snd del lote 1 fue de 44.9
%y en el lote 2 fue dej 90 %.

4) La bioactividad del Sn4 lote 2 mejord 6.3 veces, después de pasar por la cromatografia en Sephadex G-50,
esto es: de 0.3 GPU/mg del Snd a 1.9 GPU/mg de la Fx-Sephadex, solo que el rendimlento de proteina fue
muy bajo (4.4 mg-0.01%).

En ninguno de los dos lotes se detectd bioactividad con los extractos écido-acetona (Sn2) en el bioensayo de la
inhibicién de las contracciones uterinas espontdneas. Mas bien tuvieron un efecto estimulatorio (Figura 8), lo
cual coincide con los datos de Brenner y col. (1985), quienes suponen que quizés se deba a alguna sustancia
que supera la accién inhibitoria de la relaxina. Estas moléculas deben de tener un peso molecular pequefio
{como podrian ser la oxitocina o prostaglandinas), puesto que son eliminadas del $n2 por la didlisis (bolsa con
limite de exclusién de 3,500 d), de tal manera que con el Sn4 si se detectd bioactividad en ambos Iotes, Fields y
col, 1982, tampoco detectaron bioactividad con el Sn2 (extracto acido-acetona), al purificar relaxina de placentas
de coneja, encontraron un factor que causo contracciones teténicas (no determinaron su naturaleza quimica).
Sin embargo, su presencia en los extractos acido-acetona, interfiere con los bajos niveles de relaxina asf como
con la bioactividad. Para eliminar este factor, estos investigadores aplicaron cromalografia en Sephadex G-50.
El hecho de no haber aplicado inhibidores de proteasas al lote 1, quizds sea una de las razones para explicar
porque con el Sn4 del lote 2, se obtuvo una bioactividad del doble, en comparacién a la obtenida en el Sn 4 del
lote 1, ademas de haberlo realizado a 4 °C, Las temperaturas bajas también contribuyen a evitar la degradacién
las protelnas. Aunque Sherwood en 1974, demostré que las carboxipeplidas y aminopeptidasas, no afectaron la
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actividad biolégica de la relaxina porcina a pesar de perder parte de su extremo carboxiterminal. Posteriormente
Fields y col. (1982) demostraron que se afecta tanto la bicactividad como el punto isoelectrico: al purificar por
primera vez relaxina de placentas de conejas prefiada, no utilizaron inhibidores de proteasas y determinaron,
que presentaba un p.l. de 10.1 y una bioactividad de 156.1 GPU/mg. En una purificacién posterior (1985), que

Tabla [X. Comparacién entre la recuperacion (rendimiento) de protelna, la bloactividad y el efecto Inhibitorio de los productos
obtenldos de los lotes 1y 2 de SCP.

Producto Yo Bioactividad {%)
Recuperacion (GPUImg) de fnhitwcion
Lote 1 Lote 2 lotet Lote 2 Lote 1 Lote 2

| No detectablo. - No detectable
e o0
Wi

consistid de una extraccién &cida, seguida de cromatografia en Sephadex G-50, después cromatografia en
carboximetilcelulosa y finalmente se pasé por Sepharosa, ademas utilizaron inhibidores de proteasas, entonces
el punto isoeléctrico fue de 6.8 y la bioactividad mejord a 23 GPU/mg. El p.l. cambio, porque al no ufilizar
inhibidores de proteasas se provoca que haya pérdidas de aminoacidos de alguno de los extremos,

Otra causa que pudo haber contribuido a que se obtuviera una bioactividad baja en el Sn4 del lote, fue la
hemolisis que sufrié el suero durante su obtencién: La hemolisis provoca la - dégradacion las protelnas del
suero.

Al aplicar un paso de purificacién, como lo es |a cromatografia en Sephadex G-50 (con este paso se
selecclonan moléculas de entre 1,500 a 30,000 d) se logré mejorar 6.3 veces la bloactividad del producto final
(Fx-Sephadex) en el lote 2. Por lo que consideramos que la técnica de Brenner y col. (1985) que consiste solo
de una deslipidizacién, una extraccion y una didlisis, no son pasos suficientes para obtener una hormona pura,
sino que deben de aplicarse pasos de purificacion mas selectivos como lo serlan Ias diferentes cromatografias.
Por ofro lado, la insulina y la relaxina tienen un peso molecular similar (Schwabe y Mcdonald, 1977, Bagnell y
col, 1977), pero no se habla utiizado habitualmente como esténdar de referencia de P. M. para obtener
relaxina. Sin embargo en 1991, Del Angel-Meza, Beas-Zarté, Alfaro y Morales-Villagran, 1991 utilizaron esta
hormona, con el propésito de obtener primero el volumen de elucion de la Insulina y en base a esté, conocer el
volumen de elucién del extraclo de relaxina de rata durante el proceso cromatografico, ademas de que
identificaron la relaxina, con el bioensayo de Ia inhibicién de las contracciones uterinas en rata.

Con la tecnica de Brenner modificada, se puede obtener relaxina del suero de coneja prefiada con buena
actividad bioldgica, perd no con buen rendimiento, por o que no se pudo aplicar més pasos de purificacion (por
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ejemplo por carboximetilcelulosa mas Sepharosa), como habiamos pensado hacerio, Serd necesaiio partir de
varios litros de suero para obtener la cantidad necesaria de relaxina de coneja, o bien pimero purificaria de
placentas de conejas prefiadas, inducir anticuerpos y realizar fa puiificacién con cromatografia de afinidad.

Esta purificacién por cromatografia de afinidad, solo se ha aplicado, para abtener relaxina de placentas de
yegua prefiada, Stewart, Nevins, Hadas y Vandley (1981), recomiendan la purificacién por afinidad, debido a
su gran potencial como un método répido y eficiente, para obtener relaxina de tejidos o de liquidos bioldgicos,
por su capacldad para concentrar relaxina de soluciones muy diluldas: como el suero, 1a orina o el plasma
seminal. Al evitar varios pasos de purificacién y utilizar un anticuerpo especifico para la relaxina de coneja, s
pueden obtener mejores rendimientos de la honmona, asl como con una buena bioactividad. Por lo tanto,
consideramos que es posible aprovechar esta cromatograffa por afinidad para purificar relaxina a parir del
suero,

Consideramos que la técnica de Brenner modificada tiene algunas ventajas en comparacién a la técnica
utllizada para purificar relaxina de las placentas, como son. que se puede aprovechar el suero como otra
fuente mas de relaxina, se evita la diseccidn de separar los fetos de fa placenta, el rompimiento del tejido y la
homogeneizacién, para lo cual es necesario tener el equipo adecuado y de Invierde bastante tiempo, por o
tanto esta técnica es mas rapida. La desventaja seria que se ohtiene con un rendimiento bajo, sl se parte de

un volumen de SCP pequefio.

il.- BIOENSAYOS
1.- BIOENSAYO DE LA INHIBICION DE LAS CONTRACCIONES UTERINAS

La estandarizacién de los bioensayos se deben de realizar antes de iniciar un procedimiento de purificacion,
para poder determinar la bioactividad e identificar la hormona.

Con el bicensayo de la inhibicién de las contracciones uterinas esponténeas, se tuvieron algunos problemas
para demostrar la bioactividad de los productos obtenidos durante la purificacién. Esto es, que varias veces el
tejido atin sensthillizado con estrégenos, no tenia actividad o esta duraba poco tiempo. Ademds también hubo
problemas para cuantlficar el efecto, puesto que la relaxina Influye tanto la amplitud como la frecuencla. Estos
datos coinclden con las desventajas que mencionan otros investigadores (Flelds y col., 1980, 1983 ) debido a
que este bloensayo no es especifico para la relaxina, Las desventajas serfan las sigulentes:

1) La oxitocina y prostaglandinas puede estar presentes en los exiractos de cuemo luteo, en la placenta de
coneja y en la placenta humana, en niveles suficientes como para Interferir con el efecto quiacenie de la
relaxina sobre la contractilidad ulerina como se observé con el Sn2.

2) Hay una varlacién considerable en la sensibilidad entre las diferentes paries del ttero.

3) Se Infiuye tanto la frecuencia, como fa amplitud, por lo que es dificll la cuantificacién del efecto de la
hormona y '

4) Las contraccliones ulerinas esponténeas tienden a ser iegulares, por o que no se tiene una actividad basal
satlsfacloria.(Wigvist y Paul, 1955).
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St-Louis (1981) describid un experimento para resolver algunas de estas desventajas. Este consiste en inducir
una contraccidn ulerina sostenida, la cual se obtiene con una solucion despolarizante de KCI, Coh este proceso
los segmentos uterinos, obtenidos de ratas sensibilizadas con estrogerios, se suspenden en una camara para
tejidos aislados con uno de ios extremos atado a un transductor de misculo liso isétonico. Se induce una
contraccion tdnica con solucion de KCl, después de que se obtiene la primera contraccion tonica y una vez que
se alcanza una meseta, se aplica la relaxina al bafio Marla. Con este método el grado con el cual la relaxina
induce una relajacion de la contraccion tonica se determina por planimetria (St.-Louis, 1981; St-Louis, 1982).

Sin embargo, este bioensayo presenta varias ventajas, entre las que se encuentran:

1) El efecto inhibitorio es rapido (minutos) y se puede detectar, durante el proceso de purificacion y
caracterizacion de la relaxina en muchas especies.

2) Es mas sensible que otros bloensayos, ya que se han reportado sensibilidades menores a 100 ng/ml para la
relaxina porcina y es muy Gtil para identificar la hormona en tejidos o liquidos bioldgicos en los cuales la
concentracidn de relaxina es muy baja como por ejemplo el suero de coneja prefiada (Anderson, 1984; Brenner,
Lessing y Welss, 1984).

