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Resumen

José Gerardo Perera Marin: PATRON DE DISTRIBUCION DE ISOFORMAS DE LA
HORMONA LUTEINIZANTE (LH) INTRAHIPOFISARIA Y SERICA EN LA
ESPECIE BOVINA (Bajo la direccién del PhD. Everardo Gonzalez Padilla)

El polimorfismo de las gonadotropinas en la hipd6fisis, suero y orina, se debe en parte, a la
variada estructura de sus oligosacaridos que las constituyen, lo que repercute en sus
propiedades inmunolégicas y biolégicas. Este fendmeno es regulado por la GnRH, los
péptidos gonadales y el estradiol, cuyas evidencias, se han documentado en multiples
especies, que incluyen a los rumiantes, sin embargo, los estudios de la heterogeneidad de la
LH en bovinos, se han limitado a conocer este pleomorfismo en la hipofisis y bajo el efecto
del estradiol y la GnRH. Por ello, en este trabajo, se examino, el patron de distribucion de
las isoformas de la LH circulantes en dos etapas del ciclo estral (estro vs diestro), por otro
lado, se analizé el efecto de la progesterona sobre el patron de la LH y FSH
intrahipofisarias y se aislaron y purificaron isoformas de la LH de adenohipéfisis bovinas.
Para ello, se utilizoé suero de vaquillas Holstein, colectado en la etapa de estro y diestro;
‘hipdfisis de vaquillas Ceba X Suizo, obtenidas después del tratamiento con progesterona y
para la purificacion de isoformas de la LH, se utilizaron adenohipdéfisis bovinas en
diferentes condiciones fisiologicas. La concentracion de la LH y FSH presente en suero e
hipofisis, se determindé por medio del radiocinmunoensayo especifico para cada hormona y
Ia heterogeneidad de las gonadotropinas se determiné por medio del cromatoenfoque, que
se eluyé con un gradiente de pH de 10.3 a 3.5. La LH y FSH eluidas durante el
cromatoenfoque, se agruparon en isoformas basicas (pH>7.5), neutras (pH 7.5-6.5) y
acidas (pH<6.5). asi como por unidad de pH. Las isoformas basicas de la LH en la
circulacién fueron las mas abundantes, esto fue significativamente mayor en el diestro (78.4
* 4.2%) que en el estro (57.1 = 6.2%); en contraste, las formas neutras (13.7 & 2.6%) y
acidicas (28.5 + 2.8%) en el estro fueron superiores a lo observado en el diestro (3.0 0.7 y
18.7 + 3.4). Por otro lado la heterogeneidad de la LH y FSH presente en la hipofisis no se
modificé con el efecto de la progesterona y finalmente se obtuvieron cinco isoformas de la
LH con suficiente rendimiento y alta pureza. Estos resultados, indican que la condicién
ovarica afecta la proporcion relativa de distintas isoformas de la LH que se sintetizan y
secretan por la adenchipdfisis, por otro lado, se demostré que la progesterona no modifica
el patrdn de distribucion de la isoformas intrahipofisarias de las gonadotropinas y
finalmente, se cuenta con una metodologia sencilla de obtencion y purificacion de
isoformas de la LH, lo que permitié la obtencion de isoformas con suficiente rendimiento
para el desarrollo de su correspondiente sistema analitico.

Palabras claves: Bovina, Diestro, Estro, Isoformas, Purificacion




Abstract .

José Gerardo Perera Marin: INTRAHYPOPHYSEAL AND SERUM LUTEINIZING
HORMONE (LH) ISOFORMS DISTRIBUTION PATTERN IN COWS (Under the
direction of PhD. Everardo Gonzailez Padilla)

Gonadotropins polymorphism in the hypophysis, serum and urine is due, in part, to its
varied oligosaccharide structure, which influences its immunological and biological
properties. This phenomenon is regulated by GnRH, gonadal peptides and estradiol, as has
been evidenced and documented in multiple species, including ruminants. However, studies
on LH heterogeneity in cattle have been limited to knowing that said pleomorphism exists
in the hypophysis and that it is under the effect of estradiol and GnRH. Thus, in this study,
the LH isoform distribution pattern in two stages of the estrus cycle (estrus and diestrus)
was examined. Furthermore, the effect of progesterone on the intrahypophyseal pattern of
LH and FSH was analyzed, and cattle adenohypophyseal LH isoforms were purified. For
this, Holstein heifer serum was collected during the estrus and diestrus stages. Furthermore,
Zebu/Swiss heifer hypophyses, obtained following progesterone treatment were collected
for purification of the LH isoforms; the bovine adenchypophyses used were under different
physiological conditions. LH and FSH concentration present in serum and the hypophysis
was determined using specific radioimmunoassay tests for each hormone. Gonadotropin
heterogeneity was determined using chromatofocusing, eluted to a pH gradient ranging
from 10.3 to 3.5. LH and FSH eluted during chromatofocusing were grouped in basic
(pH=>7.5), neutral (pH 7.5 to 6.5) and acidic (pH<®6.5) isoforms, as well as by pH unit. The
basic LH circulating isoforms were the most abundant, being significantly greater in
diestrus (78.4 x 4.2%) than in estrus (57.1 = 6.2%). In contrast, neutral (13.7 + 2.6%) and
acidic (28.5 £ 2.8%) isoforms in estrus were greater than those observed in diestrus (3.0 +
0.7 and 18.7 + 3.4, respectively). On the other hand, LH and FSH heterogeneity present in
the hypophysis was not modified by the effect of progesterone. Finally, five LH isoforms of
sufficient yield and high purity were obtained. These results indicate that ovaric condition
affects the relative ratio of the different LH isoforms that are synthesized and secreted by
the adenohypophysis. On the other hand, they also demonstrated than progesterone does not
modify the pattern of distribution of the different intrahypophyseal gonadotropin isoforms,
and, finally, that there is a simple method for obtaining and purifying LH isoforms that
allows one to obtain isoforms of sufficient yield for the development of a corresponding
analytic system.

Key works: Bovine, Diestrus, Estrus, Isoforms, and Purification
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Figura 3. Patrén representativo de elucion de la LH en el suero colectado durante la etapa
de estro (A) y diestro (B). Veinte mg de proteina se aplicaron al intercambiador idnico
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gradiente de pH de 10 a 3.5 y se colectaron fracciones de 2 ml. Las flechas sefialan el
cambio de amortiguador, durante la corrida cromatogrifica y después de la aplicacion de

NacCl 1M.

Figura 4. Inmunotransferencia de la isoformas de la LH sérica, obtenidas por medio del
cromatoenfoque. El anticuerpo (anti-oLH-NIDDK-26) se utilizé a una dilucién 1:500, con
un periodo de incubacion por 24h. A) Marcadores de peso molecular, 92.5; 62.5; 45.0;
31.0; 21.5 y 14.4kDa. B) USDA-bLH-BS; C) 9.99-9.0, D) 8.99-8.0; E) 7.99-7.0; F) 6.99-
6.0; G) 5.99-5.9; H) 4.99-4.0; I) 3.99-3.5. La flecha superior derecha sefala la forma
monomeérica de la LH y las inferiores presentan la subunidad alfa y beta de cada proteina.




Figura 8. A) Presenta el patron de elucion del suero bovino, en etapa de diestro, durante la
corrida cromatografica del intercambiador iénico (PBE-118). B) Presenta el porcentaje de
unién (B/Bo) determinado bajo diferentes concentraciones molares de NaCl. C) Patrén de
elucién de la USDA-bLH-BS, marcada con '*’I. Las flechas indican el cambio de
amortiguador, durante el gradiente de pH. Los asteriscos denotan diferencia (p<0.05) con
relacion a la unién maxima (Bo).

Figura 6. Perfil representativo del patron de LH inmunoreactiva del extracto de
adenohipofisis bovina del grupo testigo. Cuatro mg de proteina del extracto se analizaron
en un gradiente de pH de 10.5 a 3.5. La flecha inicial muestra la aplicacion del polybuffer
74, pH 3.5 y la segunda muestra la aplicacion de NaCl 1 M. Los recuadros seiialan el detalle
del patron de elucién de la LH inmunoreactiva en los rangos de pH 7.99-7 y 6.99 a NaCl
respectivamente. Las diferentes isoformas se identificaron con letras comenzando con las

formas mas basicas (A).

Figura 7. Perfil representativo del patron de LH inmunoreactiva del extracto de
adenohipé6fisis bovina, del grupo estimulado con progesterona. 4 mg de proteina del
extracto fueron analizados en un gradiente de pH de 10.5 a 3.5. La flecha inicial muestra la
aplicacion del polybuffer 74, pH 3.5 y la segunda flecha muestra la aplicacion de NaCl 1 M.
Los recuadros sefialan el detalle del patron de elucion de la LH inmunoreactiva en los
rangos de pH 7.99-7 y 6.99 a NaCl respectivamente. Las diferentes isoformas se
codificaron con letras comenzando con las formas mas basicas (A).

Figura 8. Perfil representativo del patrén de FSH en el extracto de adenohipdéfisis bovina,
en el grupo con preogesterona (A) y solucidn salina (B). Cuatro mg de proteina del extracto
fueron analizados en el cromatoenfoque, a través de un gradiente de pH de 10.0 a 3.5. La
flecha inicial muestra la aplicacion del polybuffer 74, pH 3.5 y la segunda flecha, muestra
la aplicacion de NaCl I M. Las diferentes isoformas se identificaron con nGmeros romanos,
comenzando con las formas mas basicas.

Figura 9. A) Cromatografia de intercambio catiénico (CM-sepharosa) de la fraccion
glicoproteinica (GLP: 61.86 mg de proteina). La columna (1.5x 27cm) se equilibré con
acetato de amonio 0.005 M, pH 5.1, con un flujo de 23 ml/h, se colectaron fracciones de 3
ml. La fraccion no retenida (CM-lab) eluyé con este amortiguador, mientras que las
fracciones CM-2ab y CM-3ab se obtuvieron con acetato de amonio 0.1 M, pH 6.8 y acetato
de amonio 1 M mas glicina 0.1 M, pH 9.5 respectivamente. B) Cromatografia de
intercambio anionico (DEAE-Sephacel) de la fraccion CM-2ab (7.6 mg de proteina), la
columna (1.5x 25 cm) se equilibro con glicina 0.1 M pH 9.5, con un flujo de 18 ml/h, y se
colectaron fracciones de 3 ml. La fraccion 2ab (ILH-I) eluyé con acetato de amonio 0.1 M,
pH 6.8 y la 3ab, eluyé con acetato de amonio 1 M, pH 5.1. C) Cromatografia de
intercambio anionico (DEAE-sephacel) de la fraccion CM-3ab (27.72 mg de proteina), la
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colectaron fracciones de 3 mli. Las fracciones lab (LH-II), lcd (LH-III) y lef (LH-IV)
eluyeron con el mismo amotiguador, la fraccion 2ab (LH-V) eluyé con acetato de amonio
0.1 M pH 6.8 y las fracciones 3ab y 3cd eluyeron con acetato de amonio 1 M, pH 5.1.




Figura 10. Electroforesis discontinua en geles de tubo de poliacrilamida, al 7.0%, en
condiciones nativas (TRIS-PAGE), pH 8.3. Se aplicaron de 100 ng de proteina por gel, con
un voltaje constante de 3mV. a) Fraccién glicoproteinica (GLP); b) CM-lab; ¢) CM-2ab y

d) CM-3ab.

Figura 11. Electroforesis discontinua en geles de tubo de poliacrilamida al 7.0 %, en
condiciones nativas (TRIS-PAGE), pH 8.3. Se aplicaron de 100 ng de proteina por gel, con
un voltaje constante de 3mV. a) USDA-bLH-b5; b) LH-I; ¢) LH-II; d) LH-III; e) LH-1V; )
LH-V. La flecha del lado izquierdo sefiala el Rf de 0.04 y 0.16 respectivamente. La flecha
del lado derecho sefiala el Rf de 0.11.
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12.5%, pH 8.6. El panel A corresponde a las condiciones no reductoras (NR) y el panel B a
las condiciones reductoras (R). a) marcadores de peso molecular; b) USDA-bLH-bS; ¢)
LH-I; d) LH-II; e) LH-1II; f) LH-IV y g) LH-V. La concentracién de proteina en cada carril
correspondié a lug. La tincidn se realizé con nitrato de plata (BIO-Rad). Las flechas a la
izquierda indican a los marcadores de peso molecular, correspondientes a 92.5; 62.5, 45.0,
31.0, 21.5 ¥y 14.4 KD respectivamente. Las flechas de la derecha sefialan la. forma
monomérica de la LH y las subunidades de cada glicoproteina.

Figura 13. Inmunotransferencia de las diferentes isoformas de la LH purificadas en este
estudio. El anticuerpo (anti-oLH-CSU-204) se utilizé a una dilucién 1:500, con un periodo
de incubacién de 24 h. a) USDA-bTSH; b) NIDDK-oLH-26; ¢) USDA-bLH-bS; d) LH-V;
e) LH-1V; f) LH-III; g) LH-II; h) LH-I i) marcadores de peso molecular 92.5; 62.5, 45.0,
31.0,21.5y 14.4 KD. La flecha superior izquierda sefiala la forma monomeéricade la LH y
la inferior nos muestra la subunidad alfa de cada proteina. Las flechas de la derecha indican

los marcadores de peso molecular.

Figura 14. Curva dosis-respuesta de las diferentes isoformas de LH en el sistema de
Radioinmunoanalisis de la hormona luteinizante. El sistema se incubo durante 20 h. a 4°C,
el estandar de referencia correspondié al NIDDK-oLH-26 a las dosis de 0.3 a 45 ng/tubo.
El primer anticuerpo se utilizé a una dilucién final de 1:500,000 y El complejo antigeno-
anticuerpo se precipito con una solucion de pansorbina (1.5ug/tubo). Las curvas presentan
el promedio (n=4) de cada punto * desviacion estandar.
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" CAPITULO 1
INTRODUCCION

En la actualidad, es conocido que las hormonas gonadotrépicas (LH y FSH), son proteinas
heterodiméricas, formadas por dos subunidades (designadas a y PB) glicosiladas. Cada
hormona, esta constituida por una familia de proteinas o isoformas, localizadas en la
hipdfisis, suero y orina (Ulloa-Aguirre et al., 1995; Ulloa-Aguirre et al., 2001; Zambrano et
al., 1995; Ropelato et al., 1999; Castro-Fernindez et al., 2000; Padmanabhan et al., 1999).
Este polimorfismo que presentan la LH y FSH, se debe en parte, a la variada estructura de
los oligosacaridos incorporados a cada proteina, lo que repercute en cada miembro de la
familia, en diferentes propiedades bioldgicas e inmunoldgicas, y en la vida media en

circulaciéon (Ropelato et al., 1999; Creus et al., 2001).

El polimorfismo de las gonadotropinas, es un fendmeno regulado por multiples factores,
entre los que destacan la GnRH, los péptidos y esteroides ovaricos. Muchas de estas
evidencias, se han obtenido en humanos y en roedores (Ulloa-Aguirre et al.,, 1995;
Padmanahban et al., 1999); en contraste, poca informacion se ha descrito para los
rumiantes, la cual se ha limitado a estudios de origen hipofisario (Cooke et al.,, 1996) y
escasa informacion se ha documentado para las isoformas de las gonadotropinas presentes
en la circulacion (Hassing et al., 1993; Padmanabhan et al., 1992). Recientemente en este
laboratorio (Rojas et al., 2001), se ha descrito el patréon de isoformas de la LH presente en el
suero de la especie caprina en la etapa de estro y anestro, sin embargo el polimorfismo para
la LH circulante en la especie bovina no se ha documentado. Como se ha sefialado, las
isoformas en la circulacion es casi desconocida, posiblemente por las limitaciones que
impone la concentracion relativamente baja de estas hormonas en las diferentes condiciones
fisiolGgicas, por lo tanto es dificil de valorar la participacion de cada isoforma en el proceso

reproductivo en los rumiantes.




Es por ello que uno de los objetivos de este trabajo, correspondié a examinar el patron de
distribucién de las isoformas de la LH en la circulacion en la especie bovina (de la que se
pueden obtener grandes cantidades de sangre), en dos etapas del ciclo estral, la primera
correspondié a la etapa del estro (momento del pico preovulatorio), que presenta un patron
de secrecion de la LH con pulsos de baja amplitud y alta frecuencia en ausencia de
progesterona. Por otro lado, se analizé el suero colectado en la fase de diestro, etapa
caracterizada por una secrecion de la LH con pulsos de amplitud alta pero de baja
frecuencia, debido a la retroalimentacion negativa que le impone la progesterona en esta
etapa del ciclo estral. Con base en esto, se hipotetizo que el patron de distribucion de las
isoformas circulantes de la LH en la etapa de estro y la etapa de diestro, seran diferentes,
debido a las condiciones fisiologicas que dominan en cada etapa del ciclo estral. Un
elemento adicional a estudiar fue la magnitud de la variabilidad del patréon de distribucion
de las isoformas de la LH entre individuos, sobre lo que tampoco existe informacion, que

permita especular, sobre la magnitud de la variabilidad genética de esta caracteristica.

Por '(;t'n; ‘l'ado,_e"s conocido en la actualidad el papel que juega el estradiol en la regulacion,
sfntesiﬁ; secrecién y patrén de distribucion de las gonadotropinas en diferentes condiciones
fisiolégicas (Gharib et al., 1990; Ulloa-Aguirre et al., 1995; Stumpf et al., 1992; Caraty y
Skinner 1998), sin embargo, la participacion de la progesterona (P;) en el patron de
distribuciéon de las gonadotropinas no se conoce, aunque se ha documentado que esta
hormona, disminuye el namero y la expresion del receptor de la GnRH tanto in vivo como
in vitro (Hamernik et al., 1995); participa en la disminucién en el nimero de receptores
para estradiol (Koligian y Stormshak, 1977); a nivel de la trascripcion, reduce el tamaiio
del ARNm para las subunidades BLH y a de las gonadotropinas, modificando la estabilidad
del ARNm (Gina y Nett 1995). Con base en estos antecedentes, el segundo objetivo de este
estudio se encamind a conocer el patrén de distribucion de la LH y FSH de origen
intrahipofisario en vaquillas ovariectomizadas, en presencia y ausencia de progesterona, por

lo tanto la hipotesis establecida correspondio a, el patron de distribucion de las isoformas de

la LH y FSH en la adenchipéfisis, se vera modificado en presencia de la progesterona.
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Recientemente, se ha discutido la necesidad del desarrollo de sistemas analiticos, precisos
y especificos para cada una de las isoformas de las gonadotropinas (Ulloa-Aguirre et al_,
2001; Padmanabhan et al., 1999), ya que muchas de las evidencias, han presentado
diferentes valores de actividad inmunolégica para una misma hormona, cuyos resultados
dependen fundamentalmente del tipo de sistema de analisis (homdlogo o heterdlogo) y tipo
de anticuerpo (monoclonal o policlonal) utilizado, luego entonces, existe la necesidad de
obtener y purificar en cantidades suficientes cada una de las isoformas, lo que permitira el
desarrollo de sistemas analiticos, confiables, homdlogos y especificos, para conocer con
precision, el patron de secrecion de estas isoformas en diferentes condiciones fisiolégicas,
es por ello. que el tercer objetivo de este estudio se refirié a la purificacion de isoformas de
la LH a partir de extractos glicoproteinicos de adenohipdfisis bovinas, por medio de un
método convencional y sencillo, basado en la carga de la proteina (intercambio iénico), que
permitira la obtencién de isoformas de la LH con alto rendimiento, para el posible

desarrollo de sistemas analiticos.




CAPITULO 2
REVISION DE LA LITERATURA

2.1) Funcion de las gonadotropinas

Las gonadotropinas, tienen funciones bien conocidas en la regulacién de la funcion
testicular y ovarica (Rao, 2001). En particular, la LH juega un papel critico en la
maduracion folicular (Campbell et al., 1995), en la ovulacion (Richards et al., 1998) y en el
desarrollo y mantenimiento del cuerpo lateo (Baird, 1992; Smith et al., 1994; Niswender et
al., 2000); Modifica en los ovarios la sintesis de diversas moléculas como las hormonas
esteroides, factores de crecimiento, citocinas, enzimas proteoliticas; La frecuencia de los
pulsos de secrecion de la LH se reduce durante el anestro prepuberal y el posparto en la
vaca (Williams et al., 1996), asi como en el anestro estacional de la oveja (Karsch, 1992) y
la cabra (Chemineau et al., 1988); también se ha caracterizado durante la secrecion
preoy‘ulatoria y su relacién temporal con la ovulacién y el inicio del estro (Zarco y
Heméndez, 1996).

Reéientéfnente se ha identificado la presencia de receptores para la LH en tejidos no
gohédales como en los gametos, oviducto, utero, cerviz, placenta, membranas fetales,
cordén umbilical, cerebro, piel, glandulas adrenales, hueso, prostata. y espermatozoides;
Aunque no es conocido el mecanismo de regulacion de la LH en estos tejidos, existen
evidencias, que la hLH y hCG, incrementan la formacion de prostaglandinas, glicoproteinas
oviductales y la liberacion de espermatozoides unidos a células epiteliales tubales. En el

utero, la LH, influye en el inicio y mantenimiento de la prefiez y en el parto (Rao, 2001).

2.2) Gonadotropos

En la adenohipofisis existen poblaciones celulares que se caracterizan por sintetizar y
almacenar diferentes hormonas. Por gjemplo, los somatotropos se encargan de producir la
hormona de crecimiento (GH), los tirotropos sintetizan a !la hormona estimulante de la
tiroides (TSH), los lactotropos a la prolactina (PRL) y los gonadotropos que producen a la

FSH y LH. Los gonadotropos aparecen por primera vez en la glandula durante la fase




temprana del desarrollo fetal, y en estado adulto estas células representan del 7 al 15% del

numero de células de la adenohipéfisis (Halvorson y Chin, 2001).

2.2.1) Identificacion de gonadotropos en la hipofisis

Los gonadotropos, han sido estudiados en muchas especies entre las que se incluye a la
especie humana, roedores, primates (Childs et al., 1980; Childs et al., 1999), y algunos
rumiantes como el ovino (McNeilly, 2000; Crawford et al.. 2000). Los gonadétropos son un
grupo celular heterogénco, que cambia en forma, tamafio y patron de almacenamiento de
gonadotropinas durante el ciclo estral y menstrual (Childs et al., 1998). Esta poblacion
celular, se ha identificado como células basdéfilas, por medio de la tincién celular con el
reactivo acido peryddico de Schiff (Childs, 1994), con el cual, se han identificado
morfolégicamente dos tipos celulares; aquellas que corresponden a células ovales pequeiias
con un didmetro de 200 pm y un grupo de células cuboides con un didmetro mayor a 400
um. Ademas, utilizando la técnica de inmunohistoquimica (basada en la deteccion de las
gonadotropinas presentes en estas células por medio de anticuerpos especificos, anti-LH y
anti FSH) en tejidos adenohiposiarios, se han identificado dos tipos de gonadotropos:
aquellos que almacenan un solo tipo de gonadotropina ya sea FSH o LH, conocidos como
gonadotropos monohormonales, morfolégicamente pequeiios. En contraste, se han
identificado un grupo de células de mayor tamafio que almacenan ambas gonadotropinas,

conocidos como gonadotropos bihormonales (Childs, 1994),

2.2.2) Regulacion de los gonadotropos en el ciclo estral

Con la técnica de inmunohistoquimica, en el tgjido adenohipofisario de roedores (Childs,
1994) y de ovinos (Crawford et al., 2000, Taragnat et al., 1998), en diferentes estadios del
ciclo estral, se han identificado cambios morfolégicos en los gonadotropos,
correspondientes al nimero de granulos de almacenamiento y de secrecién, que son
regulados por el GnRH hipotalamico, esteroides y péptidos gonadales. Por ejemplo, en
ovinos, la acumulacion de los diferentes granulos hacia la membrana plasmatica del

gonadotropo se observd previé al pico preovulatorio de la LH, asi como un aumento en la
ety
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sintesis del ARNm que codifica para las subunidades BFSH y BLH. Posterior a este evento,
la sintesis del ARNm de cada subunidad de las gonadotropinas disminuyé y la presencia de
granulos de secrecion y almacenamiento se redujo, apareciendo pequefios granulos
inmunotefiidos con BLH y BFSH cerca del reticulo endoplasmico rugoso (McNeilly, 2000),
lo que sugiere que las hormonas liberadas a la circulacién en el pico de LH, son solo
aquellas proteinas “maduras™ que han terminado su proceso de sintesis y procesamiento
final ¥ se encuentran almacenadas en granulos de secrecion, mientras que la hormona que se
encuentra en vesiculas cercanas al reticulo endoplasmico rugoso, representan hormonas

recién sintetizadas que aun esta en proceso.

2.2.3) Proporcion de gonadotropos en el ciclo estral

El porcentaje de gonadotropos mono y bihormonales en la adenohipéfisis, se han
caracterizado en diferentes momentos del ciclo estral, en roedores (Childs et al., 1987) y
ovinos (Taragnat et al., 1998). En dichos estudios, se identificé un alto porcentaje (62%) de
gonadotropos monohormonal antes del pico de gonadotropinas, incrementandose este
porcentaje (84%) después del pico y posteriormente disminuyé a valores del 57% después
de la ovulacion hasta el 42% en la fase lutea. En todas las etapas, el resto de los
gonadotropos estuvo constituido por células bihormonales. Luego entonces se puede
establecer un mecanismo celular de diferenciacion en la secrecion de las gonadotropinas, ya
que en el momento del pico preovulatorio existe una mayor secrecion de LH que de FSH,
estimulada principalmente por la GnRH y los estrégenos; En contraste, después de la
ovulacion y en el transcurso de la fase lutea, la hormona mas secretada es la FSH, en cuyas
etapas la hormona ovarica dominante es la progesterona. Es posible entonces que el
recambio de células monohormonales a bihormonales indique un cambio en el desarrollo
diferencial en el patrén de almacenamiento de las gonadotropinas en los distintos tipos

gonadotropos presentes en la adenohipéfisis.




2.3) Estructura de la LH

2.3.1) Subunidad

La subunidad a de las glicoproteinas es sintetizada en la adenohipofisis y en el
sincitiotrofoblasto de la placenta. Esta subunidad es codificada por un mismo gen,
localizado en la especie humana en el brazo corto del cromosoma seis (Gharib et al., 1990).
El gen ha sido caracterizado en diferentes especies (Fiddes y Goodman 1981), por ejemplo,
en la especie humana, bovina, ovina, rata y ratén; este gen esta constituido por 4 exones y 3
intrones, con una posicion altamente conservada entre especies. Sin embargo, prevalecen
diferencias entre las especies, como el tamafio del gen, que oscila entre 8 y 16.5 Kilobases
(Kb), las cuales son debidas principalmente a diferencias en el tamaito del primer intréon

que varia desde 5.4Kb hasta 13Kb (Gharib et al., 1990).

El ARNm maduro que codifica para la subunidad a. incluye a 730 a 800 nucleétidos, con
una similitud del 70 al 90% entre especies. El a~-ARNm codifica un péptido sefial de 20
residuos de aminoacidos, y una proteina madura de 92 a 96 aminoacidos, dependiendo de la
especie (Bousfield et al., 1994). Tal es el caso para las especies bovina y ovina, donde hay

96 residuos de aminoacidos, y 92 en el caso de la especie humana (Cooke et al., 1996).

La subunidad o presenta dos sitios de glicosilacién altamente conservados entre las
especies (por ejemplo en mamiferos, aves, anfibios y peces), ubicados en los residuos de
aminodcidos en posicion 56 y 83 (Combarnous, 1988), con excepcion de la especie

humana que se encuentran localizados en los residuos 52 y 83 (Ulloa-Aguirre et al., 1995).

La secuencia de aminoacidos de la subunidad a se ha identificado desde mamiferos hasta
teledsteos con resultados que han mostrado una alta homologia (Bousfield, 1998), por
ejemplo entre mamiferos, este porcentaje correspondié al 82%, entre aves del 98% y en

peces del 68-91%. La comparacion particular entre bovinos y ovinos fue del 100%, en tanto




que entre bovinos y equinos fue de aproximadamente el 82%% y entre bovino y humano del

75% (Pierce y Parson, 1981).

Aunque en muchas especies se conoce una sola subunidad «, el reporte de Sairam (1998),
seflala la existencia de dos tipos de subunidades a en teledsteos estructuralmente
relacionadas, denominada GTH-I, con actividad biolégica de FSH, y una segunda

subunidad lamada GTH-II, con actividad de LH.

Por otra parte, en mamiferos (Blithe et al., 1991, humana; Begeot et al., 1984 rata; Chabot
et al., 2000, ovina) la presencia de una proteina semejante a la subunidad a de las
glicoproteinas, se ha identificado, la cual se ha denominada subunidad a-libre. La sintesis
de esta proteina, se realiza a partir del gen que codifica para la subunidad a de las
glicoproteinas, sin embargo el tipo de glicosilacion es diferente, predominado los
oligosaciridos del tipo O-unido, lo que le proporciona caracteristicas moleculares
diferentes, como un mayor peso molecular, carga eléctrica diferente, asi como una actividad
biolégica particular. A este respecto los estudios realizados por Begeot et al. (1984)
demostraron que esta subunidad a-libre, induce el desarrollio de lactotropos en la hipé6fisis
de ratas fetales, por otro lado Blithe et al. (1991), aislando la subunidad a-libre de suero de
mujeres preitadas, reporto que esta proteina, estimula la liberacion de prolactina en células
deciduales humanas en cultivo y recientemente Chabot et al. (2000) informaron de la
presencia de dos isoformas de esta subunidad en hipoéfisis ovina, con distintas capacidades
de estimular la liberacion de prolactina en hipdfisis fetales ovinas. Estos resultados en

conjunto confirman que esta subunidad a-libre presenta una estructura-funcion distinta a la

subunidad a que forma parte de las glicoproteinas.

2.3.2) Subunidad

El gen que codifica para la subunidad BLH en humanos, se encuentra en el cromosoma 19,

mientras que el gen para la subunidad BFSH humana, esta presente en el cromosoma 11




(Gharib et al., 1990). A diferencia del gen de la subunidad a, el gen para la subunidad 3 de
cada una de las glicoproteinas es de tamafo pequefio (1.5Kb), y esti formado por tres
exones Yy dos intrones. EIl ARNm maduro de la subunidad B de la LH humana tiene 700
nucledtidos y codifica una secuencia lider de 24 residuos de aminoacidos y una proteina
madura de 121 aminoacidos con una similitud de aproximadamente del 82% entre

especies. La posicion de los intrones es altamente conservada en todas las especies (Gharib

et al., 1990).

El nimero de residuos de aminoacidos para la subunidad 3 de las glicoproteinas varia, por
ejemplo la BFSH esta formada por 110 a 111 residuos de aminoacidos; la BTSH por 112-
118; BLH por 117-121, mientras que la BhCG y BeCG tienen entre 145-149 aminoacidos.
Todas las subunidades estudiadas poseen 12 residuos de cisteina que forman 6 puentes

disulfuro altamente conservados (Combarnous, 1992).

El tipo de glicosilacion que predominan en la subunidad B de las gonadotropinas,
corresponde a los N-unidos, cuya localizacion varia en cada hormona. Por ejemplo, en la
LH de diversas especies (ovinos, bovinos, equinos, porcinos, conejos, ratén, rata, ballena y
salmoén) se localiza en el residuo Asn-13, mientras que en humanos se encuentra en la
posicidon Asn-30 (Cooke et al., 1996). Un caso particular es la hCG, que presenta este tipo
de glicosilacion en las posiciones Asn-13 y Asn-30, ademas de cuatro sitios de
glicosilacion O-unidos localizados en la parte final de la secuencia de aminoacidos; En
contraste, la FSH se caracteriza por presentar dos sitios de glicosilacion localizados en las
posiciones Asn-13 y Asn-30 en diferentes especies (bovinos, ovinos, porcinos, equinos y
humanos); En el caso de la TSH, la glicosilacion se localiza en la posicion Asn-30 en

bovinos, porcinos y humanos (Cooke et al., 1996).

2.3.3) Estructura polipeptidica
La estructura primaria de las gonadotropinas se caracteriza por una secuencia de residuos de

aminoacidos altamente homologa entre especies, con la posicion idéntica de los residuos de
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cisteina en todas las hormonas, en tanto que la estructura secundaria se caracteriza por una
disposicion del tipo B-conformacién, generada por el alto contenido de prolina, y un bajo
porcentaje de a-Helice (Garnier et al., 1975) y la estructura terciaria, esta caracterizada por
los puentes disulfuro intracadena, de los cuales existen cinco en la subunidad a y seis para
la subunidad B (Gharib et al., 1990); Estos puentes disulfuro, ayudan a una menor
susceptibilidad a enzimas proteoliticas, como la tripsina, quimiotripsina y pepsina, por lo

que estas subunidades son menos susceptibles a la protedlisis (Combarnous, 1988).

Finalmente, la estructura cuaternaria, corresponde a la unién de ambas subunidades por
medio de fuerzas no covalentes, y de ella se deriva la actividad bioldgica de cada
glicoproteina. Estudios in vitro han demostrado que las subunidades de manera aislada
carecen de la actividad bioldgica caracteristica de cada gonadotropina, lo que confirma que
la unién de ambas subunidades es fundamental para la expresion de la actividad hormonal
(Combarnous, 1988). Si bien no es claro el pape! de cada subunidad en la expresion de la
actividad bioldgica de las gonadotropinas, se han postulado dos hipotesis sobre el
particular: La primera se refiere a que al combinarse la subunidad a con la subunidad B, se
modifica la estructura conformacional de la proteina, lo que permite una interaccién
efectiva con el receptor. La segunda sefiala, que la subunidad B sdlo adquiere un cambio de
conformacion activa después de la unién con la subunidad a. Por lo tanto, esto sugiere un
papel importante de la subunidad B, que podria consistir en modificar la conformacién de
la subunidad a que permitira la interaccién de ambas subunidades con el receptor, para

hacer efectivo el mecanismo (Halvorson y Chin, 2001).

2.4) Estructura-funcién de los oligosaciridos

La heterogeneidad que presentan las gonadotropinas, se debe a la estructura molecular de
cada proteina y al tipo de oligosacaridos presentes en la molécula, los cuales se caracterizan
por presentar diferente estructuras (ramificacion), asi como grados de sulfatacion y de

sializacion en los residuos terminales (Ulloa-Aguirre et al., 1999); estas caracteristicas
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juegan un papel importante en la tasa de depuraciéon de las hormonas y en su unién al
receptor (Fiete et al., 1991), de tal forma que la caracterizacion de estos oligosacaridos es
fundamental para la identificacion de las isoformas de las gonadotropinas (Ulloa-Aguirre et

al., 1995; Dias et al., 2001).

2.4.1) Mecanismo de glicosilacio.

La incorporacion de los oligosaciaridos N-unidos a cada subunidad, ocurre co-
traduccionalmente en el Reticulo Endoplasmico Rugoso (RER), en donde participa una
molécula Hamada Dolicol-pirofosforilo (molécula lipidica insaturada y fosforilada, de 75
atomos de carbono, altamente hidrofébica) que se localizada dentro de la cara interna de la
membrana del RER. Unida a esta molécula se encuentra un oligosacarido, formado de 2
residuos de N-acetil-glucosamina, 9 residuos de manosa y tres residuos de glucosa, que se
incorpora al péptido naciente por medio de una enzima llamada glucosiltransferasa, cuando
encuentra una secuencia Asp-X-Ser o Asp-X-Tre (donde X es cualquier aminoacido con

excepcion de la prolina) (Hirschberg y Snider, 1987).

Una vez sintetizado en su totalidad cada polipéptido y habiéndose incorporado el o los
oligosacaridos en su posicion correspondiente, las proteinas sufren modificaciones pos-
traduccionales en la luz del RER. Dicho proceso se inicia con la separacién del péptido
sefial a través de una enzima llamada peptidasa de la sefial. Ademas en el RER ocurre |la
formacion de los puentes disulfuro intracadena y posteriormente se realiza el ensamblaje de

las subunidades a y B para formar el heterodimero de la proteina. (Garcia-Crespo y Boime,

2000).

2.4.2) Modificacion quimica de los oligosacdridos en el aparato de Golgi

Una vez concluida las modificaciones pos-traduccion del polipéptido propiamente dicho,
se inicia en el RER la primera modificaciéon estructural del oligosacarido incorporado,
comenzando con la eliminacion de un residuo de glucosa por la enzima a-glucosidasa I; el

proceso prosigue con la remocion de los dos siguientes residuos de glucosa por la enzima




a-glucosidasa-II y, finalmente, en este organelo participa la enzima a-manosidasa para
realizar la eliminacion de 4 monosacaridos de manosa (Baenzinger y Green,1988; Cooke et
al., 1996).

Posteriormente, los polipéptidos son transportados al aparato de Golgi, a la region conocida
como Cis-Golgi, en donde participa la enzima «-1,2-manosidasa, encargada de eliminar
residuos de manosa; Al alcanzar la proteina la regiéon media del aparato de Golgi actuan las
enzimas N-Acetil-galactosamina transferasa, que incorpora residuos de N-
acetilgalactosamina, la a-manosidasa-Il, que elimina residuos de manosa; la N-acetil-
glucosamina transferasa, que incorpora al monosacarido N-acetilglucosamina.
Posteriormente, en la region Trans-Golgi participan las enzimas Galactosa transferasa
(transfiere residuos de galactosa), Sialotransferasa (incorpora 4&acido sialico), N-
acetilgalactosamina transferasa (incorpora WN-acetilgalactosamina) y sulfotransferasa

(incorpora grupos sulfato terminales) (Baenzinger, 2000).

Como se observa, el oligosacarido original presente en el RER, sufre modificaciones
durante su recorrido en las tres regiones del aparato del Golgi, generando oligosacaridos
complejos con residuos finales de sulfato y acido sialico, que constituyen la parte final de
la proteina madura, la cual se empaqueta en granulos de almacenamiento y de secrecion
que seran expulsados por la célula por medio de exocitosis cuando esta recibe un estimulo

adecuado.

2.4.3) Tipo de Oligosocdridos de la LH
En general los oligosacaridos que forman parte de las gonadotropinas presentan en su parte
final acido sidlico y sulfato. Los oligosacaridos son de tres tipos: (i) sialisados (N), (ii)

sulfatados (S) y (iii) una mezcla, sialisados/sulfatados (S-N). (Cooke et_al; 1996). Los

oligosacaridos no unicamente difieren en el grado de sulfatacion y sializacién, sino también

en su estructura ramificada (Creus et al., 2001).
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2.4.3.1) Oligosacaridos sulfatados: Estos oligosacaridos varian en el nimero de unidades
sulfatadas y en la composicion de su estructura ramificada. Los oligosacaridos unidos a la
Asparagina (Asn) presentan un esqueleto formado por una cadena de 2 moléculas WN-
acetilglucosamina (GlcNac) y 5 moléculas de manosas (Man), a la que se le aflade una rama
constituida de una secuencia de manosa-N-acetilglucosamina (GlcNac)-N-
acetilgalactosamina (GalNac)-SO,, para formar el tipo monosulfatados (S-1); El segundo
tipo de oligosacaridos disulfatados (S-2), esta constituido por el tipo monosulfatado con la
incorporacion de una segunda rama que comienza con un residuo de manosa unida a otro
domino de manosa, continuando su estructura con la secuencia Man-GlcNac-GalNac-SO,.
La estructura que contiene residuos de sulfato siempre se encuentra asociada con N-acetil

galactosamina.

Aunque la estructura general de los oligosacaridos N-unidos, que contienen residuos de
sulfato en las hormonas gonadotrdpicas en especies como la humana, ovina y bovina son
similares, el porcentaje de este grupo varia considerablemente con relacién a: Por egjemplo,
los estudios realizados por Green et al. (1985), y Green et al. (1986) en la LH bovina,
identificaron Gnicamente oligosacaridos sulfatados, con un porcentaje de ramas bisulfatadas
del 38% (S-2); sin embargo identificaron cinco ramas monosulfatadas (S-1) que difieren en
el namero de residuos de manosas, que constituyen el 29% y no identificaron ramas con
acido sidlico en su estructura. Para el caso de la FSH se determiné un porcentaje del | al 3%
de ramas mono (S-1) y disulfatadas (S2). En el caso de TSH la forma predominante de
oligosacaridos es del tipo disulfatada con un 59% (S-2), mientras que las ramas mono
sulfatadas (S-1) solo correspondieron al 21%, y presentaron un 2% de oligosacaridos con
estructura de acido sialico-sulfato (S-N). Como se observa las formas predominantes de los

oligosacaridos en la LH son del tipo sulfatadas.

2.4.3.2) Oligosacaridos sialisados: El grado de complejidad en este grupo de
oligosacaridos es mucho mayor que el de los oligosacaridos sulfatados. Existen tres tipos,

mono (N-1), di (N-2) y trisialisados (N-3); es decir, que contienen uno, dos o tres residuos

-
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de acido sidlico en sus dos o tres ramas periféricas. La cantidad relativa de cada tipo de
azucares en las gonadotropinas varia; algan tipo particular de oligosacarido solo se ha
encontrado en una hormona y una especie en particular; por ejemplo, se han identificado
en FSH bovina oligosacdridos con dos (N-2) ramas sializadas, en el caso de la TSH humana
solo se han identificado oligosacaridos con residuos de acido sialico, a diferencia de la

TSH bovina que presenta oligosacaridos del tipo neutro (N-S).

En resumen, la distribucién de los diferentes tipos de oligosacaridos presentes en las
glicoproteinas de la hipofisis varia de acuerdo a la especie y al tipo de hormona, asi se
pueden establecer tres patrones distintos de oligosacaridos: 1) oligosacaridos del tipo mono
y/o disulfatados con nula presencia de acido sidlico, por ejemplo la LH, mientras que en la
TSH bovina predominan las formas sulfatadas del tipo S-1 o S-2. En la LH ovina la forma
predominante es la del tipo S-1, con un 2% del tipo S-N; 2) Oligosacaridos del tipo mono,
di y tri-sialisados con poca presencia de residuos sulfatados, por ejemplo la FSH bovina, y
humana; 3) Oligosacaridos con presencia significativa de ambos residuos sulfatados y

sializados como es el caso de la FSH ovina, LH y TSH humana.

Finalmente, se pude seiialar que la marcada diferencia en el contenido de acido sialico y
sulfato en la estructura final de los oligosacaridos de cada una de las subunidades (o y B),
que en conjunto forman heterodimeros funcionales, ha promovido interés en su
investigacion, particularmente en las hormonas gonadotrépicas (LH y FSH), que son
hormonas sintetizadas dentro de las mismas células hipofisarias (gonadotropas), que
comparten una misma subunidad a y cuya funcién bioldgica es determinada por la
subunidad . Estas diferencias en el contenido y las caracteristicas de los oligosacaridos,
son la base de la microheterogeneidad molecular presente en las gonadotropinas, que

pueden asociarse con su actividad biologica.