2.- BIOENSAYO DE LA ELONGACION DEL LIGAMENTO INTERPUBICO

Este bioensayo se habla estandarizado para aplicar la relaxina porcina, pofque es especlfico para esta
hormona, solo que no es muy sensible y por fo tanto, no es posible utilizarlo para tejidos o liquidos bloldgicos en
los que la concentracion de la hormona es baja (como por ejemplo el SCP).

La estandarizacién de este bloensayo, se realizé con el suero de coneja prefiada, basandonos en los
expetimentos de Mardner y col. (1944), quienes aplicaron volumenes de 25 a 400 pl mi de suero de coneja
prefiada a cobayas virgenes previamente sensibilizadas con estrégenos con un peso corporal inicial de 350 a
450 g y lograron detectar bioactividad alin utifizando el suero crudo. Se considerd que se podria inducir la
elongacion del figamento Interpiblco con el SCP en las ratonas BALBIc, previamente sensibilizadas con
estrégenos y con un peso corporal Inicial de 12.6 2 19.5¢.

La estandarizaclén de este bioensayo durd aproximadamente 1 afio, aunque no logramos obtener la relaxina
porcing, se establecieron algunos parametros importantes del bioensayo, como son:

1) En las ratonas de 4 semanas de edad (prep(iber que solo tienen una semana de haber sido destetadas) se
observd el mejor efecto de la relaxina contenida en el suero de coneja prefiada, pero al parecer en las ratonas
de 6 semanas y 9 semanas de edad no tiene efecto, quizds porque no se aplico el volumen suficiente SCP
(RLX), ya que al aplicar volimenes mayores de suero (entre 100 y 200 ul de SCP) en las ratonas de 4
semanas, €l ligamenta aumenta en proporcion al volunien que se aplicd.

2) Se puede pensar que el mejor efecto de CPE + SCP (RLX) sobre el ligamento interpibico en las ratonas de 4
semanas de edad, quizds se debld a que estaban en una etapa de gran desarrollo corporal, puesto que soh las
que méas ganan peso entre el dia 0, en que se le inyecta el CPE y el dia 7 en el que se le aplicd el SCP (RLX).
Estas ratonas ganaron 3 g en comparacion a fas de 6 y 9 semanas de edad que solo ganaron 1 g.
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3) Por otro lado, queda descartado el efecto de la progesterona que también es producida por la placenta al
igual que la relaxina y se sabe que enla ratona en lugar de aumentar la longitud del ligamento interptibico lo
disminuye (Figura 12), a diferencia de la cobaya, en la cual, estd hormona aumenta la longitud del ligamento
interplibico. Aunque se aplicd el suero crudo, pensamos que la relaxina fue la que actlio sobre el ligamento
interptibico y no ia progesterona. La insuling, es la otra hormona que se aplicé y tampoco observé ningtn efecto,
a pesar de su semejanza en sus estructuras secundaria y terciariia. Hay que considerar que no es posible
aplicar grandes dosis de insullna.

En las fotografias de la figura 13, se puede observar muy marcadamente el efecto de la relaxina (CPE + SCP-
RLX) y de los estrdgenos (CPE) sobre el ligamento interpubico en ratonas prepliberes de 4 semanas en
comparacion al control. Se sabe que la separacion de los huesos pubicos se dede a:

1) La reabsorcién de las superficie de la sinfisis de los huesos publcos.

2) Hinchamiento de la matriz cartilaginosa y

3) La transformacion de las capsulas de cartilago en un ligamento interpibico fibroso, el cual alcanza una
longitud méxima de 3 a 6 mm en el momento del parto.

Tdos estos fendbmenos también se llevan a cabo durante la tlima semana de gestacion en la ratona. Después
del parto la longitud del ligamento interplbico disminuye rapidamente y es muy semejante al de las ratonas no
prefiadas, alrededor de! dia 5 postparto (Sherwood, 1994).

La longitud que se observd en las ratonas preplberes de nuestros experimentos fue de 1.13 + 0.06 mm en
promedio, debe de considerarse que estos animales pesaban al final del experimento 16.6 g, en comparacion a
los utilizados por otros investigadores, quienes tenian animales que pesaban alrededor de 23 gry la longitud del
ligamento que midieron fue de aproximadamente 1.56 mm en ratonas puiberes (Steinetz y col., 1960).

Para comprobar sl realmente fue la relaxina la que actud, sobre la sinfisis pubica, hubiera sido aproplado
realizar estudios histoldgicos y bioquimicos para determinar especificamente los efectos de la relaxina contenida
en el suero. Aunque nho lo realizamos, a continuacion se dan algunos de los efectos que tienen los estrégenos
ylo relaxina en la sinfisis ptbica de la ratona;

Los estrogenos, ademas de sensibilizar la sinfisis pubica, para que responda a la relaxina (al aumentar el
niimero de receptores), también lleva a cabo los cambios iniciales de la transformacién de la sinfisls plbica, Las
acclones especificas que se le han atribuido a los estrégenos son los siguientes:

1) Aumentd del nimero de osteoclastos en los huesos plibicos.

2) Reahsorcion de las porciones medias de los huesos pubicos.

3) Despolimerizacion de la matriz de de proteinglicanos con un subsecuente camblo a una fase ricaen agua.

4) Aumento del nimero de condrocitos en el cartilago hialino y del fibrocartilago, y

5) El hinchamiento y transformacion de las capsulas de cartilago hialino a fibrocartilago (Crelln y Brightman,
1983).

Steinetz , O'Byme, Butler y Hicman (1983), postularon que los estrégenos llevan a cabo sus efectos sobre la
sinfisis publca, al menos en parte, al Induclr que las células del hueso y del cartllago produzcan enzimas
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catabolicas que destruyen los componentes de la matriz y de los huesos, Después del tratamiento con
estrégenos, la enzima lisosomal, fosfatasa acida aumenta en los osteoclastos, osteocitos, condroblastos y
condrocitos (Manning y col., 1965).

Ademas, en la sinfisis pubica de ratonas tratadas con estrogenos hay una elevacion de las proteasas
lisosomales catepsina B y la dipeptidil peptidasa 1, las cuales tienen el potencial de degradar colageno y
proteinglicanos.(Hall y Newton, 1946),

La relaxina puede llevar a cabo sus efectos, en parte, por un aumento de los procesos estimulados por los
estrégenos que consisten en:

1) Aumentar los niveles de la fosfatasa &cida, de la captesina B y de la dipeptidil peptidasa 1 en la sinfisis ptibica
de ratonas no prefiadas, después del tratamiento con estrogenos, seguidos de relaxina porcina (Madonald, y
col,, 1985).

2) Los estrégenos mas relaxina, pero no estrégenos solos, aumentan el peso himedo, el peso seco, el
colageno total y el colageno soluble en el tejido de la sinfisis pubica en ratonas inmaduras (Weiss, Nagrichmidt,
y Struck, 1979).

3) También aumentan los niveles de la colagenasa, la peptidasa del colageno y el inhibidor de la peptidasa,
después del tratamiento con relaxina en ratonas sensibilizadas con estrogenos.

4) Steinetz y col, 1983, postularon que la relaxina puede causar una rapida fiberacion de enzimas lisosomales,
las cuales promueven la destruccion del cartilago y de la matriz de proteinglicanos, también ataca las uniones
de colageno en la sinfisis pabica de ratonas sensibillzadas con estrogenos; asi, las fuerzas laterales sobre la
cintura pibica, empujan los huesos pubicos, esto hace que se una el tejido conectivo cartilaginoso y de el
aspecto de un ligamento (Sherwood, 1994).
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I.- CONCLUSIONES

1.- Se logré desarrollar un método rapido y altemativo para obtener un péptido semejante a la relaxina.

2.- Se logrd mejorar la bioactividad y rendimiento de protelna de acuerdo a las siguientes madificaciones:

A) Siliconizar todo el material de vidrio.

B) Aplicar un inhibidor de proteasas (P.M.S.F.).

C) Realizar el procedimiento a 4 °C.

D) Aplicar un paso de purificacion por cromatografia en Sephadex G-50.

Ademas de utilizar un suero no hemolizado y realizar la evaporacién de la solucidén de extraccion mas

rapidamente.

2.- Con la siliconizacion del material, la evaporacion rapida, el inhibidor de proteasas y la temperatura a 4 °C, se
mejoré al doble la bloactividad (de 0.15-lote1 a 0.3-lote2 GPU/mg) y el rendimiento de protelna (de 1.1-lote1 a
2.4 %-lote 2) del Sn4.

3.- Con la cromatograffa en Sephadex G-50, se logré mejorar hasta 6.3 veces la bioactividad: de 0.3 a 1.9 U/mg,
aunque el rendimiento de protelna fue muy bajo ( 0.01 %).

4.- E| bioensayo de la inhibicion de las contracclones uterinas fue suficientemente sensible para identificar la
relaxina durante el procedimiento de purificacion.

5- Debido a que solo se determind la caracterizacion biologica de la Fx-Sephadex, se puede decir que se
obtuvo un péptido semejante a la relaxina.

6.- Las ratonas de 4 semanas de edad (edad que no habfa sido utilizada por otros autores), son las mas jévenes
y fueron las que respondieron mejor al tratamiento del SCP (RLX) + CPE, en comparacién a las ratonas de 6 y
9 semanas de edad.

7.- Consideramos que es muy probable que la relaxina contenida en el suero de coneja prefiada, fue la que

actué sobre la elongacion de ligamento interpubico en las ratonas de 4 semanas de edad, puesto que la sinfisis
publca es un tejido especlfico para larelaxina.
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Il.- PERSPECTIVAS

1.- Se propone purificar primera Ia relaxina de coneja a partir varios litros de suero o bien a partir de placentas
de acuerdo a la técnica de Fields y col.(1985), con la cual se puede obtener una hormona pura can rendimiento
suficiente para inducir fa formacién de anticuerpo.

2.- Una vez que se obtenga el anticuerpo, se pracedera a purificar la relaxina por cromatografia de afinidad a
partir de 5 litros de suero de coneja prefiada. Este método es répido y penmite abtener la relaxina con buen
rendimiento y pureza.

3.- Una vez que se haya obtenido la harmona, determinar su actividad bioldgica por medio del bioensayo de la
contracclén sostenida inducida por KCI.

4.- Determinar algunas de sus caracteristicas bioquimicas e inmunolégicas, por medio de electroforésis bajo
condiciones nativas, SDS reductoras y no reductoras, asl como su reconocimiento inmunaldgico por
inmunotransferencia.
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I.- HISTORIA DE LA RELAXINA
1.- GENERALIDADES

El descubrimiento de la relaxina fue el resultado de estudios acerca de las adaptaciones pélvicas asociadas con
el parto en ciertas especies de mamiferos. En las especies de mamiferos que viven en madrigueras, que son
peldgicas o voladoras, tienen pelvis estrechas y por consiguiente una disminucion del canal pélvico por donde
salen las crias en el momento del parto. Una pelvis pequeria es una ventaja para aquel animal que se desplaza
en un espacio estrecho o a través de un tinel, o cuyo cuerpo es aerodindmico para nadar o volar, pero es una
seria desventaja para el nacimiento de las crias. En otros mamiferos que no tienen una pelvis estrecha, pero
sus crias tienen el didmetro de la cabeza mayor al diametro del canal pélvico de la madre, también tendrian
dificultades para el nacimiento si no se tuvieran adaptaciones especiales para tales situaciones (Hisaw y Zarrow,
1950).

2.- MECANISMOS DE ADAPTACION DE LA PELVIS.

Hay dos mecanismos de adaptacion, por medio de los cuaies estos animales pudieron resolver los problemas

de tener un canal péivico estrecho y/o una pelvis peguefia, estos son uno genético y el otro hormonat:

A) Genético.

La reduccidn mas notable de la pelvis entre los mamiferos subterréneos se encuentra en Scalopus aquaticus
machrinus. En este animal el arco pubico cartilaginoso no llega a osificarse, pero se reabsorbe en el machoy en
la hembra a la mitad de su desarrollo corporal. Las dos mitades de la pelvis se unen para formar una sinfisis
secundaria dorsal al tracto digestivo (Hisaw, 1927). Asl, en el adulto el tracto reproductivo esta completamente
fuera y ventral a la cintura pélivica, situacién que evita el problema de un parto a través de un espacio estrecho.
Aparentemente el sistema.endocrino no influye en este fendmeno adaptativo, si no mas bien esta determinado
genéticamenté (Hisaw y col., 1850).

B) Hormonal

Las adaptaciones de la pelvis hormonalmente reguladas Involucran dimorfismo sexual de la pelvis. En la
hembra hay un aumento de la flexibilidad de Ia sinfisis sacroiliaca y/o pélvica, durante la prefiez tardia, Una
adaptacion adiclonal que ocurre en algunas especles, es la fransformacion de una articulacidn cartilaginosa a un
ligamento interpUbico eldstico, el cual permite una considerable separacion de los huesos innominados
(Sherwood, 1934). _ |
Estos mecanismos hormonales son dos, uno actia a través de los andrégenos y el otro a través de la relaxina.
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a) A través de androgenos

El dimorfismo sexual de los huesos pélvicos, que permite que la hembra tenga un canal pélvico suficientemente
grande, se ha descrito en muchos mamiferos como las tuzas (Hisaw, 1925), las ratonas (Gardner, 1936; Crelin,
1960), las ratas (Crelin y Brighdman, 1957, Bernstein y Crelin, 1967), las conejas (Lovell, 1965), los murciélagos
de cola libre (Crelin y Newton, 1989) y en mujeres (Crelin, 1969). El dimorfismo de la pelvis, el cual
generamente ocurre entre el nacimiento y la pubertad, es causado por la exposicion de la pelvis del macho a
los andrégenos durante el periodo postnatal temprano, ya que si se castran al nacimiento ratas o ratones
machos y hembras, éstos desarrolian una pelvis tipo hembra, mientras que el tratamiento de estos animales
castrados con andrégenos conduce al desarrollo de pelvis tipo macho (Crelin, 1960; Bernstein, 1967).

El mejor ejemplo de este fenémeno se encuentra en la tuza, en la cual la pelvis estd completa en ambos sexos
antes de la pubertad: Los cartilagos pubicos en ambos sexos llegan a osificarse y se unen para formar una
sinfisis ptibica rigida. Al aproximarse el primer estro, los huesos pubicos se reabsorben graduaimente en la
hembra, dando origen a una pelvis abierta ventralmente, mientras que en el macho permanece cerrada (Figura
14), por lo que la ausencia de los huesos pélvicos hace posible el parto sin ninguna dificultad (Hisaw, 1927).

b) A través de relaxina

Otro mecanismo de adaplacioén en el cual ‘ también hay un dimorfismo sexual de la pelvis para facilitar el parto,
es la transformacion de una articulacion cartilaginosa de la pelvis a un ligamento interpiibico elastico y flexibie,
fendmeno que ocurre en varias especies como la cobaya, la ratona, el murciélago y la mujer) (Steinetz, Beachy
Kroc 1959; O'Connor, Cainy Zarrow, 1966). Por ejemplo, en la cobaya se observa una marcada relgjacion de
la sinfisls del pubis y las uniones sacroiflacas. Estos cambios se desarrollan durante la gestacién y son més
pronunciados en el parfo. En este momento las dos mitades de la pelvis estan ampliamente separadas y
pueden moverse libre e independientemente una de la ofra. Se tienen reportes de Le Gallos (1882), quien
quizas fue el primero en describir el fenémeno de la relajacion pibica en la cobaya, Més tarde, esta observacion
se confirmo por Duncan (1854) y Owen (1866) y se demostro que se daba durante el estro (Brohua y Desclin,
1834). Aunque la relajacidn pélvica y la separacién de la sinfisis pubica habla sido observada por varios
investigadores, fue Hisaw quien propuso que estos fendmenos estaban bajo control hormonal, al probar que la
inyeccion del suero de conejas y cobayas prefiadas en cobayas virgenes castradas, 'previamente sensibilizadas
con estrégenos, inducta una notabie relajacion del ligamento interptibico y demostréd que la responsable de tales
efectos era una hormona a la que llamd RELAXINA (Hisaw, 1925; 1926, 1927). Esta relajacion también es
causada por estrogenos y/o progesterona, por lo que se dudo sf la relajacion pélvica era causada por estas
hormonas y no por la relaxina, Entonces se comparo la accion relajante de dos extractos del cuerpo iuteo de
cerda, el primer extracto soluble en agua producia la relajacion en un piazo de 6-12 hrs, mientras que el
segundo extracto lipidico insoluble en soluciones acuosas, daba resultados negativos. Los estrégenos solos
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requieren de 20 a 25 dias y la progesterona de 72-96 hrs, para obtener el mismo resultado. Asi, se postulé que
la refajacion era efecto de la relaxina y no de estas hormonas esteroides.
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Figura 14. Camblos que sufre Ia cintura péivica de fa tuza duranta la pubertad. A Hembra Inmadura, 8 Hembra madura, C Macho
inmaduro y D Macho maduro (Tomado de Hisaw, 1927)

40



Il- EXTRACCION Y PURIFICACION

Durante los afios 30's y principios de los 40°s, hubo poco interés en la relaxina debido a que no se contaba con
buenos métodos de purificacion, ni con bioensayos cuantitativos y especlficos. Entre los aflos 40's y 50's
resurgio el interés por esta hormona y aunque se obtenla en forma impura, fue posible determinar sus efectos
bioldgicos sobre el tracto reproductivo de animales no prefiados, que mas tarde se confirmaron con
preparaciones de relaxina altamente pura. En los affos 60's y mediados de los 70's, esta hormona se estudio
con mas auge, gracias al desarrollo de una tecnologla mas avanzada para su purificacion, asi como de
" hioensayos mas especificos (Figura 15) (Steinetz y col., 1960, Sherwood y O'Byrne, 1974)
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Figura 16. Ndmero de artfculos publicados acerca de 1a relaxina desde que se descubrid en 1927 hasta 1996.

Existen similitudes entre los distintos procesos de purificacion que se han aplicado, los cuales toman en cuenta
las ventajas de la relaxina: es estable en disolventes organicos y es soluble en 60-70 % de acetona. Despues

de la extraccion, la relaxina se purificd por combinacion de cromatografia de filtracion en gely de intercambio
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i6nico. En algunos casos por cromatografia de alta presion (HPLC) y/o cromatografia de afinidad (Sherwood,
1994). El rendimiento de la relaxina por kilogramo de tejido, difiere ampliamente entre las especies. Por ejemplo,
en el cuerpo lteo de cerda y rata, la concentracién de relaxina es mucho mas alta, que en cualquiera de los
olros tejidos de las otras especies (tiburon, yegua, coneja, vaca y humano), de donde se ha obtenido la
hormona en cantidades escasas pero suficientes para realizar estudios fisiolgicos y quimicos. Ademas de la
relaxina porcina, también se han obtenido otras relaxinas altamente puras, como son la de rata, perra, tiburdn,
coneja, marsopa, murciélago, ballena y yegua (Tabla X) (Sherwood, 1994).