2.4.4) Funcion de los oligosacdridos

Los oligosacdridos presentes en las gonadotropinas desempeiian diversas funciones, por
ejemplo el oligoscarido localizado en el residuo Asn-82 de la subunidad «, participa en el
plegamiento de esta subunidad, lo que le permite una mayor estabilidad a la proteina y evita
el agregado de formas moleculares; en tanto que oligosacarido localizado en el residuo Asn-
56, participa en el reconocimiento al receptor de la LH y el oligosacarido localizado en el
residuo Asn-13 de la BLH es necesario para inducir la respuesta bioldgica en las células
blanco (Dias et al., 2001; Bousfield, 1998; Ulloa-Aguirre et al., 1995; Cooke et al., 1996;
Baenzinger y Green, 1988).

Luego entonces, la participacion de estos oligosacaridos en la actividad biolégica de las

glicoproteinas, tanto en sistemas in_vitro como jin vivo se pueden resumir en tres aspectos:

1) Modifican Ia tasa de depuracion de las hormonas en la circulacién, 2) Modifican la
constante de afinidad por su receptor y 3) Inducen la respuesta en la célula blanca. Estos
hallazgos se demostraron a través de la eliminaciéon de los residuos de acido sidlico
(proteinas desializadas) por métodos enzimaticos en las hormonas como la CG, FSH y LH
de origen humana, estos resultados mostraron una reduccién, en forma importante, de la
vida media de estas hormonas en la circulacidn, sin embargo no se modifico la afinidad por
su receptor. Con base a estos puntos se puede decir que, la presencia de acido sidlico en
estas hormonas es importante para regular la vida media en circulacidn de estas hormonas,
sin modficar la unién a su receptor. Por otro lado, la remocién total de los oligosacaridos N-
unidos (proteinas deglicosiladas), por medios quimicos, con el acido fluorhidrico, reduce la
capacidad de estas hormonas para activar a las células blanco, pero no modifica la afinidad
y la unién a sus receptores. Por ejemplo, la LH y la FSH pierden su capacidad de estimular
la actividad de la adenilatociclasa, aunque retienen una alta afinidad de unién a sus
receptores. Estas hormonas deglicosildas pueden tener una funcién de antagonistas in vitro
con respecto a la induccién de la formaciéon de AMPc y la produccion de otros segundos
mensajeros intracelulares y en menor medida a la produccion de hormonas esteroides

(Ulloa-Aguirre et al., 1995). En el caso de la LH de origen bovino, los trabajos realizados
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por Fiete et al., 1991, mostraron que la remocién del grupo sulfato de esta hormona, facilita
la remocion de la hormona en circulacién en una proporcion de 4 a 5 veces mas que la
nativa o intacta, lo que sugiere que este residuo de sulfato tiene una funcién semejante al
acido sidalico como el presente en la FSH. El estudio del comportamiento bioldgico de las
diferentes isoformas, ha mostrado que las formas de la LH que eluyen a un pH mas basico

(mas alcalinas) tienen una mayor actividad bioldgica en bioensayos in vitro, sin embargo su

tasa de eliminacion de la circulacion es mas riapida. Por el contrario las formas que eluyen a

un pH acido (mas acidas) presentan una menor actividad bioldgica en sistemas in vitro,

pero presentan una menor tasa de depuracion en la circulacion (Barrios-De-Tomasi et al,,

2002; Creus et al., 2001; Burgon et al., 1996; Robertson et al., 1991).

2.5) Mecanismo de acciéon

Los receptores de la LH se localizan en la membrana plasmatica de su célula blanca. En el
ovario, los receptores para estas hormonas se localizan en las células de teca y de granulosa,
en el testiculo interactha con receptores localizados en las células de Leydig y en la de
Sertoli. A pesar de su baja concentracion en las células blanco, estos receptores se
caracterizan por tener una alta afinidad y especificidad por su ligando (Halvorson y Chin,

2001).

2.5.1) Tipo de receptor de la LH

Los receptores de la LH, pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a la proteina
G, entre los que se incluyen a los receptores de la FSH, TSH, GnRH, receptores a y B
adrenérgicos, y receptores dopaminérgicos (Hillier, 2001). En particular, el receptor para la
LH de origen humano ha sido el mas estudiado (Dufau, 1998), y en conjunto con los
receptores para la FSH y TSH forma una subfamilia que difiere de otros miembros de la
superfamilia, debido al mayor tamaiio del dominio extracelular (Kumar y Trant, 2001). El
gen que codifica al receptor de la LH humana se localiza en el cromosoma 21 y esta

compuesto de 10 intrones y 11 exones. Los diez primeros exones codifican el dominio




extracelular y el exén once codifica el dominio transmembranal e intracelular (Roux y

Milgron 2001).

2.5.2) Caracteristicas del receptor

El receptor es una sialoglicoproteina formada por un polipéptido monocatenario de 674
'residuos de aminoacidos, con un peso molecular de 80-90 kDa (Kilodaltones), de los cuales
15 kDa son contribuidos por la cadena de carbohidratos (Dufau, 1998). Estructuralmente
esta compuesto de un dominio extracelular con seis sitios de glicosilacion potenciales, un
dominio transmembranal formado por siete hélices conectadas por tres asas extracelulares y
tres asas intracelulares y un dominio intracelular (Kumar y Trant, 2001). Una de las
caracteristicas de este tipo de receptor es la presencia de residuos de cisteina en la primera
y segunda asa extracelular lo que le permite formar puntes disfulfuro intramoleculares, que
generan una mayor estabilidad de la estructura transmembranal de siete hélices. (Dufau,

1998).

2.5.2.1) Dominio extracelular: El dominio extracelular o dominio amino-terminal, esta
compuesto por 341 residuos de aminoacidos (Dufau, 1998), con seis sitios de glicosilacién
cuya funcién es dar una mejor estabilidad del receptor; catorce regiones de una repeticion
rica en leucina, que favorecen la formacion de hélices anfipaticas, y diferentes residuos de
cisteina que forman los puentes disulfuro intracadena del receptor. E! sitio de unién con la
LH se ha localizado entre la region repetida del aminoacido leucina, intercalada entre los
residuos de cisteina, Cys'®® y Cys '**, y el oligosacarido N-unido de tipo complejo, con
dcido sialico terminal, en la poscicion Asn'73. Esta unién tiene una alta afinidad (Kd= 1.2x
10°'°M ) para la LH y hCG. A este respecto Dufau (1998), sefiala los estudios de Ji et al.
(1994), que muestran una perdida de union al receptor del 95%% cuando los oligosacaridos
fueron desializadas. Los estudios realizados por Tsai-Morris et al. (1990); Xie et al. (1990);
y Ji y Ji (1991), demuestran que la region amino terminal truncada del receptor retuvo la
capacidad de unir a la LH en ausencia de la region transmembranal, indicando un papel

importante de este dominio extracelular en el reconocimiento del ligando. Por otro lado, la




formacion de receptores quiméricos, compuestos de la region amino terminal del receptor
de la LH en unién al dominio transmembranal e intracelular de receptores para TSH, B-
adrenergicos o para FSH, une especificamente a la LH y hCG, por otro lado cuando la
regién amino terminal del receptor para FSH y el resto del receptor para la LH, solo se
unieron a la FSH y no a la LH. Estos resultados nos permiten concluir que el sitio de unién
de la hormona al receptor esta localizada en esta region amino terminal del receptor. La
homologia de los residuos de aminoaicidos en este dominio del receptor de LH a los
receptores para FSH y TSH es baja (46%), lo que sugiere que en esta region existe una alta

especificidad por el reconocimiento a su ligando.

2.5.2.2) Dominio transmembranal: La regién transmembranal esta compuesta de 264
residuos de aminoacidos y presenta una homologia en esta region, por ejemplo los

receptores para la LH, FSH y TSH presentan un 54-65% de semejanza (Dufau, 1998).

2.8.2.3) Dominio intracelular: Si bien el dominio intracelular o dominio C-terminal es
corto (compuesto de 69 residuos de aminoacidos), este presenta diferentes sitios de
fosforilacion necesarios para la activacion y desactivacion de proteinas en receptores
relacionados. Por ejemplo, se conoce un sitio consenso de fosforilacion de la proteina
cinasa C y un sitio potencial para la fosforilacion de tirosina cinasa. Por otro lado, se ha
identificado que este sitio también contiene residuos de serina y treonina que son

responsables de la fosforilacion de la proteina cinasa A. (Dufau, 1998).

2.5.3) Mecanismo de accion

El mecanismo de accion de miltiples hormonas, entre las que se incluyen a las
gonadotropinas, requiere para la transduccion de la seiial de tres proteinas importantes a) un
receptor hormonal, b) la proteina G (transductor) y ¢) la adenilato ciclasa (efector). La
proteina G, es una proteina que presenta una alta capacidad de unir guanosintrifosfato
(GTP) para su activacion. La proteina G es un heterodimero formado por tres subunidades;

una subunidad a (estimuladora y/o inhibitoria) con un peso molecular de 39-46kDa, una
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subunidad B de 37 kDa y una subunidad v, de 8 kDa. El mecanismo de accidn se inicia con
la union de la hormona al receptor, formando un complejo hormona-receptor. La
interaccion del complejo hormona-receptor con la proteina G estimula el intercambio del
guanosindifosfato (GDP) unido a la proteina G por GTP citoplasmaitico, este intercambio
activa a la proteina G, la cual interactia con el efector Ilamado adenilato ciclasa,
estimulando la conversion de adenosintrifosfato (ATP) a adenosinmonofosfato ciclico o
AMPc, el cual actia como segundo mensajero. La formacion de este mensajero intracelular
desencadena la activacion de proteina cinasa A, la cual modula la funcién de una gran
variedad de proteinas intracelulares a través de la fosforilacion a nivel de residuos de serina

y treonina.

Aunque el mecanismo mas estudiado e identificado de accién de las gonadotropinas es la
via del AMPc-proteina cinasa A, como fue descrito arriba, se ha establecido una segunda
posibilidad, la cual corresponde a la activacién de la proteina cinasa C, a través del
rompimiento de fosfolipidos de membrana para producir 1,4,5 rtwrifosfato o IP3; y 1,2
diacilglicerol (DAG). El IP; actia a nivel de reticulo endoplasmico liso para la liberacion de
calcio intracelular, incrementando la concentraciéon de Ca'™ citosélico, mientras que el
DAG estimula a la proteina cinasa C. En consecuencia los receptores de las gonadotropinas
pueden estimular la sefializacion por estos dos mecanismos, proteina cinasa A o C; sin
embargo el requerimiento para desencadenar dichas funciones depende de la concentracién
de la hormona en circulacion siendo requerida una mayor concentracion de gonadotropinas

para el mecanismo de proteina cinasa C (Halvorson y Chin 2001).

2.6) Sintesis v regulaciéon de la LH

2.6.1) Sinresis

La sintesis de las gonadotropinas dentro del gonadotropo, ocurre de manera similar a lo
descrito para otras glicoproteinas. En general, los genes para cada una de las subunidades de
LH y FSH son transcritos en el nucleo para formar moléculas de acido ribonucléico

mensajero (ARNmMm) especifico, los cuales sufren modificaciones (por ejemplo adicién de la




estructura CAP en la regiéon 5°, corte y empalmamiento de la secuencia nucleotidica y la
adicion de la cola de poly A en la region 3° de los transcritos) antes de ser translocados al
citoplasma para ser traducido por los ribosomas para formar proteinas. Después de este
evento, se llevan a cabo las modificaciones postraduccion en cada una de las subunidades
recién sintetizadas en el gonadotropo, incluyendo la glicosilacion descrita anteriormente
(Hamernik, 1995).

2.6.2) Regulacion

A la fecha ha sido ampliamente documentado que la regulacion de la secrecion de las
gonadotropinas, se realiza por una serie de eventos altamente coordinados y orquestados.
Estos eventos son modificados por diferentes factores., como los neuroquimicos y
endocrinos que activan el sistema nervioso central, a la adenohipdfisis y a los ovarios, cada
uno de estos 6rganos a su vez sintetizan y liberan una serie de hormonas, por ejemplo la
GnRH, a la LH y FSH, asi como a los esteroides y péptidos gonadales respectivamente
(Smith y Jennes 2001).

2.6.2.1) GnRH

La primera sefial neuroendocrina que regula la sintesis y secrecién de las gonadotropinas en
la hembra es la GnRH, esta hormona es un decapéptido que es sintetizado y liberado de
manera pulsatil por el hipotilamo (Bauer-Dantoni et al.,, 1995), actua a nivel de la
adenohipdfisis, en particular en los gonadotropos, para inducir la sintesis de sus propios
receptores y la expresion del gen para la subunidad a coman de las gonadotropinas y la
subunidad B especifica para cada una de ellas. De manera importante también participa en
la glicosilacion de la LH (Liu et al., 1976 y Vogel et al., 1986), asi como en el patrén
selectivo de secrecidn de las gonadotropinas, de acuerdo a la frecuencia de pulsitilidad en
las etapas del ciclo estral (Caraty et al., 1998), es decir, la expresion del mRNA para la
subunidad @ y BLH se ve favorecida cuando la pulsatilidad de GnRH es mayor (fase
folicular,l pico cada 90 min), en contraste, cuando la pulsatilidad de la GnRH es poco

frecuente (fase lutea temprana, un pico cada 4 horas, hasta la presencia de un pico cada 8 a
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12 horas en la fase latea tardia), la sintesis y expresion del ARNm para la subunidad BFSH

se ve incrementada (Nett et al., 2002).

E! mecanismo de acciéon de la GnRH en el gonadotropo, se inicia con la unién del
decapéptido a su receptor de membrana. El receptor para la GnRH (rGnRH), es una
proteina acoplada a la proteina G y forma parte de la familia de receptores heptacadenarios,
que se caracteriza por la ausencia de un dominio intracelular y la traduccion de la sefial se
realiza a través de la tercera asa intracelular de la proteina (Chabbert-Buffet et al., 2000).
Con la formacion del complejo hormona-receptor se continia la activacién de la fosfolipasa
C, que cataliza la sintesis de segundos mensajeros como el fosfatidilinosito! (IP3) y
diacilglicerol (DG) a partir de fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2), y un acople directo del
complejo hormona-receptor con los canales de calcio presentes en la membrana del
gonadotropo (Chabbert-Buffet et al., 2000). IP3, produce movilizacion del calcio de
almacenes intracelulares, mientras que DG incrementa la fosforilacion de proteinas a través
de la activacién de proteina cinasa C (Anderson et al., 1996). Esta seiial estimulatoria es
relevada al nticleo via factores de transcripciéon, que se unen a unidades de secuencias
discretas del DNA en la subunidad de las gonadotropinas, para activar la expresion del gen

de las gonadotropinas o del gen para el receptor de la GnRH.

La regulacion de la actividad neural de las células productoras de la GnRH en el
hipotialamo, se realiza de manera indirecta, ya que diversos estudios han demostrado que
las neuronas productoras de la GnRH carecen de receptores para el estradiol (E3) y
progesterona (Ps), dos hormonas que se encargan de la regulacion de la pulsidtilidad de la
GnRH en diferentes estadios fisiolégicos del animal. Por otro lado, se ha identificado la
presencia de receptores para las hormonas esteroides en un grupo de neuronas aferentes
interrelacionadas con las neuronas productoras de la GnRH, las cuales son estimuladas con
E> y P; para producir sus correspondientes neurotransmisores y neuropeptidos, que se
encargan de estimular o inhibir la sintesis y secrecion de la GnRH de forma directa sobre

las neuronas que sintetizan y liberan este decapéptido (Mahesh y Brann, 1998)
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Recientemente con la utilizacion de técnicas de inmunohistoquimica de doble marcaje e
hibridacion in_situ, se ha identificado la presencia de receptores para diferentes
neurotransmisores y neuropéptidos dentro de las neuronas productoras de la GnRH (Smith
et al.,, 2000). Por ejemplo se ha identificado receptores para catecolaminas (adrenalina y
noradrenalina), serotonina y aminoacidos excitatorios (glutamato y aspartato), que
participan estimulando la sintesis y secrecion de la GnRH. En contraste se conoce que el
acido aminobutirico (GABA). es el mejor inhibidor en la regulacion de la secrecion de la
GnRH; Mientras que el neuropéptido Y, facilita la liberaciéon de la GnRH y potencia la
respuesta de los gonadotropos a la GnRH (Kalra, 1993). Neurotensina media el efecto
estimulatorio en la secrecion de la GnRH a través de los estrogenos (Herbison, 1998). Los
péptidos opioides constituyen un importante componente inhibitorio en el circuito neural

que regula la secrecion de la GnRH. (Kalra, 1993).

2.6.2.2) Estradiol (E»

El estradiol es un importante regulador del eje hipotalamo-hipéfisis en animales, de hecho
se conoce que la administracion aguda de estradiol a borregos ovariectomizados o
anéstricos pre-sensibilizados con estradiol, induce un pico de LH y FSH semejante al pico
preovulatorio (Nett et al,, 1990; Hamernik et al., 1995). Este evento involucra dos
parametros; el primero corresponde, a un aumento en la sintesis e insercién de receptores de
la GnRH en la membrana del gonadotropo, el que se realiza en un corto tiempo (4 a6 h en
la borrega, Gregg et al., 1990). EIl segundo evento, se refiere al estimulo sostenido de
secrecion de la GnRH por parte del hipotilamo, que se inicia de 12 a 15 h después de la
administracion del estradiol (Moenter et al., 1991), cuando horas antes se incremento el
numero de receptores en el gonadotropo. Asi se puede establecer que el pico preovulatorio
de las gonadotropinas inducido por el estradiol, se debe a una accion del estradiol en la
hipofisis, incrementando la sensibilidad de la hipéfisis al GnRH y una accién a nivel

hipotalamico, induciendo un incremento sostenido en la liberacion de la GnRH,
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estimulando una liberacion masiva de la LH por parte del gonadotropo necesaria para la

induccion de la ovulaciéon (Nett et al., 2002).

Por otro lado, la administracion créonica de estradiol a animales ovariectomizados
disminuye la cantidad de ARNmM que codifica para las subunidades de las gonadotropinas
(Nett et al.,, 1990). Sin embargo el mecanismo molecular de codmo el estradiol participa
inhibiendo la transcripcion de los genes de las gonadotropinas se esta dilucidando. A este
respecto, Nett et al. (2002), analizaron la accion directa del estradiol en gonadotropos
aislados de borrego en la sintesis y secrecion de la gonadotropinas, presentando que el
estradiol actia directamente sobre la hipofisis, modificando la expresion del gen de las
gonadotropinas, influyendo en la cantidad de gonadotropinas secretadas, es decir que la
secrecion de la LH se incrementa hasta tres veces, mientras que la secrecion de FSH es
disminuida hasta un 60%, este patron diferenciado en la secrecion de las gonadotropinas al
medio de incubacién, se puede explicar en funciéon de que en el gen de la subunidad BLH
presenta un elemento de respuesta especifico al estradiol que regula positivamente la
expresion del gen, en contraste, no se ha identificado en la subunidad BFSH este elemento,
de forma tal, que se puede inferir que la ausencia de este elemento de respuesta dentro del
gonadotropo regula la sintesis y secrecion de las gonadotropinas bajo la accién del estradiol
(Hamernik, 1995).

2.6.2.3) Progesterona (Pj)

Otro de los elementos que participan en la regulaciéon de la sintesis y liberacién de las
gonadotropinas es la progesterona; Es una hormona secretada después de la ovulacion por
el cuerpo lhiteo, bajo ¢l control de la LH. El principal sitio de accion de la progesterona es el
tracto reproductivo y el eje hipotalamo-hipéfisis (Niswender et al., 2000). El mecanismo de
accion de la P4 se realiza a dos niveles, el primero corresponde a nivel genédmico, en donde
la progesterona se une a receptores nucleares especificos con factores de transcripcion
nucleares, que en conjunto, se unen a un elemento de respuesta especifico a la progesterona

presente en el ADN, para regular la expresion del gen (Chabbert-Buffet et al., 2000, Gina y




Nett, 1995). El segundo corresponde a nivel de membrana o de tipo no gendmico, que
envuelve la interaccién de esta hormona c¢on canales idnico, receptores de
neurotransmisores o receptores de hormonas peptidicas como la oxitocina (Grazzini et al.,

1998).

La participacion de la progesterona en el ciclo reproductivo en diferentes especies ha sido
bien establecido, por ejemplo, en la fase folicular, la progesterona en la circulacion se
presenta en bajas concentraciones, con un incremento en la circulacion de estradiol que
actia a nivel del hipotilamo e hipofisis para estimular la liberacién pulsatil de la LH con
una baja amplitud y alta frecuencia, que resulta en una concentracién elevada en la
circulacion. En contraste, después de la ovulacion se inica el desarrollo del cuerpo lateo y
con ello un incremento en la concentracidn de la progesterona, que restringe la secrecion de
la LH a pulsos de baja frecuencia y alta amplitud, que resultan en una reducida

concentracion promedio de LH en la circulacion (Niswender et al., 2000).

Estos efectos de la progesterona son el resultado de una accion tanto en hipdéfisis como en el
hipotilamo, es decir, la progesterona bloquea los picos de GnRH desde el hipotalamo; a
nivel de la hipdfisis, la progesterona reduce el nimero de receptores para la GnRH en el
gonadotropo, por medio de la inhibicion de la trascripcion del gen que codifica el RNAm

para el receptor de la GnRH.