Tabla X. Resumen de las caracteristicas de preparaciones de Relaxina (RLX) altamente puras, de diferentes especles,

Esppcle” Preparacian Rendimiénto Bioactvidatl *
(fuente) {mgfkg de tejido) molecular  isoeléetrico {GPUImg) . _

2,600-3,000"°%
2,600-3,000
2,600-3,000

4 Isoformas
mayores A-P-R
1234 -

a: Bloensayo in vivo de la elogacion del llgamento interpibico en ratona (Stelnetz y col., 1960).
b: Bioensayo In vitro del utero en ratona (Kroc y col., 1959).
C: Bloensayo in vivo de la paipaclén de la sinfisis en cobaya y bioensayo In vitro del Gtero enla cobaya (Stelnetzy col.,1969).

En 1974, Sherwood y col., describieron un procedimiento para aislar relaxina porcina con altos rendimientos, a
partir de un kilogramo de ovarios congelados de cerdas prefiadas, los cuales se sometieron a una extraccion
con acetona al 70 %-HCI 0.15 N y después se pasd por Sephadex G-50. La relaxina bioactiva se absorbié en
carboximetilcelulosa (CMC), de la cual se obtuvieron 3 picos contiguos, designados CMa, CMa’ y CMB (Figura
16). Se les determind la secuencia de aminoacidos y se encontrd que solo diferlan en el extremo
carboxiterminal de la cadena B. Sin embargo, Walsh y col. en 1980 demostraron que esta microheterogeneidad
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se atnbufa a una protedlisis durante el proceso de purificacidn, de una varianle molecular mas grande de

relaxina porcina.
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Figura 16. Cromatografia de Intercambio iénico de la relaxina porcina, sobre carboximetiicelulosa. A: Perfl de elucién segun la
técnlca de Sherwood y col,, 1874 y B: Perfil de elucién segun la técnica de Walsh y col,, 1980,

Estos investigadores modificaron el proceso de extraccion, por uno fuertemente acido (el cual se puede aplicar a
péptidos pequefios) con lo que se elimind la heterogeneidad de la hormona. Los ovarios congelados se
homogeneizaron en un medio fuetemente acido, (acido trifluoroacético al 15-%-acido formico al 5%-NaCl 1 N),
el extracto se adsorbio y eluyd en columnas pequefias de octadecilsilica (ODS), la fraccién que contenla la
relaxina se paso por Sephadex G-50 y después por CMC, obteniendo un solo pico (Figura 16). El medio
fuertemente aclido minimiza la protedlisis, al tener un pH bajo y precipitar proteasas de alto peso molecular.
Aunque esta técnica tiene la ventaja de reducir la multiplicidad de formas de la relaxina porcina, solo se puede
aplicar para purificar relaxina a baja escala (20 g de tejido), debido a que las columnas de ODS son muy
pequefias y por lo tanto, tienen poca capacidad para retener proteina. La relaxina no solo se ha obtenido de los
tejidos en los cuales se sintetiza, también se ha obtenido por ADN recombinante y por sintesis quimica. Ademés
de la relaxina porcina, también se ha producido relaxina humana H2 recombinante por Genetech Inc.,
principalmente para uso clinico en la dilatacion del cérvix durante. la prefiez tardia. Recientemente, se han
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sinletizado por medios quimicos ambas relaxinas humanas H1 y H2, las cuales estan disponibles
comercialmente. También se ha elaborado un método ELISA para la relaxina H2, que evita el marcaje de la
relaxina (que resulta en la pérdida de su bioactividad) (Bryant-Greenwood y col,, 19984),

IV.- METODOS PARA DETERMINAR LA RELAXINA
1.- BIOENSAYOS

Los bioensayos para la relaxina han sido indispensables para identificar y caracterizar preparaclones de
relaxina durante el desamollo de los procesos de purificacién, para validar los resultados obtenidos con
radloinmunoensayos y para detemminar sl formas proplas de relaxina cuya secuencia de aminoécidos ha sldo
deducida de 1a secuencla de nucledtidos son hioldgicamente activas después de la sintesis quimica (Hudson,
Haley y John 1983), La mejor caracterizacién de una hormona purificada es la determinaclén de su aclividad
hlolégica (bloactividad) y se realiza por medio de los bloensayos. Para la relaxina se han desarollado varios,
pero solo tres son los que mas se han utillzado: uno especifico, el de la elongaci6n del ligamento Interpihico,
milentras que los otros dos son Inespecificos: el de la palpacién de la retajacion de fa sinfisis plbica y el de la
inhibicién de la contractilidad uterina.

El limite de sensihilidad en el bioensayo det ligamento Interpdbico en ratona o cobaya es alrededor de 100 ng
de relaxina de cerda altamente pura. Por otro lado, el hioensayo de la inhibiclén de la contractilidad del (tero
de rata y de ratén in vitro es moderadamente més sensihble (Steinetz, O'Byme, Welss y Schwabe, 1982).

La extensa variacion en la secuencia de amino4cldos de las relaxinas entre las especies (Figura 18), liene
implicaciones importantes. Primero, es necesario explorar la bioactividad de la relaxina de una especie dada,
en més de un bioensayo para encontrar ta mejor, ya que es muy variable entre las relaxinas altamente puras
de las diferentes especies atin utllizando los mismos bioensayos (Tabla X). Por ejemplo, las relaxinas de rata y
equino tlenen menos bioactividad que la relaxina porcina en el hioensayo del ligamento Interpibico de la
ratona (Larkin, 1974 ;Bradshaw, Dowing, Moffatt y Porter, 1981), mientras que la relaxina de coneja es menos
activa que la relaxina porcina en el bioensayo de la contractilldad uterina, Ademés la relaxina de tiburén
promueve e! desamollo del ligamento interptibico e inhibe las contracclones uterinas en la cobaya peronoen la
ratona (Eldridge y col., 1985; Relning, Danlel, Schwabe, Gowan, Steinetz y O'Byme, 1981). Segundo, cuando
se determinan fos niveles de bioactividad de relaxina, deberian utllizarse el esténdar y el problema de la
misma especie para estimar la potencia real de la hormona, porque al ulilizar de diferentes especies no se
pueden obtener respuestas paralelas (Steinetz, O'Byme, Welss y Schwabe 1969; Steinetz y col., 1681). El
bioensayo de la Inhibicién de la contractilidad del (tero, no debe utilizarse en estadios tempranos de
purificacion de la relaxina del cuerpo liteo de la vaca, placenta de coneja o humana, porque al parecer hay un
pequefio factor contractil uterino, el cual interfiere con el efecto relajante de la relaxina,
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Seré necesario mejorar los métodos para el bioensayo de relaxina, porque los antes descritos pierden precision
y sensibilidad, caracteristicas que son necesarias para medir la bioactividad de relaxina en sangre periférica o
en exiractos de tejidos donde las concentraciones de la hormona son bajas (Sherwood, 1994),

A) Bioensayo de la palpacidn de Ia sinfisis pithica.

El bioensayo de la palpacion de la sinfisis ptibica en la cobaya, el cual se describid por primera vez por
Abramowitz ¥ col. 1944, se basa en la palpacidn de la relajacién de la sinfisis pubica inducida por la relaxina.
Con este bioensayo se determind la unidad cobaya(Guinea Pig Unit-GPU) como: la cantidad de hormona que
induce 6 hrs después de su aplicacion, una relajacion detectable de la sinfisis pabica, en al menos dos terceras
partes de un grupo de 12 cobayas castradas, con peso de entre 350-800 g y pretratadas con 0.85 pg de
estradiol diariamente por 4 dias. Este bioensayo tiene limitaciones ya que las unidades GPU, estén basadas
sobre una respuesta que es valorada cualitativamente, de acuerdo al criterio del experimentador, ademas de
que hay marcados cambios en las respuesta de la sfnfisis pubica, sl se aplican dosis repetidas de relaxina en €l
mismo animal (Frieden y Hisaw, 1950; Frieden y Adams, 1977; Frieden y Rawitch, 1981).

B) Bioensayo de la elongacion del ligamento interpubico.

El bicensayo de la elongacion del ligamento interpibico en fa ratona, estd basado en las observaciones
originales de Hall y col. (1946, 1947), sobre la sinfisls plbica de ratonas sensibilizadas con estrogenos, las
cuales respondieron a extractos que contenlan relaxina en una forma dependiente de la dosis (Hall y col., 1946;
Hall, 1947). En los primeros experimentos del bioensayo, se emplearon rayos X para observar la pelvis ¥
obtener una estimaclén de la ampliacion del ligamento interpubico después del tratamiento con relaxina
{Dorfman, Marsters y Dinerstein, 1953; Kliman y col,, 1953). Steinetz y col. (1960) describleron un bioensayo
cuantitativo en el que se media directamente de manera mas rapida y objetiva, la longitud del ligamento
interptibico. Ratonas inmaduras con un peso corporal de entre 18-20 g, son previamente sensibilizadas con una
sola inyeccion de estrégenos de larga accion (ciclopentilpropionato de estradiol). Siete dias més tarde, se
aplican tres o mas dosis de relaxina esténdar o el problema. Los vehiculos acarreadores como la cera de abeja
al 5 % en acelte de cacahuate y benzopurpurina al 1 % ( un colorante nitrogenado), potencian fa actividad de
relaxina porcina de 100-300 veces. El o los mecanismo(s) por fos cuales los vehiculos de depdsito hacen que
aumente la actividad de relaxina, ain no se conocen. Al parecer, ambos vehiculos pueden potenciar la adividad
de relaxina por un retardo mecénico de la absorcion, desde el sitio de inyeccion (Kliman y Greep, 1958), Esto ha
sugerido que la benzopurpurina-4B, puede unirse fuertemente a la relaxina y protegeria del metabolismo
degradativo (Bedarker, Tumell, Blundell y Schwabe,1977).