En resumen, se pude establecer que la progesterona disminuye la cantidad de la LH liberada
en respuesta a la GnRH, en parte, como resultado de la reduccidon en el namero de
receptores presentes en el gonadotropo. Por otro lado, altos niveles de progesterona resulta
en una disminucion en la expresion de los genes que codifican la subunidad BLH y la
subunidad a, comun de las glicoproteinas, a través de la reduccion del tamano del RNAm
para las diferentes subunidades, presumiblemente modificando la estabilidad del RNAm

por la remocion del tallo de polyA (Gina y Nett, 1995).
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La regulacion de la progesterona esta intimamente relacionada con el estradiol, existen
miultiples evidencias que la expresion del receptor de la progesterona se regula
positivamente por el estradiol en diferentes eventos. En contraste, la progesterona regula
negativamente a sus propios receptores y los receptores para el estradiol. Por otro lado, se
conoce que los receptores para la progesterona no se expresan en las neuronas productoras
de la GnRH en especies como la ovina, bovina, rata y primates no humanos, de forma tal
que la pulsatilidad de 1a GnRH regulada por la progesterona se realiza de manera indirecta,
es decir que la interaccion progesterona con neuronas productoras de GnRH se realiza a
través de neuronas periféricas como el sistema opioide, colinérgico y acido y-aminobutitico
(GABA).

2.6.2.34) Sistema Activina-Inhibina-Folistatina
La inhibina es una proteina dimérica glicosilada, secretada por las células de la granulosa -
(hembra) y en la células de Sertoli (macho) en respuesta a la FSH (Ying, 1988). Es un
heterodimero de peso molecular de 32 kDa, formado por una subunidad o especifica (peso
molecular de 18kDa), unida por puentes disulfuro a las subunidad BA o BB (14 kDa), para
formar la inhibina-A o inhibina-B respectivamente. (Calogero et al., 1998). Las
subunidades aisladas no presentan actividad bioldgica (Ying, 1988). En el liquido folicular
bovino, se han encontrado diferentes isoformas de inhibina con un peso molecular que va
de 29 a >169 kDa, sin embargo la significancia bioldgica de estas miltiples formas de
inhibina no es clara, y parece que las formas diméricas presentan la misma potencia
biolégica (Hopko et al., 1994).

La inhibina es sintetizada por una variedad de tejidos, que incluyen al ovario y la hipdfisis,
especificamente al gonadotropo. En el gonadotropo, la inhibina participa de manera
paracrina, inhibiendo la sintesis de FSH, a través de regular negativamente la expresion del

gen que codifica para BFSH (Schwall, 1998)




L.as isoformas de la inhibina, se sintetizan y se liberan de manera diferencial de acuerdo a
los estadios de desarrollo del foliculo, por ejemplo en rumiantes, la concentraciéon de la
inhibina-A es mayor en los foliculos en etapa de regresion o en foliculos atrésicos, en
contraste, la concentracion de inhibina-B es alta en la fase folicular y va disminuyendo
progresivamente hasta el momento de la ovulaciéon (Knight et al.,, 1998). En la actualidad
no se conoce exactamente cual es el mecanismo por el cual se realiza dicho evento, sin
embargo, se han logrado identificar dos proteinas unidoras a la inhibina, por ejemplo la
folistatina y la alfa-2 macroglobulina. La alfa-2 macroglobulina es una proteina que
presenta alta capacidad de unién y baja afinidad por la inibina, mientras que, la folistatina
es de alta afinidad y baja capacidad de unién a la inhibina. Por otro lado, se ha identificado
un dimorfismo en la secrecion de las isoformas de inhibina, por ejemplo en la rata y
humanos, la hembra secreta ambas isoformas de inhibina, en contraste, en el macho

aparaentemente se sintetiza y secreta exclusivamente inhibina-B (Price et al., 1995).

La sintesis y regulacion de la inhibina se realiza principalmente por la FSH, por ejemplo, en
rumiantes se ha confirmado que la FSH incrementa la concentracion plasmatica de

inhibina-A, tanto in vivo como in vitro. Otros factores como el estradiol, han demostrado

que influyen en la secrecion de la inhibina, en particular en la isoforma inhibina-A pero no
la inhibina-B, mientras que el factor de crecimiento tipo I (IGF-1), participa incrementando
la expresion de la subunidad alfa que constituye a la inhibina (Price et al., 1995; Knight et
al., 1998).

La activina, es una proteina homodimérica, formada por la unién de dos subunidades B. Se
conocen tres diferentes formas moleculares de esta proteina: Activina A, que es un
homodimero de subunidades BA, activina B, un homodimero de BB y la activina AB como
un heterodimero (Ying et al., 1988). La funcion de estas proteinas consiste en incrementar

la sintesis y liberacion de la FSH por parte del gonadotropo (Anderson, 1996).




La folistatina, es una proteina glicosilada, formada por una cadena polipeptidica. Se
conocen seis 0 mas isoformas de esta proteina, que presenta un peso molecular de 31 a 45
kDa. Se ha documentado que esta isoformas presenta una region rica en cisteinas en la
posicion del amino terminal. En cuanto a su actividad biolégica existen controversias ya
que se ha documentado que las isofomas de mayor tamafio son las mas bioactivas, en

contraste existen evidencias que las isoformas de menos tamaiio son las mas bioactivas.

En el ovario, la folistatina se expresa en las células de la granulosa en el inicio de las
células lateas, con un aumento progresivo a través de la maduraciéon folicular y una
disminuciéon en el foliculo preovulatorio, después de la ovulacion, desaparece con la

lutedlisis.

La regulacién de la folistatina en el ovario se ha documentado en la rata, porcino, y la
especie humana, en estudios que indican que la FSH y la activina regulan positivamente la
expresion de la folistatina de manera individual o en sinergismo. Por otro lado el factor de
crecimiento del tipo 1 o IGF, inhibe la expresion de la folistatina inducida por la FSH,
mientras que la LH lo realiza con poco efecto. También es producida en la adenohipoéfisis,
una proteina que une a la activina y puede disminuir la sintesis de la FSH por secuestrar a la
activina. Un elemento que participa en la disminucion de la secrecion de la FSH es el
estradiol, por inhibir la producciéon de activina por el gonadotropo, o estimulando la

produccion de folistatina (Meunier et al., 1988).

2.7) Vida mediade la LH

La tasa de depuracion de las gonadotropinas, es un proceso donde participan la tasa de
filtracion glomerular, la degradacion de Ia proteina por medio de proteasas
(neuraminidasas), y la remocion activa via receptores especificos en el higado (por ejemplo,
el receptor a glicoproteinas sializadas y el receptor a glicoproteinas sulfatadas). Influyen en
este proceso algunas caracteristicas de la proteina, como el tamafio molecular, la

distribucion de cargas eléctricas en la molécula, su hidrofobicidad, y la estructura y




Cuadro 1. Tasa de depuracién de 1a hormona luteinizante (LH) en diferentes especies

Tasa de depuracion (TY:)
Hormona Nativa Deglicosilada’
Componente A Componente B Componente Componente
(min) (min) A B (min)

(min)
bLH'* 0.47;1.2; 2.0 27 2.0 N.D.
bLHr-sializada' 34 64 2.0 N.D.
oLH? 5.0; 31.3 39.3 — N.D.
HLH*%3 5.0; 12.8; 17.1 58.9 N.D. 8.6
hCG! 2.0 119 4.2 N.D

bLH = hormona luteinizante de origen bovino; bLHr-sializada = hormona luteinizante

bovina recombinante con icido sialico; oLH = hormona luteinizante ovina; hLH = hormona
luteinizante de origen humano; hCG = Gonodadotropina coriénica humana. 'Corresponde a
formas desulfatada o desializadas, por métodos enzimiticos o quimicos. N.D. corresponde
al componente no identificado después de la modificacion.

' Baenziger et al., 1992,

2 Mi et al., 2002.

3Ascoli, 1981.

* Moore et al., 2000.

s Burgon et al., 1996.

6 Robertson et al., 1991.
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contendido de carbohidratos. En conjunto estas caracteristicas pueden participar en la

longevidad circulante de la proteina (Kronman et al., 2000; Drickamer, 1991).

La tasa de depuracion de las gonadotropinas ha sido documentada (cuadro 1), y donde se ha
establecido en general que la vida media de ta LH presenta dos componentes, uno con
mayor tasa de depuracién metabdlica, que corresponde a 0.48 minutos y uno de menor tasa

metabodlica de 2.04 minutos (Yiling et al., 2002).

2.8) Heterogeneidad estructural y funcional de la LH

Como ya se ha sefialado en el capitulo 2, la hormona luteinizante al igual que otras
glicoproteinas no es una estructura de forma tnica, sino que esta constituida por un grupo
de proteinas o isoformas, que comparten algunas caracteristicas: 1) Son proteinas
heterodiméricas, estructuralmente formadas por una subunidad o comun, unida no
covalentemente a la subunidad B, que es unica en cualquier miembro de las gonadotropinas
(Bousfield et al., 1998; Cole et.al., 1987; Baenzinger y Green, 1988; Pierce y Parsons 1981;
Cooke et al., 1996), 2) La sintesis y almacenamiento se realiza en el mismo tipo celular, el
gonadotropo (Childs, 1994).

En los ultimos afios, se ha observado que esta heterogeneidad de las gonadotropinas, se
debe a las unidades de carbohidratos presentes en la molécula, los cuales presentan
variaciones en su composicion, como el grado de sulfatacion, el contenido de acido sidlico
y el tipo de ramificacion (Ulloa-Aguirre et al., 1999; Creus et al., 2001), sin embargo el
origen del polimorfismo de las gonadotropinas no puede ser atribuido Gnicamente a la
variabilidad de las cargas negativas de los residuos terminales de los oligosacaridos (Ulloa-
Aguirre et al., 2001), sino también a la estructura molecular de la proteina (Kronman et al.,
2000).

La heterogeneidad que presentan las gonadotropinas, se refleja en diferentes propiedades,

fisicoquimicas y funcionales, que incluyen diferencias en su punto isoeléctrico, en la tasa de




depuracion metabdlica, en la regulacion de la potencia biolégica in vive e in vitro, e

intensidad de respuesta de la célula blanco por diferencias en la traduccidon de la sefial que
lleva la hormona (Chappel et al., 1982; Ulloa-Aguirre et al.,, 1995; Ulloa-Aguirre et al.,
2001).

2.8.1) Isoformas de la LH en los rumiantes

La distribucién relativa de las isoformas de las gonadotropinas, se ha estudiado en hipofisis,
suero y orina (Ulloa-Aguirre et al., 1995), utilizando diferentes herramientas, tales como el
isoelectroenfoque, la electroforesis en suspension de agarosa y el cromatoenfoque (Ulloa-
aguirre et al, 1999). Con el cromatoenfoque, se han identificado en en extractos
hipofisarios de rumiantes, isoformas de la LH y FSH (Cooke et al., 1996, Ulloa-Aguirre et
al., 1995), es con esta herramienta que se han descritol3 isoformas de la LH (Zalesky y
Grotjan . 1992) y. 9 isoformas para la FSH (Stumpf et al.,, 1992). Las isoformas
predominantes de la LH, correspondieron a aquellas proteinas que eluyeron en el rango de
pH de 9.2 a 8.5, en tanto que las isoformas de FSH predominantes, eluyeron en un rango de

pH de 5.05 a 4.78.

La variacion en el patrén de distribucion de las isoformas de las gonadotropinas presente
en el suero e hipdfisis en la especie humana (Ulloa-Aguirre et al., 1995), ha sido
documentada en diferentes condiciones fisioldgicas, como en el inicio de la pubertad
(Phillips et al., 1997), el ciclo menstrual (Padmanabhan et al., 1988; Zambrano et al., 1995)
la senectud (Wide 1985; Anobile et al., 1998) y la obesidad (Castro-Fernandez et al., 2000),
en donde los diferentes estudios, enfatizan la importancia de la prevalecia del medio
ambiente endocrino, que determina el tipo o tipos de gonadotropinas sintetizadas y

secretadas.

La informacién referente al patrén de distribucion de las isoformas de la LH en rumiantes
ha sido documentado Gnicamente en extractos hipofisarios (Cooke et al., 1996), en donde se

ha determinado la participacion de las hormonas esteroides en la regulaciéon de la
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distribucién de la LH, por ejemplo, Zalesky et al. (1992), identificaron el patréon isoformas
de la LH en diferentes etapas del ciclo estral de la especie ovina, en particular, en la fase
folicular (mafiana del estro), fase lutea (dia 11 del ciclo) ¥ en la etapa de anestro. Los
resultados mostraron que el patron de distribucion de las isoformas, tanto en la fase
folicular como en la fase lutea no se modificaron, sin embargo, comparando la etapa de
anestro con la etapa reproductiva, se presentd un incremento en el porcentaje de isoformas
acidas, asi como de aquellas isoformas que eluyeron a pH 9.1 y <9.0-7.0, con una
disminucién en las isoformas mas basicas. Por otro lado Keel et al. (1987), identificaron
este patron en ovinos castrados y estimulados crénicamente con esteroides gonadales, en
particular con Dihidroxitestosterona (DHT) y estradiol (E:). Los resultados mostraron un
patron de isoformas de elucién a pH mas basicos, cuando los animales se estimularon con
DHT; en contraste el patrén se comporto hacia formas mas acidicas cuando se estimularon
con E2, cuyos resultados fueron corroborados en otros estudios (Christianson et al., 1998,
Stumpf et al.,, 1992).

Por otro lado, se ha identificado la participacion de la GnRH en la regulacién de la
distribuciéon de la LH, por ejemplo, Zalesky et al. (1993), identificaron el patréon de
distribucion de la LH en borregas inmunizados activamente contra GnRH. Los resultados
mostraron que la inmunizaciéon disminuyd drasticamente el contenido de la LH
intrahipofisaria y la heterogeneidad de la LH mostré un patrén predominante de elucién a
pH 9.2. En contraste, en este mismo estudio, el porcentaje de las isoformas que eluyeron en
el rango de pH<9.0->7.0 fue mayor en animales castrados y castrados e inmunizados,
cuando se compararon con animales intactos e intactos-inmunizados. El grupo de
isoformas acidas (<7.0) fue menor unicamente en el grupo de animales castrados, en
comparacién a los otros grupos. Estos datos confirmaron que la eliminacion del péptido
hipotalamico (GnRH), reduce la cantidad de la LH presente en la hipdfisis, también altera el
patron de distribucion de las isoformas de la LH intrahipofisaria, en particular, incrementa

el porcentaje de la isoforma que eluye a pH 9.2.
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En la especie bovina, se ha analizado el patréon de distribucién de la LH intrahipofisaria
bajo el efecto de los esteroides gonadales, en particular con el estradiol, por gjemplo Stumpf
et al. (1992), identificaron este patron de distribucién en vaquillas ovariectomizadas, en
diferentes estadios de maduracion sexual (prepuber, peripuber y pospuber) bajo el efecto
del estradiol. En general, se observo que el grupo de vaquillas ovariectomizadas, presentd
un patrén de distribucién hacia isoformas basicas y un bajo porcentaje de isoformas acidas,
comparadas con el grupo de vaquillas intactas en un estado similar de maduraciéon sexual.
Por otro lado, el perfil de isoformas de la LH en el grupo de animales OVX en presencia de
estradiol (OVXE) fue alterado como resultado de la concentracién circulante de E>. Por
ejemplo, cuando la concentracion de E: fue similar en el grupo OVXE-peripiuber y el grupo
intacto-peripuber, el patréon de isoformas de LH fue similar. En contraste, la administracion
de Ex al grupo OVXE-prepuberal, presentd un mayor porcentaje de isoformas acidas de LH
que el grupo intacto. Finalmente, el andlisis del patron de distribucién de isoformas de la
LH entre el grupo de animales intactos, en los tres estados de maduracién sexual no mostré

cambio alguno.

En otro estudio descrito por Kojima et al. (1995), en el cual analizaron, el efecto del
estradiol sobre el patréon de distribucion de las isoformas de LH y FSH intrahipofisaria
durante la fase folicular del ciclo estral, previo al pico de las gonadotropinas. Los resultados
obtenidos por medio del cromatoenfoque, en general, no mostraron diferencia en el patrén
de distribucion de isoformas de la LH, asi como el contenido de la LH intrahipofisaria total
entre el grupo control y los grupos OVXE y OVX. Aunque diversos estudios, han
establecido que en animales gonadectomizados se incrementa significativamente el
porcentaje de isoformas badsicas, y que la terapia de reemplazo con estradiol, modifica este
patron hacia un mayor porcentaje de isoformas acidas de la LH, los resultados de este
estudio, no mostraron la respuesta de la misma magnitud a lo informado en otros estudios.
Por otro lado, en este estudio, que simuld la fase folicular del ciclo estral en bovinos
ovariectomizando que recibieron E: en diferentes momentos, previo al pico preovulatorio

de la LH: con este modelo no se encontré un cambio significativo en la distribucién de las
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isoformas de la LH intrahipofisaria, aunque el patrén de la pulsatilidad de la LH fue

diferente.

Pocos estudios en rumiantes, han analizado las diferencias entre la proporcién de las
diversas isoformas de las gonadotropinas presentes en la hipofisis y las que se encuentran
en la circulacién. Por ejemplo, Zalesky y Grotjan (1991), informan el patréon de
distribucion de las isoformas de la LH en la adenohipo6fisis bovina y ovina, en un sistema de
perfusion in vitro que asemeja la dinamica de un ambiente in vivo, en condiciones basales y
estimuladas con GnRH. por otro lado se analizé el patron de heterogeneidad de la LH
intrahipofisaria antes y después de la perfusion. La heterogeneidad de la LH en todas las
muestras obtenidas en condiciones basales y estimuladas con GnRH, asi como los extractos
hipofisarios antes y después de la perfusion, presenté la isoforma predominante en los
extractos de hipdfisis de ambas especies, que correspondio a la isoforma que eluyé a pH
9.1, con un porcentaje semejante a las muestras después de la perfusion. La presencia de
isoformas altamente basicas (pH >9.6) no fueron detectadas en las muestras de rebanas de
hipofisis en condiciones basales e inducidas con la GnRH en bovinos. En contraste, solo la
isoforma de elucion a pH 10.6 en ovinos no fue detecta en estas condiciones, lo que
demuestra que existe un patron diferente de secrecion de isoformas entre especies. Por otro
lado, no se presentdé diferencia entre las isoformas que eluyeron a pH 9.4 y 9.2 en las
muestras de rebanadas de hipéfisis bovinas en condiciones basales y estimuladas con GnRH
en comparacion a la de extractos hipofisarios antes y después del estimulo, no asi para el
ovino, en donde el porcentaje de estas dos isoformas fue inferior en las muestras
perfundidas antes y después del estimulo con GnRH en comparaciéon con las muestras

intracelulares.

En resumen, se puede apreciar que la informacion de la heterogeneidad de la LH en los
rumiantes, se ha limitado unicamente a estudios en la adenohipd6fisis, bajo el efecto de
esteroides gonadales y en particular del estradiol, asi como el efecto de la GnRH, ¥y

anicamente en un solo articulo, se relaciond con la presencia del tipo o tipos de isoformas
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presente en la hipdéfisis, en comparacién a las formas secretadas, luego entonces esta
limitada informacion en los rumiantes hace a estas especies un modelo ideal para realizar

estudios sobre la heterogeneidad de la LH i»n vivo .

33




CAPITULO 3

PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

El pleomorfismo que presentan las gonadotropinas, tanto en la hipéfisis, suero y orina, ha
sido documentado bajo diferentes condiciones tisiolégicas, en humanos y roedores (Ulloa-
Aguirre et al.,, 1995; Padmanabhan et al., 1999). En contraste la informacion para los
rumiantes, se ha limitado a estudios en la hipdfisis y algunas evidencias se han presentado
en suero en la especie ovina en particular para la FSH (Hassing et al., 1993; Padmanabhan
et al., 1992). Recientemente en cste laboratorio hemos descrito el patron de elucion de las
isoformas de la LH para la especie caprina en dos etapas del ciclo estral (Rojas et al., 2001),
cuyos resultados mostraron un patrén de distribucion de las isoformas de la LH de tipo
acidico en la etapa de anestro en contraposicion a lo observado en etapa de estro. Sin
embargo, la informacion referente a las isoformas presentes en la circulacion para la especie
bovina es desconocida, posiblemente por las limitaciones que impone la concentracién
relativamente baja de estas hormonas ¢n las diferentes condiciones fisiolégicas (Hassing et
al., 1993), por lo que es dificil de valorar su participacidén de cada una de las isoformas en el
proceso reproductivo en estas especie. Por otro lado, la informacién de la heterogeneidad de
la LH obtenida de extractos hipéfisarios en diestro y estro (Zalesky et al., 1992; Kojima et
al., 1995) informaron, que no existe una diferencia en el patron de distribucion de las
isoformas de la LH entre etapas analizadas, a pesar de haber encontrado un patrén de
secrecion de la LH completamente diferente. Con base en esto, este trabajo consistié en
conocer el patron de distribucion de las isoformas de la LH presentes en la circulacién en
dos etapas importantes del ciclo estral, caracterizadas por un patréon de liberacion de la
gonadotropina contrastante entre una y otra de las etapas (estro vs diestro), asi como

analizar la variabilidad de respuesta entre individuos.
Aunque es conocido que el polimorfismo de las gonadotropinas es regulado por la GnRH,

péptidos y esteroides gonadales, en particular por el estradiol (E;) y Dihidroxitestosterona

(DHT), la informacion referente a la participacion de la progesterona en este fenémeno es
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desconocida. Con base en esto, el segundo objetivo que se desarrollo aqui, correspondié a
conocer el efecto que pueda tener la progesterona sobre el patron de distribucion de

isoformas de la LH y FSH intrahipofisarias en vaquillas Cebu X Suizo.

Recientemente, se ha discutido la necesidad del desarrollo de sistemas analiticos (RIA o
ELISA), especificos y precisos para la identificacion de las isoformas de las gonadotropinas
(Ulloa-Aguirre et al., 2001; Padmanabhan et al., 1999), ya que muchas de las evidencias,
han presentado diferentes valores de actividad inmunologica para una misma hormona,
cuyos resultados dependen fundamentalmente del sistema y tipo de anticuerpo (monoclonal
o policlonal), luego entonces, existe la necesidad de obtener y purificar en cantidades
suficientes cada una de las isoformas, 1o que permitira el desarrollo de sistemas analiticos.
confiables, homdlogos y especificos para cada isoforma, y conocer el patron de secrecion de
las isoformas de la LH en diferentes condiciones fisiolégicas, es por ello que aqui se
presenta como tercer objetivo de este estudio, la purificacion de cinco isoformas de la LH
a partir de extractos glicoproteinicos de adenohipdéfisis bovinas, obtenidas a través de un
método convencional y sencillo basado en la carga de la proteina (intercambio idnico), que

permitira la obtencidén de isoformas de la LH con alto rendimiento.

Es con todo esto, que en este trabajo se plantearon la siguiente hipodtesis de trabajo y

objetivos generales como particulares:




CAPITULO 4

HIPOTESIS
1.- El patrén de distribucion de las isoformas de la LH presentes en la circulacion, se ve

modificada en diferentes etapas del ciclo estral en la hembra bovina.

2.- El patron de distribucion de las isoformas de la hormona luteinizante y foliculo

estimulante de origen hipofisario son modificadas por la presencia de progesterona.

3.- El método de purificacion con intercambiadores iénicos, permitira obtener isoformas de

la LH. con actividad biol6gica e inmunolégica.

OBJETIVO GENERAL
1.- Identificar el patrén de distribucion de las isoformas de la hormona luteinizante (LH)

intrahipofisarias y circulantes en la especie bovina bajo diferentes condiciones fisioldgicas.

2.- Aislar y purificar isoformas de la hormona luteinizante a partir de extractos

glicoproteinicos de adenohipofisis bovina con suficiente rendimiento.

OBJETIVOS PARTICULARES
1.- Determinar el patréon de distribucion de las isoformas circulantes de la hormona

luteinizante bovina (bLH) durante la etapa de estro y diestro.

2.- Conocer el efecto de la progesterona sobre el patréon de distribucion de las isoformas

intrahipofisarias de la hormona luteinizante (LH) y la foliculo estimulante (FSH) en

vaquillas F1.

3.- Obtencidén y purificacion de isoformas de la hormona luteinizante bovina (bLH), su

caracterizacién, fisicoquimica, bioldgica e inmunolégica.
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Capitulo 5§

PATRON DE DISTRIBUCION DE LAS ISOFORMAS CIRCULANTES
DE LA HORMONA LUTEINIZANTE DURANTE LA ETAPA DE
ESTRO Y DIESTRO EN VAQUILLAS HOLSTEIN
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Resumen
En este estudio, se analizé el patron de distribucion de las isoformas de la LH circulantes,

en la especie bovina, en dos etapas del ciclo estral, correspondientes al estro y al diestro. En
cada etapa, se utilizaron siete vaquillas Holstein ciclando, sincronizadas con PGF2a. En el
estro, una vez detectado el celo, se tomaron muestras de sangre cada 2 h durante 24 h. En el
diestro. a los animales que presentaron cuerpo luteo, se les administrd i.v. 250 ug de GnRH
y se colectaron muestras sanguineas cada 15 min. durante 5 h. La concentraciéon de la LH
presente en la muestras, se determiné por medio de un radiocinmunoanalisis de segundo
anticuerpo, especifico para LH y solo aquellas muestras con mayor concentracion de LH en
el estro (pico preovulatorio) y las colectadas a los 60 min. después de la GnRH (diestro), se
analizaron por medio del cromatoenfoque, el que se eluyo con un gradiente de pH de 10.5 a
3.5. La LH eluida, se agrupd en isoformas basicas (pH = 7.5), neutras (pH 7.4 a 6.5) y
dcidas (pH < 6.5), asi.como por unidad de pH. En ambas etapas, las formas basicas fueron
las mas abundantes, esto fue significativamente mayor durante el diestro (78.4 + 4.2%) que
en el estro (57.1 * 6.2%), en tanto que la proporcion de las formas neutras (13.7 £ 2.6%) y
acidicas (28.5 + 2.8%2%) en ¢l estro fue superior a lo observado en el diestro (3.0 £0.7 y 18.7
+ 3.4). Estos resultados, indican que la condicion ovdarica afecta significativamente la
proporcién relativa de distintas isoformas de la LH que se sintetizan y secretan por la
hipofisis. La proteina que eluye después de la aplicacion de NaCl en la columna, modifica
la uniéon antigeno-anticuerpo del RIA y sin ser LH y se cuantifica como tal, lo que es un
artificio de la técnica. La variacion entre individuos para la proporciéon de LH eluida en
cada unidad de pH fue minima, lo que sugiere la poca importancia de la variabilidad

genética para esta caracteristica en la raza Holstein.

Introduccion

Las gonadotropinas, existen como una serie de isoformas, presentes en la hipofisis, en el
suero y la orina (Ulloa-Aguirre et al., 1995). La microheterogeneidad, se debe en parte, a la
estructura interma de los oligosacaridos (Combarnous, 1988; Baenzinger and Green, 1988;

Manzella et al,, 1996). Este polimorfismo, repercute en sus propiedades fisicoquimicas, en
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la actividad bioldgica in vitro (Creus et al., 2001; Barrios-De-Tomasi et al., 2002) e in vivo

(Robertson et al., 1991; Burgon et al., 1996; Mi et al,.2002).

El patron de distribuciéon de las isoformas de las gonadotropinas, se ha estudiado en
diferentes especies, en las que se incluyen el humano (Wide et al., 1993; Ropelato et al.,
1999; Castro-Fernandez et al., 2000), mono (Chappel et al., 1984), roedores (Chappel et al.,
1982), equinos (Adams et al., 1986), cerdos (Nomura et al., 1989); ovinos (Zalesky et al.,
1992; Hassing et al., 1993; Padmanabhan et al.,1992), bovinos (Zalesky and Grotjan 1991
Stumpffet al., 1992a; Kojima et al., 1995) y aves (Krishnan et al., 1994). En los rumiantes,
el patron de distribucion de las isoformas de la LH, se ha identificado unicamente en el
tejido hipofisiario en diferentes condiciones fisioldogicas (Padmanabhan et al., 1992;
Stumpff et al.,, 1992a; Cupp et al., 1995). Sin embargo, este polimorfismo no se conoce
para la LH presente en la circulacién en animales domésticos. Por lo tanto, en el presente
estudio, se examind el patron de distribucién de las isoformas de la LH en la circulacién en
la especie bovina, en dos etapas del ciclo estral; correspondientes al estro (momento del
pico preovulatorio) y al diestro. Con base en esto, se hipotetizd que el patrén de
distribucion de las isoformas circulantes de la LH en las diferentes etapas del ciclo, serdn
diferentes. Un elemento adicional a estudiar fue la magnitud de la variabilidad de la

proporcién relativa de cada isoforma circulante de la LH entre individuos.

Material y métodos

Protocolo experimental y coleccién de suero

El estudio se llevé a cabo en el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extensiéon en
Producciéon Bovina y Caprina. “Rancho Cuatro Milpas” de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM., ubicado en el Km 11.5 carretera Cuautitlan-
Tepozotlan-San Esteban, Estado de México. El lugar se encuentra a una altura de 2450

msnm, tiene una precipitacién pluvial anual de 630 mm y una temperatura media anual de

15.6°C (Garcia, 1987).




Para el estudio en la etapa de estro, se utilizaron siete vaquillas de la raza Holstein,
ciclando, con edad entre 12 y 14 meses, con un peso promedio de 270 *+ 18 Kg. y una
condicion corporal de 3.0 (Edmonson et al.,, 1989). Los estros de los animales fueron
sincronizados mediante la doble aplicacion i.m. de PGF2a con 11d entre una y otra. Treinta
seis horas después de la segunda dosis, se realizaron observaciones cada 4 h para la
deteccion de celos y una vez detectado el celo, se les tomaron muestras sanguineas cada 2

h durante las siguientes 24 h.

Para la etapa de diestro, se utilizaron siete vaquillas de la raza Holstein, con peso y
condicion corporal semejante a las del estudio en estro. A los 11 d después de la segunda
dosis de PGF2a, cuando presentaron un cuerpo liteo (corroborado por valores mayores de
Ing/mi de progesterona en el suero), se les aplico i.v. 250 pg de GnRH (Fertagyl, Intervet)
por animal, con el fin de incrementar la concentracién de la LH en la circulacién. Se
colectaron dos muestras sanguineas con un intervalo de una hora entre ellas antes del

GnRH y, posteriormente se colectaron muestras cada 15 min. durante 5 h.

Muestras de suero para el cromatoenfoque

La concentracién de la LH en los sueros colectados durante la etapa de estro, permitio
identificar individualmente el pico preovulatorio y el que se indujo durante el diestro. Para
el analisis de la heterogeneidad de la LH, se tomaron solo aquellas muestras identificadas
en el cenit del pico preovulatorio, y las muestras colectadas a los 60 min. después de la
aplicacion de GnRH. Ambos grupos de muestras (4 ml de suero) fueron dializadas con
membranas de un limite de exclusién de 12,000 a 14,000 daltones', durante un periodo de
48 h con cambios sucesivos de agua desionizada cada 8 h. Al término de este

procedimiento, las muestras de cada suero fueron liofilizadas y almacenadas.

Cromatoenfoque
Las isoformas de la LH presentes en el suero, fueron separadas de acuerdo a su carga como

fue previamente descrito (Castro-Fernandez et al., 2000). En breve: Cada muestra dializada




y. liofilizado (20 mg de proteina) se resuspendié en 4 ml con Pharmalyte (pH 8 a 10.5-
HCIPP?)-HCL, diluido 1:45 con agua desionizada y ajustado a pH 7.0 y se aplicé a una
columna (27cms X 0.7 i.d.) pre-empacada con una resina de intercambio ionico (PBE-
118%), equilibrada previamente con 20 volimenes de trietilamina-HCI, 0.025M (pH 11.0) y
mantenida a 4°C. Las fracciones eluidas (2 ml), fueron colectadas con un flujo de 7 ml/h.
E! pH de cada fraccion se midid, y cuando se llegé a pH 7.0 y se estabilizé durante mas de
diez fracciones, el amortiguador de elucién fue cambiado por el polybuffer 74 (Pharmacia,
Biotech), diluido 1:8 con agua desionizada (pH 3.5), con el fin de obtener las proteinas que
eluyen de pH 7.0 a 3.5. Las proteinas unidas a la columna después de la elucion con el pH
inferior (pH 3.5), fueron recuperadas con la adicion de 1.0 M de NaCl a la columna
cromatografica. Aquellas fracciones que eluyeron con el amortiguador Pharmalyte, se
neutralizaron con una solucién TRIS-HCI, 1.1M, pH 7.4 (200 ul), mientras que las
fracciones eluidas con el polybuffer 74 y NaCl, se neutralizaron con imidazol 1.1M, pH
7.0 (200 pnl). Todas las corridas cromatogrificas se realizaron con amortiguadores
desgasificados. A cada una de las fracciones sujetas a la neutralizacion del pH, se les
determinod la concentracion de LH, mediante el radioinmunoensayo (RIA) que se describe a

continuacion.

RiA deLH
La concentraciéon de la LH en cada una de las muestras de suero colectadas durante la

etapa de estro y diestro, asi como las fracciones obtenidas durante el cromatoenfoque, se
cuantificaron por triplicado, con un sistema de RIA en fase liquida, especifico para la LH
con 120 h de incubacién a 4°C. En breve: El RIA se desarrollo empleando como trazador al
USDA-bLH-B6, marcado con sodio['*’I] por medio de la técnica del IODO-GEN (Perera et
al.,1996a); la preparacion de LH de referencia correspondié al USDA-bLH-BS5 a las dosis
de 0.03 a 16 ng /tubo y el anticuerpo, se generd en conejo en este laboratorio, a partir del
estaindar NIDDK-oLH-26, el que se utilizé a una dilucién final de 1:200,000 (previa

! Spectra/por #1; Spectrum Medical Industies
2 pharmalyte 0.36 meq/ml pH, Amersham Pharmacia Biotech AB e
3 Polybuffer exchanger for chromatofocusing, capacity:50.4umol. pH ul!'nt ml"" :
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caracterizacion y titulacion). La sensibilidad del ensayo fue de 0.03ng/tubo y el coeficiente
de variacion intra e interensayo, se determind a partir de la dosis esperada con el 50 % de la
relacion logyt-log (Materi et al., 1986) y correspondié al 5% y 7% respectivamente. La
especificidad del sistema se determindé con las siguientes hormonas: NIDDK-oLH-I-2
(100%), USDA-bLH-B5 (103%), NIDDK-oFSH-SRP2 (0.05%) y USDA-0oTSH (0.02%);
la NIDDK-bGH y NIDDK-oPRL no mostraron reaccién cruzada. La separacion de la
fraccion unida de la libre se realizé con segundo anticuerpo, diluido 1:80, previa incubacion
a 4°C por 24 h. El amortiguador del RIA, correspondié a fosfatos (0.05M, pH 7.2), NaCl
0.14 M y albumina sérica bovina (BSA) 1% (peso/volumen).

Inmunotransferencia

Para corroborar lo observado mediante el RIA, de que las isoformas eluidas a distintas
unidades de pH eran realmente LH, se procedidé a procesar las fracciones obtenidas de tres
corridas cromatogriaficas, agrupadas por unidad de pH. Para ello, cada grupo de fracciones
se dializé (con membranas de un limite de exclusiéon de 12,000 a 14,000 Da, durante un
periodo de 24 h con cambios sucesivos de agua desionizada cada 8 h) y liofilizé. Cada
fraccion dializada y liofilizada., se resuspendié en un volumen de 100 pl de agua
desionizada, aplicando 10 pul de cada fraccion en geles de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE). Al término de la electroforesis, el gel se transfirio a
un papel de nitrocelulosa, que se incubd durante 24 h con el anticuerpo utilizado en el RIA
(1:500) y las bandas de proteina se revelaron con Biotina-Avidina, de acuerdo a lo
informado por Perera et al. (1996b). El mismo procedimiento de inmunotransferencia se
repitio, utilizando el anticuerpo USDA-BFSH (1:500). Finalmente, las fracciones acidicas

se corrieron con un RIA de FSH previamente validado (Gong et al., 1995).

An:ilisis de las proteinas eluidas después de la aplicacion a la columna de NaCl IM

Toda vez que en distintos estudios sobre isoformas de gonadotropinas en suero, se ha
observado que luego de la aplicacién a la columna de NaCl 1M, eluyen una cantidad
importante de proteinas imunoreactivas a los anticuerpos contra LH o FSH (segun el

estudio), se procedié a corroborar que realmente se trata de gonadotropinas y no un
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artefacto de la metodologia. Para ello en la columna de intercambio i6énico (PBE-118), se
corrieron sueros de bovinos en diestro, con concentraciones de LH menores a 1 ng/mli de
suero, que serian indetectables una vez distribuidas en 160 fracciones. Adicionalmente, se
analizé ¢l porcentaje de unioén del anticuerpo a LH del RIA con suero bovino en diestro, en
presencia de diferentes concentraciones molares de NaCl, desde 0.025M hasta 1.0M,
previamente neutralizadas con 1.1M de imidazol. Finalmente se analizdé el patrén de
elucién de la USDA-bLH-B5 marcada con sodio ['?°I], por medio del cromatoenfoque, en

las mismas condiciones como fueron analizados los sueros de diestro y estro.

An:ilisis estadistico

La informacion del porcentaje de la LH eluida en cada fraccion, se agrupé en formas
basicas (pH = 7.5), formas neutras (pH 7.4 a 6.5) y formas acidas (pH < 6.4), asi como en
ocho rangos de pH de elucién, que correspondieron a: pH = 10; 9.99-9.0; 8.99-8.0; 7.99-
7.0; 6.99-6.0; 5.99-5.0; 4.99-4.0 y 3.99-3.5. Con el propésito de normalizar los datos, el
porcentaje de la LH inmunoreactiva recuperada por grupo y por unidad de pH, se
transformo a arcoseno y se sometié a un analisis de varianza, considerando los efectos de
grupo de pH y estado fisiolégico a que pertenecia la muestra (estro o diestro). Los andlisis

estadisticos se realizaron con el paquete estadistico SAS.

Resultados

El celo se observé en todos los animales a las 44.13 = 5.27 h y 1a concentracion maxima de
LH sérica se identifico a las 50.19 + 5.23 h. Los valores de la concentraciéon maxima de LH
sérica variaron entre 9.83 y 18.3 ng/ml en los animales muestreados durante el estro, en
tanto que los valores de la LH en las muestras colectadas en la etapa de diestro, después de
la aplicacion de GnRH oscilaron entre 3.80 y 9.80 ng/ml. La Figuras 1, presenta la
distribucion de la LH en los sueros bovinos, colectados durante la etapa de estro y diestro,

respectivamente.
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La Figura 2, presenta la validacién del sistema de la LH desarrollado en este estudio,

correspondiente a la curva estandar, el paralelismo con suero bovino y la especificidad del

sistema.

El patrén de elucion de los diferentes sueros analizados en el cromatoenfoque se presenta
en la Figura 3A (estro) y en la Figura 3B (diestro). El analisis por grupo de pH (Cuadro 2),
mostré diferencias significativas (p<0.05) en la proporcion de formas basicas, neutras y
acidas entre la etapa de diestro y la de estro. En general las formas basicas fueron las mas
abundantes (78.4 + 4.2; 57.8 + 6.2), seguidas de las dcidas (18.7 = 3.4; 28.5 + 2.8) y las
neutras que eluyeron en un pH mas estrecho (7.4 a 6.5) mostraron la menor proporcién
tanto en el diestro como en el estro respectivamente (3.0 + 0.7; 13.7 + 2.6). El analisis por
unidad de pH (Cuadro 3), mostré una isoforma de la LH de elucion muy basica (pH = 10)
que representé un porcentaje del 4.1 = 1.0% del total de la observada durante el diestro,
cercano a lo que ocurrio en el estro, donde esa forma correspondié a 3.2 + 0.2% del total
(p>0.05). Las isoformas predominantes en ambas etapas del ciclo estral, correspondieron a
las que eluyeron en el rango de pH 9.99-9.0: 38.4 + 4.1% en diestro y del 30.2 + 2.8% en
estro (p<0.05). Las que eluyeron a pH 8.99-8.0 representaron una proporcién similar del
total de la LH recuperada en cada etapa, es decir del 18.6 + 3.1% en el diestro y del 21.5 %
2.6%, en el estro (p>0.05). Las isoformas que eluyeron a pH neutro (7.99-7), mostraron un
porcentaje significativamente mayor (p<0.05) en la etapa de diestro (17.4 + 6.7%) que en la
etapa de estro (9.9 + 0.3%), y las obtenidas a pH 6.99-6, correspondieron al 3.0 + 1.3% en
diestro, proporcion significativamente menor (P<0.05) a lo observado en estro (7.2 *
0.3%). De las isoformas eluidas a pH mas acido, solo hubo diferencia entre el estro y el
diestro en el rango de pH de 4.99 a 4.0. La variabilidad entre individuos, representada por
los coeficientes de variacion, entre el grupo de isoformas basicas, fue menor en la etapa de
diestro (5.4%) que en estro (10.9%), en tanto que en las isoformas neutras y acidas, la
variabilidad en el diestro fue mayor (23.3% y 18.2%9%) que en el estro (19.3% y 9.9%),

respectivamente. En cuanto-a la variabilidad individual al hacer el analisis por unidad de




pH, el rango de coeficientes de variacion fue mas amplio en el diestro (10.7% al 43.3%)
que en el estro (3.0% al 13.9%).

La inmunotrasferencia, mostré tres bandas inmunoreactivas con anti-olLH-26. La banda de
peso molecular de 36.5 KDa, correspondié a la banda mayoritaria y dos bandas de peso
molecular de 18 y 20 KDa, en las fracciones agrupadas por unidad de pH, patrén semejante
al estandar USDA-bLH- B5 (Figura 4). Cuando se utilizé el anticuerpo a FSH, no se

observaron bandas de reconocimiento (Cuadro 4).

El patron de elucion de un suero, con concentraciones de LH < Ing/ml por lo demas tratado
como los sueros colectados en la etapa de estro, se presenta en la Figura 5A. Los resultados
mostraron que solo después de la aplicacion de NaCl IM se obtuvieron fracciones con
inmunoreactividad sostenida, similar a la LH, en tanto que en el panel B de la misma
figura, se muestra que, las concentraciones molares crecientes de NaCL en presencia de
suero y neutralizadas a pH fisiologico (pH 7.2), interfieren la unién entre la LH marcada y
el anticuerpo, provocando un desplazamiento de la hormona marcada, lo cual se interpreta
como presencia de LH no marcada inmunoreactiva. Finalmente en el panel C, se presenta el
patréon de elucion de la LH bovina marcada con sodio['*°1], el cual presenté el mismo
patréon de elucion de la LH nativa, sin observar fracciones de LH después de la aplicacion

de NaCl IM.

Discusion

No existe informacion sobre el patron de heterogeneidad de las isoformas de la LH
presentes en ¢l suero de animales domésticos en diferentes condiciones fisiolégicas; en
donde el pleomorfismo para esta hormona, se ha estudiado exclusivamente en la hipofisis.
Por lo tanto, en este estudio se analizo la distribucion de las isoformas de la LH sérica en
dos condiciones fisiologicas (etapas de estro y de diestro) del ciclo estral de vaquillas
Holstein, caracterizadas por un diferente patron de secrecion y mecanismo de regulacion de

la hormona (Caraty and Skinner, 1999).
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En ambas etapas de estudio, el patréon cualitativo de elucidn de las isoformas de la LH
secretadas a la circulacion fue parecido, similar al encontrado en el suero humano (Castro-
Fernandez et al., 2000), asi como en extractos hipofisarios bovinos (Perera et al., 2000) y

ovinos (Christianson et al., 1998).