Este bioensayo ha sido utilizado extensamente durante el aislamiento y caracterizacion de la relaxina de la
cerda, la rata, la coneja, la vaca, la mujer y de la yegua. Las marcadas diferencias en las capacidades de la
relaxina de difer.enles especles para promover el desarrollo de! figamento Interpibico en ratona, puede exciuir el
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uso de este bioensayo en algunas especies. No abstante, en vista de su objetividad, especificidad y simplicidad,
es uno de lo més utilizados, aunque pierde precision y sensibilidad, por lo que no es posible aplicario cuando se
desea purificar relaxina de (ejidos o liquidos bioldgicos, en los que la hormona tiene una baja concentracién
(Steinetz y col., 1960; Sherwood, 1994).

C) Bioensayo de la Inhibicion de las contracciones uterinas espontineas

Los hioensayos de la contractilidad uterina estén basados en el descubrimiento original de Krantz y col, (1950),
cuando al probar extractos del cuerpo liteo de cerda, observaron que disminufan las contracciones uferinas
espontaneas en cobayas previamente sensibilizadas con estrégenos. La potencia de la relaxina sobre el tlero
es de alrededor de 1-5 nmol/l (asumiendo que la relaxina tiene un peso molecular de 6000 d), por lo que la
relaxina es un potente inhibidor reversible de las contracciones uterinas esponténeas en varias especles,
incluyendo ratas, ratonas, cobayas, congjas, cabras y cerdas tanto in vitro como in vivo (Dowing y Hollingsworth,
1993). Las contracciones uterinas son inhibidas rapidamente (1-5 min) después de la aplicacion de la relaxina in
vitro y hay una recuperacion répida después de lavar el tejido. Estas observaciones sugieren que la relaxina
interacciona con un receptor membranal en el miometrio. La sensibilidad def titero a relaxina como n inhibidor
de las contracciones in vivo e in vitro, es modulada por estrégenos y progesterona, Después del tratamiento
por 48 hrs. con una dosis fisiolégica baja de estrégenos (0.4 parkg /dia), aumenta unas dos veces la sensibifidad
uterina a fa relaxina, mientras que el tratamiento con progesterona tiene poco efecto, pero al combinar
estrogenos mas progesterona, la sensibilidad a la relaxina aumenta unas diez veces. Por lo tanto se ha sugerido
que los estrégenos aumentan la concentracion de receptores miometriales (St-Louls, 1981; Mercado-Simmen y
col., 1982).

D) Bioensayos en cultivos celulares

Los bicensayos in vivo e in vitro antes mencionados tienen las desventajas de perder tanto precision como
sensibilldad. Este Gltimo pardmetro es necesario para medir la bloactividad en sangre periférica o extractos de
tejidos, donde las concentraciones de la hormona son bajés. En 1990, se describleron bioensayos basados
sobre la elevacion de los niveles de AMPc en cultivos de células endometriales humanas (Fel, Gross, Lofgren,
Mora-Worns y Chen A., 1990) y en células uterinas de mono rhesus reclén nacido (Kramer y col., 1990), Ambos
bloensayos son especificos para la relaxina, més precisos y suficientemente sensibles hasta para medir 1 ng de
relaxina humana. Sin embargo, tienen fimitaciones importantes como son: el aito costo para tener el equipo
necesario para cultivos celulares, la disposicidn de las células en cantidades limitadas y por titimo, la respuesta
de las células a la relaxina varla entre las diferentes lineas celulares endometriales humanas (Fei y col., 1990)y
enire las lineas celulares uterinas de mono rhesus recién nacido (Kramer y col., 1990),
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2.- RADIOINMUNOENSAYO

Los Iimites de sensibilidad de los bioensayos restringen severamente su aplicacion para medir relaxina en la
sangre. El primer radioinmunoensayo que se desamolld para la relaxina se realizo en 1972, con una preparacion
impura de relaxina NIH-R-P1 (440 GPU/mg), la cual contenia 20 % de relaxina bioldgicamente activa y 80 % de
protelnas no caraclerizadas (Bryant-Greenwood, 1972; Bryant-Greenwood, 1977). Cuando se contdé con
preparaciones puras de relaxina, se utilizaron para desarrollar radioinmunoensayos homaélogos para la cerda
(Afele Bryant-Greenwood, Chemley y Dax, 1979), la rata (Sherwood y Crnekovic, 1979), la yegua (Stewart,
1986) y la mujer (Eddie, Bell., Lester, Bennett, Johnston y Niall, 1986). Estos RIA’s homdlogos son 1000 veces
mas sensibles que los bicensayos, ya que se detectan concentraciones de 100 pg o menos y se pueden
realizar con voltimenes pequefios de hasta 2-5 pl. Ya que el RIA solo mide inmunoactividad y no bioactividad de
relaxina, debe de tenerse precaucion en cuanto a las interpretaciones fisiolégicas de los niveles de
inmunoactividad de relaxina.

L.a marcada variacion de aminoécidos entre las especies, contnbuye a que haya un fimitado entrecruzamiento
de las preparaciones de relaxina purificada, en radioinmunoensayos para la relaxina de ofras especies
(Sherwood, 1982; Gutkowska, St-Louis. y Genest, 1985); a pesar de este problema, el RIA porcino se ha
utiizado para obtener informacién con respecto a los niveles en la sangre perifénica o de tejidos de ofras
especies (mono, orangutdn, hamster, ratén, gato, coneja, etc.) y asl tener una aproximacion del perfil de los

niveles de inmunoactividad durante la prefiez (Sherwood 1994).

3.- ENSAYOS INMUNOENZIMATICOS

En 1981, Bodsch y Struck Informaron del desarrollo de dos tipos de inmunoensayos enziméaticos para relaxina
porcina. La sensibilidad es muy parecida a la reportada para los RIA’s porcinos. Sin embargo, es necesaria una
caracterizacion mas rigurosa de estos ensayos inmunoenziméticos para la relaxina. No es claro s! estos
ensayos, son tan precisos o exactos como los radioinmunoensayos para la relaxina, pero tienen ventajas sobre
los RIA’s, como son; que el anticuerpo marcado con la enzima, es mas estable que la relaxina radiomarcada y

se evitan los problemas de manejo y desecho del material radioactivo (Sherwood, 1994).

lil.- BIOQUIMICA DE LA RELAXINA
1.- ESTRUCTURA

Las relaxinas de las diferentes especies, son péptidos con un peso molecular bajo de entre 5,200-7,200 d. La
relaxina porcina (Figura 17), esté constituida por una cadena A de 24 aminoacidos y una B de 32 aminoécidos,
unidas covalentemente por dos enlaces disulfuro intercadena y uno intracadena en la A (Schwabe, McDonald y
Steinetz 1976; James, Niall y Kwok, 1977). Los puntos isoeléctricos generalmente son alcalinos (9.4-10.6), a
excepcion de la relaxina de coneja que tiene un p. 1. &cido (6.8). La secuencla de aminoacidos de las cadenas A
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RELAXINA PORCINA
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Figura 17, Estructura covalente de la relaxina y la insulina porcinas. En esta figura, los residuos estin enumerados con respecto a la
secuencia de la insulina, para facllitar la comparacién de ias dos honmonas. CMa, CMa’, CMB son formas de relaxina porcina que se
diferencian en el nimero de aminodcidos de la cadena B. Los aminodcidos encerrados en circulos son ldénticos en la relaxina e
insulina y los aminokcldos subrayados son los que contribuyen a formar el centro hidréfobo.en ambas hormonas (Tomado de
Sherwood, 1893).

y B se determiné por anéilsis de secuencias de aminodcidos de preparaciones de hormona nativa. Mas tarde,
se confimd por andiisis de secuencia de nucledtidos de ARNm (Bryant-Greenwood ‘col, 1994), La
localizacién de los enlaces disulfuro se ha determinado Unicamente para la relaxina porcina y es muy
semejante en la insullna porcina (Flgura 17). Sin embargo, parecen ser similares para otras relaxinas puésto
que las cisteinas que son las encargadas de formar los enlaces disulfuro, estdn en ia misma posiclén (Figura
18) (Schwabe y col., 1977),
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CADENAS A DE LAS RELAXINAS