En términos cuantitativos el porcentaje de isoformas circulantes que eluyeron a pH basico
(pH =7.5) en la etapa de diestro (78.35 = 4.17) y en la de estro (57.1 % 6.20), presentaron
diferencias significativas entre etapas, con resultados inferiores al porcentaje mostrado en
adenohipdfisis de ovinos y bovinos intactos, sin ningan tratamiento, tanto en machos como
en hembras, colectadas en diferentes condiciones fisioldgicas, donde los wvalores del
porcentaje de isoformas basicas fluctuaron entre el 80.6 a 87.7% (Keel et al., 1987; Zalesky
et al 1992; Zalesky et al., 1993; Kojima et al., 1995). En contraste, el porcentaje de
isoformas acidicas en el estro (28.5 + 2.8) y el diestro (18.7 = 3.4), fueron diferentes entre
etapas y superiores a lo determinado en extractos hipofisarios (7.48 26 al 16.85%). Ninguno
de los estudios en hipofisis, identificé cambios significativos en la proporcion de isoformas
basicas y acidicas cuando los animales fueron sometidos a tratamientos que podrian
modificar la sintesis o secrecion de la LH, incluyendo la gonadectomia, la aplicacion de
esteroides, la inmunizacién contra GnRH, o bien el obtener las hipofisis en diferentes
ctapas del ciclo oviarico. Estas posibles diferencias entre el suero y los extractos
hipofisarios, pueden ser debidas al tipo de muestra analizada; por ejemplo, las isoformas de
la FSH presente en extractos hipofisarios eluyen principalmente a pH menor a 5.5, en tanto
que en ¢l suero, la mayor proporcion eluye a pH menor de 4.5, y en la orina, se han
identificado isoformas de elucion a pH 5.8 a 5.0 (Ulloa-Aguirre et al., 1995; Padmanabhan
et al., 1988). Existe también la posibilidad, que las diferencias entre la circulacién y la
hipofisis se deba a la tasa de depuracion de las distintas isoformas circulantes, ya que las
isoformas de elucion a pH acidico, se eliminan mas lentamente en la circulacion, pero
muestran una menor actividad biolégica en bioensayos in vitro que las que eluyen a pH
basico. Finalmente otra de las posibilidades para explicar las diferencias cuantitativas entre
lo observado en la adenohipodfisis y en la circulacion en el pleomorfismo de la LH, es la

existencia en la glandula de una serie de glicoproteinas que se encuentran en diferentes
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etapas de biosintesis (“‘inmaduras’), incluyendo el procesamiento postraduccional, lo que
puede enmascarar las diferencias relativamente sutiles entre las formas maduras,
secretables por diferencias en el ambiente endocrino. Es por e¢llo, que aunque todas las
isoformas de la LH presentes en l!a adenohipéfisis, aparecen en la circulacion, hay
diferencias entre estos dos compartimentos en cuanto a la proporcion relativa de cada grupo
de isoformas, posiblemente porque solo las formas “maduras™, son liberadas en
condiciones fisiolégicas a la circulacién, o bien, porque la heterogeneidad identificada de la
LH en el suero se vea afectada por la vida media en la circulacién, particular para cada

isoforma.

La proporcion relativa de cada isoforma en la circulacion fue diferente entre las etapas del
ciclo estral analizadas. Se observo un incremento significativo en las formas basicas
durante el diestro, en tanto que durante el estro, la proporcién de las formas neutras y
acidicas fue signiﬂcativanﬁente superior. Esta diferencia en la proporcion de isoformas de la
LH entre ctapas del ciclo, puede ser debido a la condicién fisiolégica en el momento de
coleccion de la muestra. La primera correspondié al estro (momento del pico
preovulatorio), cuando se observaron las maximas concentraciones de la LH en la
circulacion con pulsos de alta frecuencia y baja amplitud. en un ambiente endocrino con
bajas concentraciones séricas de progesterona y altas de estradiol, condiciones en que
Norris et al. (1989), Analizando la actividad biolégica in virro de la LH sérica de la
borrega, encontraron que la actividad especifica de la LH, determinada por la relaciéon de la
actividad bioldgica (B) y la inmunolégica (I) fue disminuida, al compararla con las demas
etapas del ciclo estral, lo que indica que en esta etapa, las isoformas de la LH liberadas a la
circulacion, que segin nuestros datos contienen mayor proporcion de isoformas acidicas,
con una relacion B/I baja. Se ha documentado que el estadiol interviene en varias formas en
la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas (Ulloa-Aguirre et al.,, 1988; Robertson
et al., 1991; Ulloa-Aguirre et al.,, 1995; Ropelato et al.,, 1999): modificando la tasa de
sintesis y liberacion de la GnRH (Gharib et al.,, 1990; Cowley et al., 1998; Nett et al.,
2000); induciendo la sintesis y expresion del mRNA que codifica para la subunidad a y la

subunidad BLH (Hamernik et al,, 1995), y regulando la tasa de glicosilacion de las




gonadotropinas (Damersh y Baenzinger,1993; Helton y Magner, 1994; Damian-Matsumura
et al., 1999) reduciendo la actividad de las enzimas glicosiltransferasas, en particular de N-
acetilgalactosamina transferasa y sulfotransferasa (enzimas que participan en la
incorporacién de galactosa y sulfato en la estructura final de los oligosacaridos del tipo N-
unido en las gonadotropinas, caracteristicas de la isoformas de tipo basico). Es con este
cuerpo de evidencias que se puede sugerir, que el incremento en la concentracion de
estradiol con bajas concentraciones de progesterona en la circulacion en la etapa de estro,
que se refleja en la secrecion de la LH con pulsos de baja amplitud y alta frecuencia (Caraty

y Skinner, 1999), favorece la sintesis y secrecion de isoformas acidicas de la LH en el estro.

En contraste, la segunda condicion analizada (diestro), se caracteriza por bajas
concentraciones promedio de LH circulante por la secreciéon basal de la hormona con
pulsos de alta amplitud y baja frecuencia, debido a la retroalimentacion negativa que le
impone la progesterona (P3). Es por ello que en este estudio se recurrié a incrementar la
concentracion circulante de la LH en el diestro con la administracién i.v., en désis anica de
GnRH, para permitir la identificaciéon del polimorfismo de la hormona que llega a la
circulacion. La administracion de GnRH i.v., en dosis unica, podria enmascarar las
caracteristicas de la LH secretada normalmente en el diestro, si GnRH tuviera como efecto,
en muy corto plazo, inducir la sintesis de nueva LH en el gonodotropo. Se ha documentado
en nifios que la infusion pulsatil de GnRH incrementa la proporcion de isoformas basicas de
LH en el suero (Wide y Bakos, 1993), asi como la transcripcion del gen para BLH (Burger
et al., 2002). En contraste, la administracion exdgena de la GnRH a dosis hnica in vitro
(Zalesky y Grotjan, 1991) e in vivo (; Zambrano et al.,1995; Castro-Fernandez et al.,2000)
no modifica el patrén de isoformas de la LH que secretan las gonadotropinas. En ovinos se
ha documentado que la LH liberada a la circulacion bajo un estimulo de la GnRH en la fase
lutea, se acompaiia de un incremento en la transcripcion del gen para la BLH, este efecto
genera niveles del mRNA de BLH inestable (Brown y McNeilly, 1997), por lo que no es
evidencia de que GnRH administrada en forma aguda, modifique la calidad de la LH
circulante en el diestro; una evidencia adicional en este sentido es que la administracion de

un bolo de GnRH i.v. en el diestro ni siquiera aumenta el mRNA para el receptor de la
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GnRH en el gonodotropo (Brown y McNeilly, 1997). Luego entonces, esto es un indicativo
que el efecto agudo de la GnRH, dificilmente involucra la sintesis de 7ovo de la LH. Estos
antecedentes permiten proponer, que la LH analizada en la etapa de diestro, es basicamente
la hormona preformadada, con las caracteristicas de la secretada fisioldgicamente en esta

etapa del ciclo estral.

Por lo que respecta a la mayor proporcion relativa de formas basicas de la LH circulante
durante el diestro, se ha observado un alto porcentaje de isoformas de tipo bisico de 1a LH
intrahipofisaria en rumiantes gonadectomizados y en los sujetos a la inhibiciéon de la GnRH
mediante inmunizacidn pasiva, evidencias que indican que el porcentaje de isoformas
bdsicas intrahipofisarias se incrementan cuando la relacién Ea2/Ps es baja (Robertson et al.,
1991; Stumpff et al., 1992a; Ulloa-Aguirre et al., 1992). La participacion de la progesterona
en el polimorfismo de la LH sérica se desconoce; sin embargo, altas concentraciones de P,
modifican el patrén de distribucién de las isoformas de la FSH humana en la circulacion
hacia las de tipo basico (Wide y Bakos, 1993), lo que coincide con lo observado para la LH
en el suero de la etapa de diestro en la especie bovina. Por otro lado, P4, disminuye el
namero y la expresiéon del ARNm para el receptor de la GnRH in vivo e in vitro (Cowley et
al., 1998), también participa en la disminucién en el nimero de receptores para estradiol
(Nett et al.,, 2002), y a nivel de la transcripcion, reduce el tamano del RNAm para las
subunidades BLH y o de las gonadotropinas, debido a la remocion del tallo de poly (A)”
(Gina y Nett, 1995; Brown y McNeilly, 1997), lo que conduce a una menor estabilidad del
mRNA. Entonces, es posible que en presencia de altas concentraciones de progesterona en
la fase lutea, se observe un efecto opuesto al del estradiol, aumentando la presencia y
actividad de las enzimas responsables de la incorporacion de N-acetilgalactosamina y
sulfatos en los residuos de oligosacaridos de la LH, lo que aumentaria en términos relativos

las isoformas basicas.

Se ha reportado que el porcentaje de isoformas acidicas (pH =< 6.5) en extractos hipofisarios
de rumiantes varia del 7.48 % al 16.85% (Kell et al., 1987; Stumpf et al., 1992a; Perera et

al., 2000), sin embargo en este estudio, se observé un incremento de este tipo de isoformas

L

49




en el suero (18.7 * 3.4%, diestro; 28.5 *+ 2.8, estro). Para corroborar que la LH obtenida en
las escalas menores de pH del cromatoenfoque era realmente LH, y no se trataba de FSH,
que generalmente eluye a esos valores de pH, se verificé la especificidad del sistema de
cuantificacion (RIA), con resultados que confirmaron que el sistema utilizado es altamente
especifico para la LH. Adicionalmente, se analizaron las isoformas obtenidas a diferentes
grados de acidez por inmunotransferencia (anti-oLH-26), observando en todos los casos
una banda inmunoreactiva de peso molecular de 36.5 kDa, semejante al USDA-bLH-BS, en
contraste, cuando las isoformas se incubaron con anti-BFSH, ninguna mostré unioén
especifica positiva, ni en el sistema de radioinmunoensayo para FSH las identificé. Con
base en estos resultados, podemos concluir que la presencia de isoformas de elucién a pH

acido en el cromatoenfoque corresponde a proteinas acidicas de la LH.

Finalmente en este estudio, se observo un alto porcentaje de proteinas que eluyeron después
de la aplicacion de NaCl 1M, de manera semejante a lo informado en suero humano
(Castro-Fernandez et al., 2000), ovino (Keel et al., 1987; Zalesky et al.,, 1992) y que
mostraron la inmunoreactividad propia de las gonadotropinas en estudio. Los resultados
aqui presentados demuestran que las presencia de proteinas aparentemente con
inmunreactividad de LH, obtenidas luego de la aplicacién a la columna cromatografica de
la alta fuerza idnica, corresponden a una alteracion en el comportamiento de la interaccion
antigeno-anticuerpo, artefacto de la técnica, y no se trata realmente de LH, por lo que en
este estudio, las fracciones colectadas después de la elucién debida al NaCl, no se tomaron

en cuenta para el analisis de resultados.

En conclusidon, los resultados de este estudio, presentaron un patrén cuantitativo de
isoformas de la LH en el suero, distinto al observado en extractos crudos y parcialmente
purificados de adenohipofisis bovinas (Perera et al., 2000). En el estro las isoformas de la
LH de tipo acidico se incrementaron con relacion a las observadas en la etapa de diestro,
donde hubo mayor presencia de isoformas de tipo basico, lo que permite inferir que el
ambiente endocrino, particularmente la relacion progesterona/estradiol, modifica el patréon

de distribucidén de isoformas de la LH presentes en la circulacion, que regulan la actividad

S0




ovdrica en bovinos; las isoformas basicas que predominan en la etapa de diestro, que son
mas rapidamente removidas de la circulacion, participan basicamente en el mantenimiento
de la funcién del cuerpo liteo, en tanto que en el estro, las isoformas de tipo acidico, con
depuracién mas lenta de la circulacion, estan involucradas en el complejo fenédmeno de la
ovulacion. Aunque en este estudio no se analizaron las isoformas de la FSH, West et al.
(2002), mostraron que las isoformas mas acidicas de la FSH, son mas eficaces para
promover el desarrollo, maduracién y funcién estrogénica del foliculo preovulatorio. Luego
entonces, podemos sugerir que el patrdon diferencial de secrecidon de las isoformas de 1a LH
en las diferentes etapas del ciclo estral, es acorde con el diferente papel que juega esta
hormona para regular la funcidén ovarica en esta especie en diferentes etapas del ciclo estral.
Finalmente la poca variabilidad entre individuos en la proporcion de las isoformas de la
LH, es indicativa de que la microheterogeneidad de la hormona en diferentes condiciones

fisiolégicas, es una caracteristica genética relativamente fija, al menos en la raza Holstein.
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Cuadro 2. Porcentaje de distribucion de las isoformas circulantes de la LH en vaquillas
Holstein por grupo de isoformas. Las muestras de suero colectadas en estro y diestro, se
analizaron por medio del cromatoenfoque, eluido en un rango de pH de 10.5 a 3.5; Para la
etapa de diestro, se analizaron Gnicamente las muestras colectadas a los 60 min. después de
250ug i.v. de GnRH, en tanto que las muestras colectadas en la etapa de estro,
correspondieron a las del cenit del pico preovulatorio. Los resultados presentan el
porcentaje promedio *+ desviacion estandar de cada grupo de isoformas en las etapas del
ciclo analizadas; entre paréntesis se presenta el coeficiente de variacion (26).

Estado ﬁsioléﬁico
pH de Estro Diestro
Grupo eluciéon m=7) m=7)
Y Yo
Basicas =75 §7.8 £ 6.2 (10.9)"* 78.4+42(5.9)"
Neutras 7.4-6.5 13.7 2.6 (19.3) * 3.0 +0.7(23.3) "
Acidas <6.4 28.5+2.8(9.9)" 187 +3.4(18.2) "

a, b literales distintas en un renglén, muestran diferencias (p< 0.05) entre etapas del ciclo

estral.
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Cuadro 3. Porcentaje de distribucion de las isoformas circulantes de la LH por unidad de
pH en vaquillas Holstein. Las muestras de suero del estro y diestro, se analizaron por
medio del cromatoenfoque, eluido en un rango de pH de 10.5 a 3.5. Las muestras
analizadas en la etapa de estro, correspondieron a las del cenit del pico preovulatorio; en
tanto que las muestras colectadas a los 60 min. después de la aplicaciéon de 250ug i.v. de
GnRH correspondieron al diestro. Los resultados presentan el porcentaje promedio =+
desviacion estandar de cada unidad de pH en las condiciones fisiologicas estudiadas; entre
paréntesis se presenta el coeficiente de variacion (%6).

Unidad de Esrado fisiologico
pH Estro Diestro
n=7) (n=7)
OA, °/o
>10 3.2+0.2 (6.3) 4.1 £ 1.0 (24.9)
9.99-9 30.2+2.8 (9.3)" 38.4 + 4.1 (10.7)"°
8.99-8 21.5+2.6 (12.1) 18.6 = 3.1 (16.7)
7.99-7 9.9+0.3 (3.0)* 17.4 6.7 (37.9)"
6.99-6 7.2+03 (4.2)" 3.0+13 (43.3)°
599.5 7.2+1.0 (13.9) 4.8 + 1.6 (33.3)
4.99-4 8.6+0.7 (8.1)" 5.5+ 1.1 (20.0)°
3.99-3.5 123 + 1.1 (8.9) 8.3 + 3.3 (39.8)

a, b literales distintas en un renglon, muestran diferencias (p< 0.05) entre etapas del

ciclo estral.
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Cuadro 4. Resultados de la presencia de bandas de LH inmunoreactivas, determinadas por
medio de la inmunotransferencia,
agrupadas por unidad de pH, obtenidas después del analisis del suero por medio del

cromatoenfoque.

en tres ensayos

independientes de las fracciones

Rango de
pH

Anti-oLH-26

Anti-USDA-bFSH

Exp-1

Exp-2

Exp-3

Exp-1

Exp-2

Exp-3

9.99-9
8.99-8
7.99-7
6.99-6
5.99-§
4.99-4
3.99-3.5
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Figura 1. Perfil de distribucion de la LH en el suero bovino, durante la etapa de estro (A) v la
etapa de diestro (IB). Cada grafico representa el perfil de la LH en un animal, la muestra
utilizada para el analisis de la heterogeneidad de la LH por medio del cromatoenfoque, se
sefiala con un circulo y correspondié al Cenit del pico preovulatorio en (A) y a los 60 min
despues de la adminitracion de 250 ug/i.v.animal en (B). L.as muestras obtenidas en cada

animal. fueron colectadas cada 2 h en el estro por 24 h. pos-estro y cada 15 min en el
diestro,durante un periodo de S h.
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Figura 2. A)Titulacion del anticuerpo anti-oLH-26. Las diferentes diluciones de
anticuerpo se mezclaron con suero normal de conejo (SNC) 1:400, 1:1600 y 1:3200,
y se incubaron durante 48 h en presencia del antigeno marcado (USDA-bLH-BS). E!
sistema de separacion de la fraccion unida de la libre correspondio a segundo
anticuerpo (anti-IgG de conejo generado en bumo). B) La curva de referencia, se
desarrollo con ¢l estindar USDA-bLH-b3, a las dosis de 0.03 a 32 ng/tubo en un
volumen de 100 pl, 200 pl de primer anticuerpo (anti-oLH-26) a una dilucion de
trabajo de 1:20,000, en presencia de suero normal de conejo 1:1600 y 48 h después,
se colocaron 100 pl de hormona marcada (USDA-LH-BS) que correspondi6 a
14,000 cpm y después de 48 h de incubacidn, se separd [a fraccion unida (antigeno-
anticuerpo) con 2° Ab diluido 1:80, previa incubacion de 24 h. Cada punto
corresponde al promedio (n=5) + D.S. La validacidn del sistema se desarrollo con
suero bovino, en un volimen de 500p! hasta 25pl. Cada vohimen de suero se analizo
por quintuplicado y los tubos se incubaron en las mismas condiciones para la curva
estandar.C) Presenta Ia especificidad del sistema.
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Figura 3. Patrén representativo de elucion de la LH en el suero colectado en la
etapa de estro (A) y diestro (B). Veinte mg de proteina se aplicaron al
intercambiador idénico (PBE-118), equilibrado con trietilamina 0.025M, pH 11.0.
La columna se eluyd con un gradiente de pH de 10 a 3.5 y se colectaron
fracciones de 2 ml. Las flechas seialan el cambio de amortiguador. durante la
corrida cromatografica y después la aplicaciéon de NaCl 1M.
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Figura 4. Inmunotransferencia de las isoformas de la LH sérica, obtenidas por medio del
cromatoenfoque. El anticuerpo (anti-oLH-NIDDK-oLH-26) se utilizd a una dilucién 1:500, con un
periodo de incubacidn de 24 h. A) marcadores de peso molecular, 92.5; 62.3, 45.0, 310,215y 144
KaD; B) USDA-bLH-BS; C) 9.99-9; D) 8.99-8; E) 7.99-7; F) 6.99-6; G) 5.99-5; H) 4.99-4; 1) 3.99-35.
La flecha superior derecha sefiala |a forma monomérica de la LH y las inferiores presentan la subunidad
alfa y beta de cada proteina.
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(p<0.05) con relacién a 1a unién maxima (Bo).
TESIS 7~m

[FaL; 57 e

sGc-%




Capitulo 6

EFECTO DE LA PROGESTERONA SOBRE EL PATRON DE
DISTRIBUCION DE LAS ISOFORMAS INTRAHIPOFISARIAS DE
LAS GONADOTROPINAS EN VAQUILLAS CEBU X SUIZO
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RESUMEN

El pleomorfismo que presentan las gonadotropinas en la hipo6fisis, es regulado por miltiples
factores. Sin embargo, los estudios de la heterogeneidad de la LH y FSH intrahipofisaria en
bovinos, se han limitado al efecto del estradiol y la GnRH. Luego entonces, en el presente
estudio, analizamos el efecto de la progesterona sobre el patron de distribucion de las
isoformas intrahipofisarias de las gonadotropinas, utilizando como modelo a vaquillas
ovariectomizadas (OVX). Ocho vaquillas OVX fueron distribuidas en dos grupos (n=4), el
grupo OVX recibid solucién salina im y el grupo OVX-Pg, recibié i.m. P4 durante 8d.
Veinticuatro horas después de la altima administracion, los animales se sacrificaron y se
colectaron las hip6fisis. La heterogeneidad de la LH y FSH intrahipofisaria, se analizé por
medio del cromatoenfoque, eluido con un gradiente de pH de 10.5 a 3.5. A cada fraccién
obtenida, se le determiné la concentracion de LH y FSH por medio de un
radioinmunoanalisis (RIA) especifico, las fracciones colectadas, se agruparon de acuerdo al
pH de elucion, que correspondid a isoformas basicas (pH =7.5), neutras (pH 7.4-6.5) y
acidas (pH =< 6.4), como por rangos de pH. El peso promedio de las adenohipofisis en
ambos grupos, no fue diferente, como la proporcién de isoformas basicas, neutras y acidas
de ambas gonadotropinas; sin embargo, el porcentaje de isoformas neutras, en la LH, fue
menor en el grupo OVX (7.69 *+ 1.66%9%), en relacion al grupo OVX-P4 (10.24 %= 1.11%),
fendmeno similar para la FSH (9.6 + 0.3% vs 14.2 * 2.5%); Inversamente, las isoformas
mas basicas y acidas de la LH fueron ligeramente superiores en el grupo OVX (13.25 %
1.15%), cuando se compard con el grupo OVX-P, (11.18 * 0.825), sin embargo, para la
FSH no hubo cambio (66.3 * 1.5% vs 63.8% 1.7%%6). Los resultados muestran que la
progesterona no modifica significativamente el porcentaje de distribucion de la isoformas

intrahipofisarias de las gonadotropinas.
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INTRODUCCION

Las gonadotropinas (FSH, LH) son una familia de proteinas identificadas en la hipo&fisis. el
suero y la orina (Ulloa-Aguirre et al., 1995; Padmanabhan et al., 1998); Se ha documentado
que este polimorfismo, se debe en parte a la estructura de los oligosacaridos que las
conforman (Comabarnous, 1988; Baenzinger y Green, 1988; Manzella et al.,, 1996).
participando en muchas de las funciones caracteristicas de las moléculas, por ejemplo en el
plegamiento, ensamblaje de subunidades y maduracion conformacional, lo que repercute en
la carga, en su actividad bioldgica in virro e in vivo (Creus et al., 2001; Barrios-De Tomasi
et al., 2002; Burgon et al., 1996), asi como en su vida media en la circulacion (Burgon et

al., 1996; Castro-Fernandez et al 2000; Mi et al., 2002).

La regulaciéon endocrina del pleomorfismo en las gonadotropinas se ha caracterizado a
través de una variedad de condiciones fisiologicas y farmacoldgicas, por ejemplo diversos
estudios /7 vivo e in virro en humanos (Wide y Bakos, 1993; Phillips et al., 1997; Castro-
Fernandez et al., 2000); y en rumiantes (Zalesky y Grotjan, 1991; Padmanabhan et al.,
1992; Kojima et al., 1995; Rojas et al., 2001; Perera et al., 2002), indican que la abundancia
relativa y la distribucion de carga de las isoformas de la FSH y LH intrahipofisarias y
circulantes, son reguladas por el medio ambiente endocrino y que los esteroides gonadales,
en particular el estradiol (Keel et al., 1987; Kojima et al., 1995; Stumpf et al., 1992; Cupp
et al., 1995; Christianson et al., 1998) y la GnRH (Hassing et al., 1993; Zalesky et al.. 1993;
Wide et al.,, 1996.), juegan un papel importante. Sin embargo. en la actualidad. la
participacion de la progesterona (Ps:) en la heterogeneidad de las gonadotropinas
intrahipofisarias no se ha documentado. Aunque se conoce que la administracion créonica de
P4, en borregas ovariectomizadas (OVX) disminuye la frecuencia pero no la amplitud de los
pulsos de la LH (Goodman y Karsch, 1980; Hamernik et al., 1987), a nivel de la
transcripcion P4 disminuye la expresion del RNAm para el receptor de la GnRH in vivo e in
vitro (Hamernik et al., 1995), asi como en el numero de receptores para estradiol (Koligian
y Stomshak, 1977) y en las gonadotropinas participa reduciendo el tamarfio del RNAm para
las subunidades BLH y a (Gina y Nett, 1995).
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Con este cuerpo de evidencias, es posible hipotetizar que la administracién crénica de la
progesterona a animales OVX, modificara la heterogeneidad de las gonadotropinas. Por lo
tanto el objetivo de este estudio, se encamino a conocer el patrén distribucion de las
isoformas de las gonadotropinas intrahipofisarias bajo el efecto de la progesterona,

utilizando como modelo a vaquillas Cebu X Suizo ovariectomizadas.

MATERIAL Y METODOS

Ocho vaquillas de la raza Cebi x Suizo con una condiciéon corporal de 2.5 (escala 1-5),
fueron ovariectomizadas (OVX) por via vaginal; 8 semanas después, se distribuyeron al
azar en dos grupos. El grupo OVX (n=4), recibié 1 ml de solucién salina fisiologica i.m.
por un periodo de 8d, en tanto que el grupo OVX-P,; (n=4), recibid diariamente 31.25 mg de
progesterona en un volumen de 1ml de solucion salina i.m., durante el mismo periodo.
Veinticuatro horas después de la ultima inyeccidon, se sacrificaron los animales y se

colectaron las hipofisis, las cuales fueron identificadas y congelas, para su analisis.

Homogenizado de adenohipofisis

Las hipofisis se disecaron de la neurohip6fisis y la adenohipéfisis se pesé y homogeneizo
(Tissue-tearor, model 985-370, variable speed) con amortiguador TRIS 50 mM, 150 mM de
NaCL, pH 7.4, que contenia 1 mM phenilsulfonilmetilfluoruro (PMSF), EDTA, 1mM y
200 U/m! de aprotinina (en una relacién de 1.0 ml/100 mg de tejido humedo). El extracto
adenohipofisario, se centrifugé (16,000g, por 2 h a 4°C) y el sobrenadante fue dializado en
membranas con un limite de exclusion de 12 a 14 kDa (espectrapor 1) a 4°C por 48 h, con
agua desionizada, con cambios sucesivos cada 8 h; al termino, cada sobrenadante fue

fraccionado en un volumen de 1.0 ml (equivalente a 2.85 = 0.16 mg de proteina total

[Baradford, 1976]) y liofilizado.

Cromatoenfoque
Las isoformas de la LH y FSH presentes en el sobrenadante de cada extracto hipofisario,
fueron separadas de acuerdo a su carga como fue previamente descrito (Castro-Fernandez

et al., 2000). En breve: El sobrenadante dializado y liofilizado se resuspendié en 3 ml con
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Pharmalyte (pH 8-10.5)-HCI] (Pharmacia Biotech; 1:45, pH 7.0) y se aplicé a una columna
(27 cm X 0.7d.i.) que contenia una resina de intercambio i6nico (PBE-118, Pharmacia,
Biotech), previamente equilibrada con 20 volimenes de trietilamina-HCI, 0.025M (pH
11.0) y mantenida a 4°C. Las fracciones eluidas (2 ml), fueron colectadas con un flujo de 7
ml/h. El pH de cualquier fraccién se midio, y cuando se llegd a pH 7.0 y se estabilizé
durante mas de diez fracciones, el amortiguador de elucién fue cambiado por e! polybuffer
74 (Pharmacia, Biotech), diluido 1:8 con agua desionizada (pH 3.5), con el fin de eluir las
proteinas de pH 7.0 a 3.5. Las proteinas unidas después de la elucion con el pH inferior (pH
3.5), fueron recuperadas con la adicién de 1.0 M de NaCl a la columna cromatografica.
Aquellas fracciones que eluyeron con el amortiguador Pharmalyte, se neutralizaron con una
solucién TRIS-HCIL, 1.1M, pH 7.4 (200ul), mientras que las fracciones eluidas con el
polybuffer 74 y NaCl, se neutralizaron con imidazol 1.1M, pH 7.0 (200ul). Todas las
corridas cromatograficas se realizaron con amortiguadores desgasificados. A cada una de
las fracciones sujetas a la neutralizacién del pH, se les determino la concentracion de LH y
FSH por triplicado, mediante los radioinmunoensayos (RIA) que se describen a

continuacion.

RiA de LH y FSH

El RIA de LH, fue realizado empleando como trazador al USDA-bLH-B6, marcado con
Na['**1] por medio de la técnica del IODO-GEN (Perera et al., 1996); la preparacién de LH
de referencia correspondié al NIDDK-oLH-1-4 (AFP-8614B) a las dosis de 0.1, 0.25, 0.5
1.0, 2.5, 5.0 y 10 ng/tubo y el anticuerpo (anti-oLH-26), se generd en este laboratorio a
partir del estandar NIDDK-oLH-26, el que se utilizé a una dilucién de trabajo 1:20,000
(previa caracterizacion y titulacién). La sensibilidad del ensayo fue de 0.1 ng/tubo y el
coeficiente de variacion intra e interensayo se calculd con base a la dosis esperada del 50 %
de la relacion logyt-log (EDso) que correspondié a 5 y 122 respectivamente. La
especificidad del sistema se determind con las siguientes hormonas: NIDDK-oLH-I1-2
(100%), USDA-bLH-BS (103%), NIDDK-0oFSH-SRP2 (0.05%) y USDA-0oTSH (0.02%);
la NIDDK-bGH y NIDDK-oPRL no mostraron reaccion cruzada. La separacion de la
fraccion unida de la libre se realizéo con Pansorbina (Calbiochem, suspensién celular de
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proteina A de Sraphilococus aureus), en un volumen de 0.015ul/ tubo/ml, previa
incubacion a 4°C. El RIA de FSH, se desarrollo bajo las condiciones ya descritas (Gong et
al., 1995). En breve: Se utiliz6 como trazador al NIDDK-oFSH-1-SIAFP-19; como
referencia se empled al NIDDK-oFSH-SIAFP-RP-2 (AFP-4117A), a las dosis de 0.01,
0.025, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 ng/tubo respectivamente y el primer anticuerpo NIDDK-
anti~oFSH-1 (AFPCS5288113), se utilizé a una dilucion final de 1:40,000. La sensibilidad de
ensayo fue de 0.025 ng/tubo, con un coeficiente de variacion intra e interensayode S y 12%
respectivamente. La separacion de la fraccion unida de la libre se realizé con segundo
anticuerpo (1:80). previa incubacién a 4°C por 24 h. El amortiguador en ambos
inmunoensayos, correspondié a PB 0.05M, pH 7.2, NaCl 0.14M y albumina sérica bovina

(BSA) 1% (peso/volumen).

Andlisis estadistico

La informacion del porcentaje de la LH y FSH eluida en cada fraccidon del cromatoenfoque,
se agrupo en basicas (pH = 7.5), neutras (7.4-6.5) y acidas (pH < 6.4) y en rangos de pH.
Con el propdsito de normalizar los datos, el porcentaje de la LH y FSH inmunoreactiva
recuperada por grupo y por unidad de pH se transformo a arcoseno y se sometié a un
analisis de wvarianza, considerando los efectos de grupo de pH y el tratamiento a que
pertenecia la muestra (OVX o OVX-P4). Los anadlisis estadisticos se realizaron con el

programa SAS.

RESULTADOS

E!l peso promedio de las adenohipéfisis (XES) en ambos grupos no fue significativamente
diferente, aunque el grupo de OVX-P, presentd un peso mayor correspondiente a 986.7 +
124.63 mg de tejido, mientras que el grupo testigo o OVX peso 802.5 + 25 mg de tejido. El
porcentaje promedio de recuperacion para la LH y FSH durante las diferentes corridas
cromatograficas correspondieron a 8223 + 76% (n=8) y 803 + 4.6% (=7)

respectivamente.
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El patréon de eluciéon obtenido a través del cromotoenfoque en ambos grupos, revelo trece
formas moleculares de la LH y nueve isoformas de FSH, dentro del rango de pH (3.5 a
10.5) estudiado, con un rango aparente de PI's de 3.8 a 9.91, ambos grupos de proteinas
eluyeron dentro del limite de resolucién de este intercambiador. La LH, presentd un patrén
de elucion, el cual se identificd con una letra, comenzando con el componente mas basico
(isoforma A), hasta la proteina eluida con NacCl, designa isoforma S; para la FSH, el patrén
se identificd con nimero romanos (I-X), comenzando con el componente mas basico (1) y
concluyendo con NaCl (X), en ambos casos, se asumid que cada letra o numero,
representaba una isoforma; el perfil representativo de elucién de!l extracto hipofisario de
ambos grupos, para la LH, se presenta en las Figuras 6 y 7; y la Figuras 8A y 8B
ejemplifican para la FSH. En ambos grupos, las isoformas de la LH intrahipofisarias con
mayor porcentaje de recuperacion se presenté en el rango de pH basico (9.91-8.35) con un
total de 6 isoformas, predominando la isoforma E, siendo esta mayor en el grupo OVX-P,
(cuadro 5). Las isoformas de elucion a pH neutro (7.4 a 6.5), no presentaron diferencias
significativas entre porcentajes de ambos grupos, aunque se presentd un incremento
porcentual el grupo OVX-P4 (cuadro 6), generada particularmente por la isoforma H
(cuadro S5). Las isoformas que eluyeron en el rango acido (pH<6.5), en el grupo OVX (13.3
+ 1.15%) presentaron un porcentaje mayor que el grupo OVX-P4 (11.1 * 0.8%) (p>0.06),
debido a las formas K y L.

El analisis de las fracciones para FSH, revelaron un alto porcentaje en las isofomas de
elucion a pH acido (pH<6.5), semejante entre grupos, predominado en el grupo OVX la
isoforma VI1, que eluyo entre el rango de pH de 5.89 a 4.03 (Cuadro 7). En contraste al
porcentaje de las isoformas basicas, neutras y acidas, donde no se presentaron diferencias
significativas entre grupos, las proteinas que eluyeron con NaCl 1M, fueron diferentes

(P<0.05), predominado en el grupo OVX en relacién al grupo OVX-P,4 (Cuadro 6).

DISCUSION
El pleomorfismo de las gonadotropinas tanto en la hipofisis, como en el suero, ha sido

documentado en multiples especies, cuya heterogeneidad es regulada por e! medio
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ambiente endocrino. Sin embargo la heterogeneidad de la LH y FSH intrahipofisarias en
bovinos, se ha limitado tinicamente al efecto de la GnRH y al estradiol, por lo que en la
actualidad no se conoce la participacion de la progesterona en este fenémeno, aunque
existen evidencias que esta hormona esteroide, juega un papel importante en la secrecién de
las gonadotropinas, en el ciclo reproductivos de las hembras, tanto a nivel de la hipdéfisis

como en el hipotalamo (Goodman y Karsch, 1980; Fink, 1988).

Los resultados de este estudio, mostraron un patrén cualitativo de distribuciéon de las
isoformas de las gonadotropinas intrahipofisarias, similar al patron de elucion para esta y
otras especies (Zalesky y Grotjan, 1991; Zalesky et al., 1992; Stumpf et al., 1992; Ulloa-
Aguirre et al., 1995; Kojima et al., 1995; Cupp et al., 1995), predominado en todos los
casos las isoformas basicas para la LH y las isoformas acidicas para la FSH; Por otro lado.
se observo un incremento en el porcentaje de las isoformas de LH y FSH de tipo basico,
con resultados semejantes a lo informado en ovinos y bovinos ovariectomizados (Stumpf et
al., 1992; Kojima et al., 1995) y ovinos castrados (Christianson et al., 1998; Keel et al.,
1987).

Aunque en este estudio no se observaron diferencias significativas en el porcentaje relativo
de isoformas de la LH y FSH entre el grupo OVX y el OVX-Ps, posiblemente debido al
esquema de aplicacion de la progesterona. A este respecto, Hamernik et al, (1987),
demostraron que la administracion cronica de la progesterona en borregos
ovariectomizados disminuye la concentracion sérica de la LH (no de 1la FSH), sin embargo,
a nivel hipofisario, los resultados no mostraron un cambio significativo en la expresion de
la mRNA para la GnRH, en el nimero de receptores a GnRH, en el contenido de la
gonadotropinas intrahipofisarias y en la expresion del mRNA para las subunidades a y B
LH y PBFSH. En contraste, la administracion aguda de Ps;, en cultivos de c¢élulas
adenohipofisarias ovinas (Batra y Miller, 1985; Wu et al., 1991) modific6 la expresion del
mRNA para las subunidades a y B de LH y FSH en un tiempo de 24 h, asi como la
eliminacion del tallo de poli A presente en el mMRNA que codifica para ambas
gonadotropinas, datos similares a los informado por Gina et al, (1995) in vivo. Es con estas
TESS CON |
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evidencias, que podemos sugerir que la falta de un efecto significativo de la P4 en el patrén
de isoformas intrahipofrisarias de las gonadotropinas en vaquillas ovariectomizadas, se
debioé en parte, posiblemente al esquema de administraciéon. Por otro lado, existen reportes
que el efecto de los esteroides gonadales en la heterogeneidad de las gonadotropinas,
depende de la especie; por €jemplo, el efecto del estradiol en roedores y monos (Goodman
et al., 1981; Galle et al 1983; Chappel et al.,, 1984), presentaron un incremento en la
proporcion de isoformas menos acidicas en la adenohipéfisis, en tanto que la
administracién crénica de esta hormona, presenta un cambio diametralmente opuesto en
otras especies. Por ejemplo, en borregos gonadectomizados la proporcion de isoformas
menos acidicas de FSH se ven favorecidas. con un cambio revertido cuando se administré
estradiol créonicamente (Keel et al.,, 1987). En vaquillas prepuberes OVX con un
restablecimiento fisiologico en las concentraciones de E-z, tiene poco efecto (Stumpf et al.,
1992), en tanto que animales prepuberes castrados con dosis farmacoldgicas de este
esteroide sexual, se incrementa la proporcion de isoformas mas acidicas y disminuyen las
menos acidicas (Stumpf et al., 1992). En vacas OVX (Kojima et al., 1995), la
administracion de dosis fisiol6gicas de E» no parecen cambiar el patron de distribucion de
las isoformas intrahipofisarias de la FSH. Luego entonces podemos establecer la

posibilidad que el modelo de las vaquillas OVX no responda a la Pj.

Por otro lado, es interesante sefialar que en la adenohipdfisis de animales OVX se ha
documentado la presencia de una serie de glicoproteinas en diferentes etapas del proceso de
sintesis, reguladas principalmente por la GnRH, ya que en este estudio no se utilizaron
animales deprivados de GnRH, y como es conocido, este decapéptido participa en el
proceso de sintesis y secrecion de las gonadotropinas, luego entonces estas glicoproteinas
sintetizadas, pueden ser reconocidas de manera indistinta por el anticuerpo, lo que podria
enmascarar las diferencias sutiles inducidas por la progesterona en el patrén de distribucion
de las gonadotropinas; ya que se ha documentado que la progesterona, modifica la
estabilidad del mRNA de las gonadotropinas en particular de BLH y subunidad o, lo que

sugiere que P4 participa en la sintesis de las gonadotropinas, fenédmeno que no se observo

en la heterogeneidad de las gonadotropinas. ' - ST '
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Alternativamente podemos sefalar que el tipo de tejido utilizado en la identificacion del
pleomorfismo de la LH y FSH, podria ser otro factor importante, a este respecto,
recientemente en este laboratorio (Rojas et al., 2001; Perera et al., 2002), se ha identificado
cambios significativos en el porcentaje de isoformas de la LH presentes en la circulacidon en
diferentes etapas del ciclo estral en la especie bovina (estro vs diestro) y entre etapas en la
especie caprina (estro vs anestro), fenomeno no observado en extractos hipofisarios en
ovinos y bovinos (Zalesky et al.,1992; Stumpf et al., 1992; Kojima et al., 1995), luego
entones, esto nos permite sugerir que ¢l tejido analizado en este estudio no permitid

identificar las posibles diferencias inducidas por la progesterona.

Aunque no se observo un cambio significativo en el porcentaje de isoformas entre grupos,
se pudo identificar un pequefio incremento en las isoformas de la LH que eluyeron en el
rango mas basico del cromatoenfoque en el grupo OVX, debido probablemente a la
reducida accién de retroalimentaciéon negativa inducida por los esteroides gonadales que
afectan la sintesis y regulacion de las gonadotropinas. En acorde con este razonamiento,
existen evidencias de que P4 participa a nivel de la trascripcion, reduciendo el tamaiio del
RNAm para las subunidades BLH y a de las gonadotropinas (Gina y Nett, 1995) y que los
niveles del mMRNA para la subunidad B de la LH se incrementan significativamente después
de la ovariectomia (Robertson et al., 1991), ademas, se ha documentado que la GnRH
puede regular la glicosilacion de la LLH a nivel postraduccional (Vogel et al., 1986) y
finalmente se ha demostrado que la incoroporacion de N-acetilgalactosamina dentro de los
oligosacaridos de la LH es reducida significativamente por el tratamiento con estradiol
(Damersh y Baezinger, 1993), Considerando estas observaciones, podemos sugerir que la
exposicion sostenida del gonadotropo a un medioambiente modificado de hormonas

esteroides sexual, favorece la sintesis de isofomas mas basicas como se observo en el

grupo OVX.