Humano 2 <QLYSALANKCCHVGCTKRSLARFC

Humano 1 RPYVLFEKCCLIGCTKRSLAKYC

Gorila 1 RPYVALFEKCCLIGCTKRSLAKYC

Gorila 2 <QLYSALANKCCHVGBGCTKRSLARFC

himpancé <«QPYVALFEKCCLIGCTKRSLANYC

Chinmpancé 2 <«QLYSALANKCCHVGCTKRSLARFC

Orangutén 2 <«QLYSALANKCCHVGCTKRSLARTFC

Orangutén 1 PYMAVFEKCCLIGCTKRSLAKYC

Mono rhesus: QLYMTLSNKCCHIGCKKSLAKFC

Mandril QLYTTLSNKCCHIGCTKKSLAKFC

Porcino RMTLSEKCCQVGCIRKDIARLC

Rata QSGALLSEQCCHIGCTRRSIAKLC

Ratén ESGGE IMSQQCCHVGCSRREIAKLYC

Yegua <«QLSHKCCYWGCTRKELARQC

Perro RMYLSEXKCCQVGCIRKDIARLC

Cobaya «QLDMTVSEKCCQVGCTRRFIADSC

B, edeni RMTLSEKCCQVGCIRKDIARLC

B. aurostrata RMTLSEKCCQVGCIRKDIARLC

Marsopa RMTLSEKCCQVGCRRDIARLC

Tiburén (ST) ATSPAMSIKCCIYGCTKXKDISVLC

Tiburésn (DF) EGSPOGMSSKCCTYGCTRXKDISILC

Mantaraya EEKMGFAKXKCCLAPCSVDVLLSTC

CADENAS B DE LAS RELAXINAS

Humano 2 DSWMEEVIKLCGRELVRAQIAICGMSKRSL

Humano 1 KWKDDVIKLCGRELVRAQIAICGMSTWSKRSL
Gorila 1 KWXKDDVIKLCGCELVRAQIAICGMSTHWS

Gorila 2 DSWXK DDVIKLCGRELVRAQIAICGMSTHWS
Chimpancé 1 DSWMDEVIRKLCGRELVRAQIAICGKSTHWS

Chimpancé 2 DSWMDEVIKLCGRELVRAQIAICGKSTWS
Orangutén 1 KWKEDVIKLCSRELVRTQIAICGMSTWR

Orangutén 1 DSWMDEVIKVCGOGRELVRVQIAICGMSTLD

Mono Rhesus KWMDDVIKACGRELVRAQIAICGKSTLG

Mandril KWMDDVIKACGRELVRAQIAICGXSTLG

Porcino <QSTNDFIRACGRELVRLWVEICGSVSWGAGRTAL
Rata RVSEEWMDQVIQVCGRGYARAWIEVCGASVGRLAL
Ratén RVSEEWMDGFIRMCGREYARELIKICGASVGRLAL
Yegua <{QKPDDVIKACGRELARLAIEBICGSLSWK

Perra TDDRKXKLEKACGRDYVRLQIEVCGSSWWGRKAGQLRE
Cobaya GFLDEVIKVCGRDLVRIKIDICGKILLGDMTTG
B. edeni (w) <QRTNDLIKACGRELVRLWVEICGSVRWGRIAL
B: acutorostrata <QRTNDLIXACGRELVRWVEICGSVRWGEGQSAL
Marposa <QRTNDLIXACGRELVRLWVEICGSVWGRTAT
Tiburén (ST) < Q SLSNAESGIKLCGREFIRAFIYLCGGTRWTRLPNFGNDPIM
Tiburén (D:F) <Q SFKNAEPSIKLCGEFIRAVIYTCGGSR ‘
Raya RPNWEERSRLCGDLIRAFIYLCGGTRWTRWTRLPNFGNYP
Bombixina QPAVHTYCGRHLARTLADLCWEAGYVYD '

Figura 18, Secuencla primaria de relaxinas y secuencias predetenminadas basadas sobre cADN’s para las cadenas A y B, Las
secuenclas han sido alineadas respecto a los residuos da clstelna. El gen 1 en el orangutén y gorila no son funcionales (tomado
de Bryant-Greenwood y Schiwabe, 1994), )
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2.- EVOLUCION

La relaxina, la insulina y los factores de crecimiento, son similares en su estructura secundana y terciaria pero
difieren en su secuencia de aminoacidos, asi como en su funcion (Blundell y Humbel, 1980; Bradshaw y Niall
1978). La similitud en la estructura de estas tres hormonas, condujo a postular que pertenecian a una misma
familia de péptidos (Blundell y Humbel, 1980); esto es, que duplicaciones genéticas de una molécula primitiva
semejante a la insulina, seguida de mutaciones genéticas, codifico moléculas con diferente funcion (Bedarker y
col., 1977; James y col, 1977). Por otro lado, Schwabe, Gowan y Reining (1982) desafiaron la hipdlesis
monofilética, la cual dice que la relaxina e insulina son productos de duplicaciones genéticas. Con base en las
diferencias en su secuencia de aminoécidos, que es del 76 %, y solo tienen tienen una homologia del 25 %.
Estos investigadores propusieron que estas dos hormonas no son productos de duplicaciones genéticas, si
no mas bien explican su origen a través de una hipélesis, a la que denominaron del potencial genético
polifiético, por medio de la cual se originaron las famillas de protelnas semejantes a la insulina. De acuerdo con
esta hipotesis del potencial genético, las condiciones medio ambientales prebidticas llevaron a la sintesis
abittica de un gran nimero, pero finito de polimeros de nucledtidos (potencial genético), los cuales tenian
capacidad de autoreplicarse, pero también se mezclaban y ampliaban a través def caldo primitivo. Cuando las
células se formaron, incorporaron un gran nimero de polimeros informacionales (potencial genético), algunos
de ellos codificaron para familias tales como la insulina. SI esta hipétesis es correcta, los genes presentes en
formas de vida superiores deben estar presenteé en algunos organismos unicelulares, como lo demostraron
Schwabe, LeRoith, Thompson, Shiloach y Roth en 1983, quienes reportaron la extraccion de una molécula con
el tamafio y propledades inmunolégicas de la relaxina porcina en el protozoaﬁo Tetrahymena pyriformis, Esta
hormona tiene una amplia distribucion a través de toda la escala filogenética, ya que se ha detectado
inmunolégicamente desde un protozoano hasta el humano e incluso en una planta inferior (Spirogira) (Schwabe
y Ballesbach, 1990).

A diferencia de la estructura primana de las insulina de las diferentes especies, la cuaf conserva una alta
homologlia (60-98 %), la estructura de las relaxinas, divergié¢ considerablemente durante la evolucion, ya que
solamente existe, con raras excepciones, entre un 40-48 % de homologia en !a secuencia de sus aminoacidos.
Sin embargo, la posicion de las cisteinas a la mitad de las cadenas y fas glicinas adyacentes no varian (Figura
18).

3.- BIOSINTESIS

En la figura 19, se puede observar el flujo de informacidon de gen 1 de la relaxina humana para: dar
preprorelaxina; El gen de relaxina se transcribe para dar el ARN mensajero, el cual contiene un intron de 3,700
hases. Después el ARN mensajero se traduce en la preprorelaxina (Kemp y Niall, 1984). Esta cadena de
preprohormona consiste de: péptido seflal/cadena Bipéptido conectante/cadena A (Figura 20). E! péptido sefal
de la preprorelaxina de rata, cerda y de mono contienen de 22-25. La diferencia entre  los
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tamafios de los precursores de relaxina e insulina (Gast, 1983), se atribuye a la longitud de los péplidos
conectantes (péptido C). Por ejemplo, los péptidos C de la relaxina de rata y cerda son de 104 y 105
aminoAcidos, mientras los de proinsulina de rata y cerda contienen 30 aminoécidos. Aunque no se conoce la
funcién del péptido C, al parecer media el plegamiento de los precursores para una comrecla unién de
los puentes disulfuro entre las cadenas A y B, Ademds, parece tener alguna actividad hormonal, pero deben de
realizarse més estudios, para establecer esta funcién (Hudson, Haley, Cronk, Shine y Niall, 1981, Sherwood,
1904),

El rompimiento de los péptidos sefial y coneclante de la preprorelaxina, es semefante al de otros péptidos

ADN

Pre ARNm transcrito

76 | 96 [40 m; 272 72

S B C L jron C A
Procesamiento
v
ARNm

75 96 140 +272 72

&Traduccién

S, B , C A

t I |
Preprorelaxina

Figura 19. Representacion esquemdtica del flujo de informacion del gen 1 de la relaxina humana a preprovelaxina. (Tomado de Kemp
y Nialt,, 1684), )

(Figura 20). Esto es, que muchas proteinas secretadas se sintefizan como un precursor inactivo, el cual luego
es activado. En general, la activacion consiste en la remocién de una partede la cadepa polipeptidica, que
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puede suceder en diferentes silios. Diversas honmonas polipeptidicas se producen como prohormonas
inactivas y éstas son luego activadas intracelularmente, por medio de enzimas proleoliticas de conversién que
estan presentes en el aparato de Golgi. Entre otros ejemplos, aparte de la prorelaxina, estén la proinsulina, el
proglucagon, la progastriha elc. Al pasar la preprorelaxina por el reticulo endoplésmico, se remueve el péptido
sefial por la peplidasa sefial. La cadena de prorelaxina es luego activada en el aparato de Golgi por la
remocién del péptido C, a cargo de la enzima de conversion. Finalmente, la relaxina y ei péptido C quedan en
el granulo de secrecién en las células de la granulosa del cuerpo luleo de cerda (Kempy col,, 1984),
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Figura 20. Resumen esquemitico dc! procesamiento de relaxina, después de eliminar el péptido sedial (S) y el peptido conectarnite (C)
por digestitn proteolitica (Tomado de Kemp y col,, 1984),



4.- RECEPTORES

Estudios a nivel de tejidos y con el animal completo demoslraron receplores para relaxina en el Utero. Se
informé que en los cuemos uterinos de rata (McMurlry, Kwok y Bryant-Greenwood,1978; Mercado-Simmen,
Bryant-Greenwood y Greenwood 1980; Mercado- Simmen, Bryant-Greenwood y Greenwood, 1982), cobaya
(Gales, Flynn, Ryan y Sherwood, 1981), cerda (Mercado-Simmen y col,, 1982) y ratona (Yang, Rembiensa,
Bllesbach y Schawave, 1992), existe un nimero finilo de receplores de alla afinidad (ka = 10%10' M
(Mercado-Simmen y col., 1980; Gast y col,, 1980; Mercado-Simmen y col,, 1982). Ademés, con estudios de
radioautoradiografia se han localizado silios de unidn en ambas capas musculares (clrcular y longiludinal) de
los segmentos uterinos de ratas sensibilizadas con eslrégenos (Weiss, O'Byme, Hochman, Steinetz, Goldmish
y Flitcraft, 1978). Como con olros receptores de honmonas proleicas, los receplores de relaxina parecen estar
asociados con la membrana plasmética. Se inform¢é que los receptores para la relaxina se encuentran en un
mayor nimero, durante los estados dominados por los estrégenos del ciclo estral de la rata (Mallict, 1978) y
después de la administracion de estrdgenos en ratas y cerdas ovariectomizadas (Mercado-Simmen y
col.,1980). Mercado-Simmen y cal, en 1982, propusieron que la modulacion de los receptores de relaxina en el
(tero, puede ser parle del mecanismo por el cual los estrégenos aumentan la sensibilidad del dtero a la
relaxina. Estos investigadores, también informaron que los silios de unién aumentan durante la segunda mitad
del embarazo en el ttero de la rata y que la relaxina endégena y la exégenamente administrada puede reducir
su nimero. Los receptores de la relaxina no han sido aislados o caraclerizados (Sanbom, 1986, Shetwood,

1994),

5.- MECANISMO DE ACCION

Los estudios sobre el mecanismo de accién de a relaxina a nivel molecular, se han limitado al titero, donde la
inhibleion de las contracciones uterinas dependiente de la relaxina, es répida, Se ha realizado poco trabajo con
respecto a otros érganos blanco de la relaxina como la sinfisis pubica o el cérvix, razén por la cual el |
mecanismo de accién de la relaxina se refiere solo al ttero (Kemp y col,, 1984) y Niall, 1984). Varias hormonas
influyen sobre la actividad del musculo liso: la acetiicalina, la oxitocing, la anglotensina y las prostagliandinas
estimulan la contracclén, mientras que los agonistas B-adrenérgicos y la relaxina causan la relajacion (Kemp y
col., 1984), La relaxina inhibe las contracciones uterinas esponténeas (Krantz, Bryant y Car, 1950: Sawyer,
Frieden y Martin, 1853; Wiqvist y col., 1958), asl como aquellas manejadas por estimulacion eiéctrica (Porter,
Downing y Bradshaw, 1981; Kemp, 1981), por despolarizacion con KClI (St. Louis, 1981), oxitocina, o
prostaglandinas F2 (PGF 2) (Porler y col,, 1981).

A) Bases moleculares de la contraccion del misculo liso

Cuando las células del misculo liso son estimuladas se provoca un aumento de los niveles de calcio
intracelular, ya sea de! que entra a la célula o del que sale del reticulo endoplasmatico. El Ca® entonces se
une a la calmodulina, una protelna reguladora del calclo (la cual se encuentra en altas concentraciones), para
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formar el complejo Ca**-calmodulina. Este complejo Ca**-calmodulina se une a la cinasa de la cadena ligera de
la miosina (MLCK) (la cual esta inactiva cuando esta sola) para formar el complejo holoenzimético Ca®-
calmodulina-MLCK activo. La MLCK activa fosforila las cadenas ligeras de la miosina de 20,000 d. Una vez
fosforilada la miosina interacciona cona la actina y da como rersultado la contraccién. Cuando la actina
interacciona con la miosina, estimula la actividad ATPasa de la miosina (Figura22) (Kempy col.,, 1984).

Filamento grueso  anesa de la Miosina

%/ Cabeza ligera MLC1

3 Qy ‘____. Cadena ligera MLC2
Cola de la Q \

Miosina B D Cinasa de la cadena
- ligera de la Miosina
() camodulina
__~Tropomiosina

TR

Filamento delgado

Actina

Figura 21, Representacldn diagramética de fos elementos contractiles del masculo liso. La fosforliactén de fa cadena ligera de la
mloslna (MLCK2) estimula la ATPasa de la miosina actlvada por la actina (Tomado de Kempy col,, 1984)

B) Posible mediacion a través de la proteina-cinasa A y/o a través de los
niveles de calcio intracelular.

El mecanismo(s) por el cual la relaxina lleva a cabo la inhibicion de las contracciones uterinas atin no se conoce
(Sherwood 1994). Sin embargo, se sabe que este mecanismo puede ser a través de |a fosforilacion de la MLCK,
mediada por protelnas-cinasas dependientes de AMPc. O que la relaxina disminuye la actividad de la MLCK, a
través de la reducclén de los niveles de Ca®* intracelular (Figura 22).

Proteinas cinasas: Cuando la relaxina se une a su receptor membranal, provoca la activacién de la adenilato
ciclasa, que a su vez induce un aumento de AMPc. Este AMPc se une a la subunudad reguladora de una
protefna cinasa A (PKA) para activaria. Esta PKA activa, induce la fosforilacién de la MLCK, lo cual hace que se
separe del complejo Ca®*~calmudulina y de esta manera la MLCK queda Inactiva y no fosforila més miosina.
Ademds se activan fosfatasas que desfosforilan la mlosina y se provoca la separacion de la actina (Relgjacion)
(Nishikori, Welsbrodt, Sherwood y Sanbom, 1983),
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Figura 22, Mecanismos Intracelulares por medio de los cuales la reiaxina puede Inhiblr las contracciones uterinas de células
miometriales uterinas, Los efectos proplos de la relaxina que estan apoyados en datos experimentales en células miometriales de
rata, estin encerrados con lineas sdlidas y precedidas de flechas séildas. Los posibles efectos de [a relaxina que no han sido
demostrados, se muestran con lineas Interrumpldas. La proteina cinasa A dependiente de AMPc, se disocla en presencla de
AMPc en un complejo subunidad reguladora-AMPc y una subunidad protefna catalitica cinasa activa, que promueven la
fosforilaclén de proteinas Intracelulares, Después del tratamiento con mlaxlna, aumenta el AMPc, aumenta la actividad de la
proteina cinasa, disminuye la afinidad de la MLCK por el complejo Ca * calmodulina, disminuye la actividad de la MLCK,
disminuye la fosforilacién de la cadena ligera de la miosina, disminuye Ia actividad de 1a ATPasa actomlosina, todos estos eventos
lievan a la relajaclén de la contactilidad uterina, No es ciaro sl ia relaxina lieva a cabo sus efectos a través de la fosforilacién de la
MLCK. S! 1a relaxina puede actuar, al menos en parte, por la reduccién de 1os niveles de €*" Intracelular; disminuyendo as! la
actividad de Ja MLCK y la fosforilacién de ia cadena ligera de la miosina. Hay evidencla de que ia relaxina promueve el aumento
del flujo de Ca** de las células miometriales en cultivo (Sanbom, 1986; Shetwood, 1994).

Calcio: Otro mecanismo por el cual la relaxina puede inhibir Ia actividad de la MLCK, es a través de la regulacién
de los niveles de MLCK. La formacion del compiejo Ca**calmodulina, necesario para la activacién de la MLCK,
se puede Inhibir a través de la reduccién de los niveles de Ca® intracelular. La relaxina puede:

1) Aumentar el secuestro de Ca®* dentro de los microsomas.

2) Aumentar el fiujo de Ca®* a través de la membrana celular hacia el espacio extracelular,

3) Disminuir la entrada de Ca® dentro de las células miometriales
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4) Promover la combinacidn de estos procesos.

Es posible que estos procesos de transporte de Ca®*, estén mediados por la fosforilacion de proteinas de la
membrana, proceso catalizado por una PKA dependiente de AMPc, como se muestra esquematicamente en la
figura 22. El Ca®* intracelular que es secuestrado por los microsomas uterinos y la fosforilacion de proteinas
microsomales, es estimulado por el AMP¢ (Sanborn, 1985, 1986). Si fosforilacidn de una proteina(s) intracelular
es un componente en el mecanismo(s) por el cual ia relaxina reduce la actividad de la MLCK, o por la
fosforilacién directa de la MLCK o indirectamente a través de la fosforilacion de proteinas que influyen sobre los
niveles de Ca® Intracelular, no se sabe con certeza pero quizas sea por las PKA o que otras proteinas cinasas,
dependientes de AMPG estén involucradas. Finalmente, la relaxina puede alterar los niveles de Ca* intracelular,
al menos en parte, a través de mecanismos (que no involucran la fosforilacién de proteinas intracelulares) que
controlan la entrada de calcio por medio de canales operados por el receptor o por ofro tipo de canales
(Sanborn y Anwer,1990)

IV.- ACCIONES BIOLOGICAS Y TEJIDOS DE SECRECION DE LA

RELAXINA
1.- EN LA HEMBRA

Larelaxina es producida en altos niveles por los tejido(s) del tracto reproductivo durante la prefiez. El tejido que
la produce varla entre las especies (Tabla Xl), estos pueden ser el cuerpo liteo, la placenta, o el Utero. En
muchas especies que han sido estudiadas, uno de estos tefidos es la fuente primaria (y probablemente la tnica)
de relaxina en la sangre periférica. No es claro el patrén de factores fisiolégicos relacionados con la prefiez que
pueden predecir la fuente de relaxina dentro de las diferentes especies estudiadas. En algunas especies, tales
como la cerda, la rata, y la ratona, en las que la produccién de progesterona litea es necesaria a través de la
prefiez, la fuente de relaxina es también el cuerpo luteo. Sin embargo, en la coneja, donde la progesterona litea
es necesaria a través de la prefiez, la placenta es la fuente de relaxina. En la mujer, la yegua y la cobaya,
especies en las cuales el cuerpo liteo no es la tnica fuente de progesterona a través de la prefiez, la relaxina se
produce en el cuerpo liteo, placenta y Utero respectivamente. La regulacion de la secrecidn, también varia entre
las especies. Por ejemplo, los niveles de larelaxina ovarica de la rata permanecen bajos, a menos que el animal
este prefiado, mientras que la relaxina ovérica de la cerda puede aumentar a niveles altos en ausencla de la
prefiez. La regulacion de la secrecion también varfa entre las especies, consecuentemente los perfiles de los
niveles de relaxina en la sangre periférica a través de la prefiez, son diferentes entre las especies (Sherwood,
1994),

Aunque se conoce una gran variedad de acciones bloldgicas para la relaxina, la primera accion que se le
determiné fue la ampliacidn de la pelvis antes del parto. En la rata, ratona y cobaya la relaxina Induce el
desarrollo del Utero, imbibicion de agua y la acumulacién de glucégeno, asi como la inhibicion de las
contracciones uterinas (Kroc, Steinetz y Beach, 1959). La relaxina, en sinergismo con los estrégenos y la
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progesterona, tiene efectos sobre el endometrio, influye en el acomodamiento del colageno uterino Y
consecuentemente en la distensibilidad uterina (O'Byme Y Steinetz, 1976). La relaxina parece ser la
responsable de la maduracion y dilatacion del cérvix en muchas especies, incluyendo a la mujer. Ademas la
relaxina potenciala cornificacion inducida por los estrégenos en la superficie vaginal (Hall, 1960). En la glandula
mamaria, [a relaxina ejerse un sinergismo con estrogenos y progesterona, causando el desarrolio jobulo alveolar
(Smith, 1981).

Hay evidencia de que el ovario de cerda y ratas no prefiadas contienen refaxina. Sin embargo parece que la
relaxina es sintetizada por el foliculo, ya que células de la granulosa Y de la teca obtenidas de follculos
preovulatorios de cerda, secretan relaxina in vitro, en respuesta a la estimulacion de LH. Aun no sé ha
establecido la funcién de la relaxina, que s€ produce a niveles bajos en 10s ovarios de las cerdas durante el

periodo folicular y periovulatorio, 0 durante el estro en ratas. Bryant-Greenwood y col. en 1982, obtuvieron

Tabla XI.- Fuentes de secrecion de Relaxinaen diferentes mamiferos.

Especit Ovano  necesario 3 Fuente  pamana de Fuente(s) secunda:

traves de la prenes relgxng fa de relaanas

a: La fuente secundaria de relaxina atin no esta bien establecida (tomado de Sherwood, 1994).

evidencia de que la refaxina intraovarica puede actuar localimente en la rata. Estos investigadores exploraron la
influencia de la relaxina sobre tres enzimas involucradas en la remodelacion del tejido conectivo, durante el

desarrollo folicular y/o ovulacién, estas son el activador del plasminégeno la colagenasa y 1a proteoglicanasa.



2.- EN TEJIDOS NO REPRODUCTIVOS

La relaxina también tiene efectos sobre otros tejidos no reproductivos que incluyen el tejido adiposo, la glandula
tiroides, la mucosa géstrica, la piel y los vasos sanguineos. Olefsky, Saekow y Kroc (1982), informaron que la
relaxina de cerda altamente pura, aumenta la capacidad de la insulina porcina, para unirse a los adipocitos
obtenidos de ratas hembras adultas (pero no los obtenidos de machos o de hembras inmaduras) y que este
aumento de unién de la insuling, se atribuye a un aumento en la afinidad por su receptor. Se postuld que el
aumento que induce la relaxina, en la union de la insulina puede tener algun significado bioldgico, puesto que
niveles fisioldgicos de relaxina potencian la capacidad de concentraciones submaximas de insulina para
promover el transporte de glucosa y la oxidacién de glucosa en los adipocitos. El efecto estimulante de la
relaxina sobre la actividad bioldgica y la unién de la insulina, también se observé en adipocitos humanos. El
mecanismo(s) por el cual la relaxina modifica la interaccion de la insulina con su receptor ain no se conoce
(Olefsky y col., 1982, Sherwood, 1994).
Los efectos de la relaxina sobre la tiroides y mucosa gaslrica, alin no se conocen. Pero al parecer, extractos de
relaxina cruda aumentan el peso de la tiroides, la caplacion de iodo radioactivo y la unidn de proteinas
marcadas con iodo. No se ha reportado que la relaxina tenga alguin efecto sobre la funcién o el desarrolio de la
tiroides. Un reporte breve, indica que dosis bajas de relaxina, activa la adenilato ciclasa de la mucosa gastrica.
Sin embargo, se necesitan estudios mas profundos para establecer los verdaderos efectos de la relaxina sobre
estos tejidos (Ruoff , Lippert, Seeger y Voelter, 1984, Sherwood, 1994).
En 1956, Boucek informé que ratas que recibieron una administracién prolongada de relaxina porcina impura,
mostraron un marcado aumento en la elasticidad de la piel in vivo. Con esta observacién, se explord el uso de
relaxina porcina en pacientes con enfermedades crénicas que debilitaban el tejido conectivo, con disminuciones
severas en la elasticidad cuténea y en el flujo de la sangre en los vasos sanguineos periféricos (como son el
escleroderma y la enfermedad arterial periférica obliterativa. Se informé que al inyectar intramuscularmente
relaxina porcina impura por 3 dfas en un periodo de 6 a 30 meses en combinacion .con- estrogenos, se
observaron efectos curativos dramaticos (Casteny Boucek, 1958), Aunque hubo efectos curativos similares con
la administracion de relaxina porcina parciaimente purificada en pacientes con escleroderma, ofros
investigadores informaron que Ia relaxina porcina tuvo poco o ningln efecto (Jefferris y col,. 1962). Los efectos
terapelticos propios de la relaxina sobre los vasos sanguineos, parecen necesitar de un tratamiento continuo.
Actuaimente, no hay informacion de la influencla de relaxina altamente pura, sobre el tejido conectivo en otras
especies (Jefferis y Dixon, 1962, Sherwood, 1994)).
Por otra parte, en ratas la presién sanguinea sistdlica es baja durante los primeros 3 o 4 dias de la gestacion y
coincide con el periodo en el que los niveles de la relaxina en la sangre periférica estdn elevados al maximo (St-
Louis y Massiocotte, 1985). Algunos informes indican que la relaxina quizas tenga algun efecto sobre la
vasculatura de tejidos no reproductivos. Asf Del Mese, Casali y Novelll en 1983, informaron que Ia relaxina
porcinay un exfracto de decidua humana, ejercieron un efeclo vasodilatador répido sobre la microcirculacion del
mesocecum, St-Louis y col. en 1985, estudiaron la influencia de una infusién intravenosa de relaxina porcina y
S 9
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de rata, altamente purificadas a dosis bajas (aproximadamente 100 ng/hr) en ratas no prefiadas hipertensas y
normotensas, Estos investigadores encontraron que ambas relaxinas reducen la presion sanguinea sistolica en
ratas espontaneamente hipertensas. Pero esta infusidn no reduce la presion sanguinea en ratas normotensas.
Se cree que ia relaxina puede ser uno de los factores responsables de la disminucion de la presion sanguinea

durante la prefiez tardla en la rata.

3.- EN EL MACHO

Steinetz y col en 1959, identificaron bicactividad para relaxina (con el bioensayo del ligamento interplbico) en
los testiculos del armadillo. Dubois y Dacheux (1978), detectaron relaxina en los testiculos del jaball. Después
en 1980, describieron una substancia en el plasma seminal humano. Lomouye y col. {1980), también
encontraron un péptido semejante a relaxina en el plasma seminal humano. Estos resuitados fueron
confirmados por Essig y col. (1982), quienes demostraron bioactividad para la relaxina en el plasma seminal
humano, con e bioensayo de la palpacion de la relgjacion de la sinfisis pubica en la cobaya. Estos
Investigadores postiularon que la fuente de ia relaxina era la préstata, ya que la relaxina se encontrd en
hombres después de que se les realizé la vasectomia, con lo cual se eliminan los componentes testicular y
epididimal. También se encontraron concentraciones altas de relaxina, en la primera porcidn (rica en secrecion
prostatica) del eyaculado. Por otro lado la relaxina no se encontrd en el suero de hombres, pero si en €l de los
jabalis y los niveles disminufan después del celo (Weiss, 1989). La relaxina se ha detectado dentro de las
células del epitelio secretorio prostatico del gallo, cerdo, armadillo y humano adultos. También se ha encontrado
relaxina, pero en menor concentracién, en (as vesicuias seminales y {a parte ampular de (os vasos deferentes
(Yki-Jarvinen, Wahistrém y Seppala, 1983).

La relaxina afecta la movilidad de los espermatozoides; cuando se aplicd el anticuerpo antirelaxina porcina a
espermatazoldes de humano y de jaball, disminuyo notablemente la motilidad y se observé lo mismo cuande se
aplicd con un anticuerpo antirelaxina humana, por lo que se ha propuesto que los anticuerpos antirelaxina
pueden servir como adyuvantes para aumentar la eficiencia de los métodos anticonceptivos (Weiss, 1989). La
refaxina mantiene la motilidad de los espermas porcinos y la mejora cuando se aplica a muestras de espermas
humanos, que fienen una baja motilidad. La relaxina porcina aumenta significativamente la capacidad de
penetracion de los espermas humanos, dentro del mucus cervical humano o bovino. Como la relaxina es un
componente normal del plasma seminal humano se podria utlizar como un aditivo efectivo y seguro en el
tratamiento de infertlidad masculina (Brenner, Lessing, Schoenfeld, Amelar, Dubin y Weiss, 1984).
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