Por lo tanto los resultados de este estudio, muestran que la progesterona no modifica

significativamente el patrén de isoformas intrahipofisarias de las gonadotropinas, lo que
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sugieren que el papel de la progesterona en el recambio intrahipofisario de las
gonadotropinas, puede ser un mecanismo fino de regulacion a nivel de sintesis y liberacion
de algunas isoformas de la LH y FSH. Finalmente, podemos sefialar que aunque en este
"estudio no se identificaron diferencias entre tratamientos a nivel hipofisario, es necesario

corroborar el patron de elucion de las isoformas de la LH y FSH a nivel circulatorio.
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Cuadro 5. Porcentaje de distribucion de las isoformas intrahipofisarias de la LH en la
especie bovina por rango de pH. La heterogeneidad se analiz6 por medio del
cromatoenfoque, eluido a pH 10.5 a 3.5. Los resultados presentan el promedio * error
estandar de cada tipo de isoforma y entre paréntesis se presenta el coeficiente de variacion
(26).

ovx OVX-P,
(n=4) (n=4)
fsoforma Rango LH : E.E. Rango LH + E.E.
de pH (C.V) de pH (C.V)
A T el T T
B 9.35-9.42 5-(3> ;tof)-;’ 9.36-9.37 3.:;3}85
c 9.20-9.22 Mieay 9.20-9.22 Ao
D 9.12-9.14 23(-;‘;5-2 9.13-9.18 24. 1( ;81).18
E 8.87-8.98 30(-; :6‘)5-9 8.94-8.99 32.(5; x g).zs
LF 8.35-8.49 Sz 8.38-8.52 68x130
-G 7.04-7.66 32208 .48.7.59 32205
H 7.01-7.10 “(15; 11).2 7.02-7.07 7-(13 :.;)'4
6.83-6.71 ‘-("2:_ ;’52 6.73-6.83 1.(33;:.2;2
oy $.90-6.23 53;‘1’;5 £.75.6.05 6.:)3 :;:.(l’ig
LK 4.48-4.87 a0t 4.26-4.51 3zl
L 3.47-3.82 ey 3.39-3.51 ke
- Nac °Ciot> . Fry
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Cuadro 6. Porcentaje de distribucion por grupo de pH de las isoformas intrahipofisarias de
la LH y FSH en bovinos ovariectomizados (OVX) y ovariectomizados en presencia de
progesterona (OVX-P,). Los resultados presentan el promedio + error estindar de cada
grupo de isoforma y entre paréntesis se presenta el coeficiente de variacion (26).

OoOvVX OVX P4 [6)% 4
OVX-P, (n=4)
Isoformas pH (n=4) (n=4) (n=4)
LH LH FSH FSH
78.3 + 2.1 78.0 + 2.0 23.9+ 1.6 23.0+ 1.8
Bisicas =275
(5.3) (s.1) (a12) (15.9)
7.7 1.7 103 + 1.1 9.6+ 03 14.2 = 2.5
Neutras 7.4-6.5
(43.2) (21.4) (5.5) (35.0)
L 13.3+1.2 11.1 £ 0.83 66.3 + 1.5
Acidas < 6.5 63.8+ 1.7 (5.3)
17.6) (15.0) 3.9
0.7 £ 0.4 0.6 +0.3 11.2+02* 7.4 +£0.3°
NacCl
=100) (100) G.7 7-3)

Las literales denotan diferencia (p<0.05) entre grupo de isoformas y entre tratamientos.
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Cuadro 7. Porcentaje de distribucién por rango de pH de las isoformas intrahipofisarias de
la FSH en la especie bovina. El analisis se llevéo a cabo. Los resultados presentan el

promedio *

coeficiente de variacion (26).

error estiandar de cada tipo de isoforrna y entre paréntesis se presenta el

oVX OVX-P,
(n=4) (n=4)
Isoforma Rango FSH % E.E. Rango FSH = E.E.
de pH (C.V.) de pH (C.V)
5.1 +0.21 4.8 £ 0.54
1 9.48-9.10 9.62-9.07
(7.13) (19.48)
6.9 + 0.91 6.2 + 087
11 9.09-9.0 9.02-8.77
(22.8) (24.3)
9.3+ 0.8 9.6 + 1.52
111 8.95-8.71 8.74-7.65
14.39) Q7.4
4.3 +0.6 3.8+0.79
v 8.63-7.77 7.59-7.08
(22.96) (36.0)
6.6 + 1.26 7.3+0.58
v 7.6-6.64 7.07-6.60
33.1) (12.6)
9.3+1.9 11.1+1.8
vi 6.64-6.12 6.51-5.46
(33.2) (28.7)
468 + 1.8 41.7t1.5
vl 5.89-4.03 5.41-3.73
(6.66) (6.27)
36+0S8" 1.2 +0.3°
Vil 3.86-3.45 3.60-3.35
(25.0) (44.7)
11.2 +0.2° 7.4+0.3%
IX NaCl NaCl
@a.7n (7-26)

Las literales denotan diferencia p<0.05 entre tratamientos
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muestra la aplicacion del polybuffer 74, pH 3.5 y la segunda flecha indica la aplicacion de
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en los rangos de pH 7.99-7 y 6.99 a NaCL respectivamente. Las diferentes isoformas se

codificaron con letras comenzando con las formas més bésicas (A).
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CAPITULO 7

PURIFICACION DE CINCO ISOFORMAS DE LA HORMONA
LUTEINIZANTE BOVINA (bLH). CARACTERIZACION
FISICOQUIMICA, BIOLOGICA E INMUNOLOGICA
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RESUMEN

Este estudio describe la purificaron de cinco isoformas de la LH a partir del extracto
glicoproteinico de adenohipofisis bovinas. La segunda fraccion eluida a pH 6.8, designada
como CM-2ab y la fraccion obtenida a pH 9.5 (CM-3ab) de la cromatografia de
intercambio cationico (CM-sepharosa), se repurificaron en una cromatografia de
intercambio anidnico (DEAE-Sephacel) en condiciones idénticas, para obtener a la
isoforma I, con un rendimiento de 1.6 mg/K g de tejido y las isoformas I, I11, IV y V con
1.8 mg/Kg; 1.5mg/Kg; 1.2 mg/Kg y 7.0 mg/Kg respectivamente. La diferencia de carga de
cada isoforma, se determiné por su movilidad relativa (Rf.) mediante una electroforesis en
geles de poliacrilamida (PAGE) en condiciones nativas. La isoforma 1, mostré un Rf. de
0.16 cm., mientras que las isoformas II, 11l y IV, presentaron un Rf. de 0.044 cm. y la
isoforma V mostré un Rf. de 0.11cm. La determinacion del peso molecular de las
isoformas, se llevo a cabo por medio de una electroforesis en geles de poliacrilamida-
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE). En condiciones no reductoras, las isoformas 1 y V
presentaron un peso molecular de 37.5 Kilodaltones (kDa), correspondiente a la forma
nativa, mientras que las isoformas Il, 11 y IV, presentaron un peso molecular de 38.5 kDa,
pesos moleculares semejantes a los estandares USDA-bLH-b5 y NIDDK-oLH-26. El
andlisis por inmunotransferencia (Western-blot), utilizando el anticuerpo oLH (CSU-204),
permitié identificar bandas inmunoreactivas de peso molecular de 59.0, 37.5 (mayoritaria)
y 22.0 kDa, respectivamente, tanto en los estandares como en las distintas isoformas. La
potencia biolégica realizada mediante la deplecién del acido ascérbico en rata, fue de
1.04U/mg (isoforma I); 5.9U/mg (isoforma 1I), 0.16 U/mg (isoforma IlI), 0.86U/mg
(isoforma IV) y 1.4U/mg(isoforma V), con intervalos de confianza del 95%. Su actividad
inmunolégica se determiné por medio de un radicinmunoensayo especifico para la LH, a la
dosis esperada del 50% (EDsp). Los resultados fueron de 1.74U/mg (isoforma 1), 3.31U/mg
(isoforma 11), 2.85U/mg (isoforma I11), 5.96U/mg (isoforma IV) y 2.31U/mg (isoforma V);
en todos 1o0s casos sus curvas mostraron un paralelismo con el USDA-bL.H-b5 y NIDDK-
oLH-26. Las isoformas, no presentaron reaccion cruzada en un radioinmunoensayo de FSH
y TSH. Estos datos muestran la obtencion de dos isoformas que eluyenapH 6.8 (1y V) y

tres isoformas a pH 9.5 (ll, I11 y IV), con una heterogeneidad de carg

a, con actividad




inmunolégica y biolégica de LH. Los resultados de este estudio, permiten contar con una
metodologia sencilla, con rendimientos suficientes de cada una de las isoformas, para el
desarrollo de su correspondiente sistema analitico, lo Que permitird conocer sus niveles

circulantes en diferentes condiciones fisiolégicas.

INTRODUCCION

La hormona luteinizante (LH) es una proteina heterodimérica, compuestas de dos
subunidades (aa ¥ B) en unidon no covalente. (Combarnous, 1988). La subunidad « es
comiun en las gonadotropinas, mientras que la subunidad B les confiere especificidad
bioldgica e inmunologica (Pierce y Parson, 1981). La LH, presenta una microheterogenidad
de carga, que en los ultimos aiios, se ha atribuido en parte a la variada estructura interna de
sus oligosacaridos (Combarnous, 1988; Creus et al.,, 2001; Baenzinger y Greenl1988), lo
que repercute en su punto isoeléctrico (Kojima et al.,, 1995), en su actividad biologica in
vitro como in vivo (Creus et al., 2001). Miuiltiples isoformas de la LH, se han aislado de
extractos de la adenohipdfisis de diferentes especies, mediante diversos métodos, tales
como el intercambio iénico (Stockell-Hartree, 1966; Carranza et al., 1994; Perera et al.,
1996; Stanton et al., 1996; Burgon et al., 1996; Chlenov et al., 1993), la cromatografia de
interaccién hidrofobica (Hivama et al., 1990; Jack et al., 1987) y el cromatoenfoque
(Grotjan et al., 1991; Kojima et al., 1995). No obstante, la cantidad de cada una de las
isoformas, no ha permitido e! desarrollo de un sistema de Radioinmunoanalisis (RIA) y/o

Enzimunoanalisis (ELISA) para cada una de ellas, debido a su bajo rendimiento.

El contar con un sistema de cuantificacion especifico, permitira conocer con precision, la
secrecion de las diferentes isoformas en distintos estadios fisioldgicos, como en las
diferentes etapas del ciclo estral, anestro posparto o en condiciones de manipulaciéon
artificial de la reproduccion. Luego entonces, es importante destacar, la necesidad del
desarrollo de sistemas analiticos, precisos y especificos para cada una de las isoforma de las
gonadotropinas (Ulloa-Aguirre et al., 1995; Padmanabhan et al., 1999; Ulloa-Aguirre et al.,
2001; Rose et al., 2002), ya que muchas de las evidencias, han presentado diferentes

valores de actividad inmunolégica para una misma hormona, cuyos resultados dependen
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fundamentalmente del tipo de sistema de analisis (homologo o heterdlogo) y tipo de
anticuerpo (monoclonal o policlonal) utilizado, luego entonces, este tema de discusion
apoya fuertemente la necesidad de obtener y purificar suficientes cantidades de cada una
de las isoformas, lo que permitira el desarrollo de sistemas analiticos, confiables,
homodlogos y especificos, para conocer con precision, el patron de secrecion de estas

isoformas en diferentes condiciones fisioldgicas.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio, correspondié a la obtencién y purificacion de
isoformas de la LH a partir de extractos glicoproteinicos de adenohipofisis bovinos, con
rendimientos adecuados, para ser empleadas en el desarrollo de un sistema analitico, para la
cuantificacion de cada isoforma en diferentes estadios fisiologicos en esta especie. Asi
como determinar sus caracteristicas fisicoquimicas, su actividad bioldgica (in_vivo) e

inmunoldgica.

MATERIAL Y METODOS

Se colectaron 1000 glandulas bovinas en el Rastro Estatal de la Ciudad de la Habana, Cuba,
durante un periodo de 6 meses, las que se obtuvieron después de 30 a 45 min. del sacrificio
Yy se conservaron en acetona hasta su procesamiento. Las glandulas en estas condiciones se
transportaron a la Ciudad de México. Todos los pasos de extracciéon y purificacion se

realizaron a 4°C, con reactivos de grado analitico.

Extraccion de la fraccion glicoproteinica (GLP)

Las glandulas se disecaron del tejido que las rodea y se separaron los I6bulos posteriores,
los ldbulos anteriores se homogeneizaron en agua acidificada (pH 5.1) que contenia un
inhibidor de proteasas (fenilsulfonilmetilfluoruro, PMSF) al 0.02%; el homogeneizado se
agitd mecanicamente durante 16 horas; Las proteinas del sobrenadante, obtenido por
centrifugacion (3000 x g/ 30 min./4°C) se precipitaron con etanol y se dializaron
exhaustivamente con agua y se liofilizaron para estudios posteriores. Por cada gramo de

precipitado obtenido, se afadieron 6 volimenes de acetato de amonio al 10%, pH 5.1 y 4

volumenes de etanol al 96% que contenia el PMSF (0.02%). Esta mezcla se_ agito
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mecanicamente durante 48 horas y se centrifugo a 6000 x g durante 30 min. El precipitado
sé resuspendid nuevamente y se repitié el proceso; el uGltimo residuo se conservd en
congelacion para estudios posteriores. Las proteinas de cada sobrenadante fueron
- previamente ajustadas a pH 5.1 y precipitadas con etanol frié, agregado gota a gota y con
agitacion constante. Las mezclas se mantuvieron en reposo durante 48 horas, al cabo de las
cuales sé extrajo el sobrenadante y el precipitado se centrifugé en las condiciones antes
sefialadas. Los precipitados correspondieron a la fraccion glicoproteinica y sé

resuspendieron en agua y se dializaron® durante 24 horas, con 3 cambios de agua;

finalmente se liofilizaron®".

Cromatografia de Intercambio Cationico (CM-Sepharosa)®

La fraccion glicoproteinica (GLP), se purificé de acuerdo al método descrito en rumiantes
(Carranza et al., 1994; Perera et al., 1996). En breve, el extracto glicoproteinico (61.4 mg
de proteina) se disolvio en 27 ml de acetato de amonio 0.005 M, pH 5.1 y el material
insoluble se descarto por centrifugacién a 6000 x g durante 30 min. y el sobrenadante se
aplico a la columna (1.5 x 27 cms.) de intercambio catidénico, previamente equilibrada con
este amortiguador. La columna sé eluyé con flujo de 23 mli/h, y se colectaron fracciones de
3 ml y el registro de proteina se realizé por espectrofotometria a 280 nm. La columna se
eluyé, aplicando un gradiente escalonado de amortiguadores, que correspondid a, acetato de
amonio 0.005M, pH 5.1, acetato de amonio 0.1M, pH 6.8 y acetato de amonio 1M mas
glicina 0.1M pH 9.5.

Cromatografia de Intercambio Anionico (DEAE-Sephacel)*
Las fracciones de proteinas obtenidas con el segundo (CM-2ab, 7.6mg de proteina) y tercer
amortiguador (CM-3ab, 27.7 mg de proteina) de la corrida del EGP en la CM-sepharosa, se

resuspendieron en amortiguador de glicina 0.1M, pH 9.5 y se aplicaron de manera

® Spectrapor, membrane tubing # 4; MCOW 12-14000
°° Labconco freeze Dyter §

* CM Sepharose CL-6B. Pharmacia Biotech

* DEAE Sephacel, Pharmacia Biotech
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independiente a la columna (1.2 X 34 cm; 1.5 X 24 cm) de DEAE-Sephacel, equilibrada
previamente con el mismo amortiguador. La elucion de las columnas se llevo a cabo con un
flujo de 18 y 23 mi/hora respectivamente y se aplicé un gradiente de pH con los siguientes
amortiguadores, glicina 0.1M, pH 9.5, acetato de amonio 0.1M, pH 6.8 y acetato de amonio
1.0M, pH 5.1, se colectaron fracciones de 3 ml y la deteccion de proteina se realizé a 280

nm.

Caracterizacion fisicoquimica
Determinacion de proteinas totales
Se realizé de acuerdo al método descrito por Bradford, (1976), utilizando albimina sérica

bovina como estandar.

Electroforesis en condiciones nativas (TRIS-PAGE)

Cada fraccion obtenida durante la extraccion y purificacion, se le determino la movilidad
relativa (Rf.) o carga eléctrica por medio de una electroforesis en tubo, en condiciones
nativas, utilizando poliacrilamida al 7.0%, pH 8.3 (Nicoll ¥y Linch, 1971). En breve, se
colocaron 100 pg de proteina/tubo y se aplico un voltaje constante de 1.5 mA/tubo durante
3 hrs. Al termino de la corrida. los geles se tineron con amido-Black 10B (Bio-Rad) al

0.5% disuelto en acido acético al 5%6. La decoloracion se realizé con acido acético al 5%.

Electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE).

El peso molecular para cada una de las fracciones obtenidas en DEAE-Sephacel, se
determind por medio de una electroforesis en placa (Laemmli, 1970), utilizando geles de
poliacrilamida al 12.5%, pH 8.6, en presencia de B-mercaptoetanol (condiciones
reductoras) o ausencia (condiciones no reductoras). Los geles se tifieron con plata® y se

S B - - - o
utilizaron como referencia, estandares de bajo peso molecular*.

* Silver Stain Plus Kit, Bio-Rad
2 SDS-PAGE Molccular Weight standards, Low Range
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Caracterizaciéon Inmunolégica
Inmunotransferencia
Con el propdésito de identificar unicamente las bandas de proteinas correspondientes a LH

en las fracciones obtenidas en el intercambiador aniénico (DEAE-Sephacel), se desarrollo
el sistema de inmunotransferencia, para ello, las proteinas purificadas, se corrieron en una
electroforesis de SDS-PAGE a una concentracion de proteina de 100 ng por carril, una vez
realizada la electroforesis, las bandas de proteina,. se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (0.45um trans, blot, Bio-Rad) durante 90 minutos a 150 volis (Towbin et al.,
1979; Perera et al., 1996a). Una vez transferidas las proteinas. se incubaron con el primer
anticuerpo (anti-oLH, CSU-204, diluido 1:500) durante 24 h, posteriormente, se incubaron
durante dos horas con el segundo anticuerpo (1:3000) de cabra dirigida contra IgG de
conejo” acoplado a fosfatasa alcalina. EIl revelado de las bandas inmunoreactivas"® se
realizé con 1 m! de agente color A (nitroblue tetrazolium in aqueous dimethylformamide
[DMF]) 1 ml de agente de color B (5-bromo-4choro-3-indolylphosphate in DMF), disuelto
en 100 m! de amortiguador TRIS (0.1M).

Radioinmunoandlisis (RIL4) para la hormona luteinizante (LH)

La concentracion de la LH presente en las fracciones finales de la purificacion, se realizé
por medio de un RIA, en fase liquida, con 20 horas de incubacion a 4°C. Para ello, se
utilizé como trazador a la hormona NIDDK-oLH-1-2, AFP-7071B que sé marco con Na'?%|,
por el método del IODO-GEN (Perera et al.,, 1996b), en tanto que la NIDDK-oLH-26 se
utilizé como referencia o estandar, a las dosis de 0.325 a 45.0 ng/tubo. El primer
anticuerpo (NIDDK-anti-oLH-1, AFP-192279), se utilizé a una dilucién final de 1:500.000
y el complejo antigeno-anticuerpo se obtuvo después de la aplicacion de 1 ml de una
suspensién celular de Staphvlococus-aureus, acoplada a la proteina A' (1.5 ug/wubo). La
determinaciéon de la concentracion de la LH presente en cada muestra, se analizdé por

* Alkaline Phosphatase-conjugate AffiniPure Goat anti Rabbit IgG. Jackson immunoResearch.

°* Alkaline Phosphatase conjugated sustrate Kit (Bio-Rad). Do e
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triplicado, colocando concentraciones de proteina semejantes a las dosis del estandar. La
actividad inmunolégica se calculé en funcidn de la dosis esperada del 50 % (EDso) de la
regresion lineal Logit-log de la curva dosis-respuesta para cualquier fraccion estudiada
(Materi et al., 1986). El paralelismo se determiné mediante la comparacién de cada

pendiente y su coeficiente de correlacion del estandar como de las proteinas de este estudio.

Radioinmunoandlisis para la hormona estimulante del foliculo (FSH)

La concentracion de FSH en cada fraccién final, se determiné por medio de un RIA en fase
liquida, con un periodo de incubacion de 48 h a temperatura ambiente, utilizando como
sistema de separacion al segundo anticuerpo. La hormona USDA-bFSH-1-2, AFP-5318C sé
utiliz6 como trazador, asi como referencia a las dosis de 0.2 a 12.8 ng/tubo; El primer
anticuerpo (anti-bFSH-USDA) se utilizé6 a una dilucién final de 1:9600 en presencia de
suero normal de conejo 1:1600. El complejo antigeno-anticuerpo se precipitd con exceso de
segundo anticuerpo (1:40) de ovino dirigido contra 1gG de conejo. Las fracciones se
analizaron por triplicado desde 0.4 a 204 ng de proteina/tubo. La concentracién de la

hormona, se calculd a la dosis esperada del 50% (EDsp).

Radioinmunoandlisis para la hormona estimulante del tiroides (TSH)

La concentracion de TSH, se cuantificd con un RIA bovino en fase liquida con 20 h de
incubacion a temperatura ambiente. La hormona USDA-bTSH-I-1 sé utilizé6 como trazador
y estandar a las dosis de 0.1 a 12.8 ng/tubo. El primer anticuerpo (anti-bTSH, AFP-284246)
se utilizé a una diluciéon final de 1:500,000 y el complejo antigeno-anticuerpo y la
concentracion de esta hormona en las fracciones analizadas, se determindé de manera

idéntica a lo sefialado en el RIA de LH.

* Pansorbin, Cells. Calbiochem
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Caracterizacion biologica

Bioensayo in vivo

La potencia biologica se determiné por medio del bioensayo in_vivo de la deplecién del
acido ascorbico (Parlow, 1961) en tres bioensayos independientes. Cada bioensayo se
desarrollé bajo las mismas condiciones previamente descritas (Perera et al., 1996), y la
cuantificacion del acido ascorbico se determiné con la técnica densitométrica a 245 nm. En
breve: Para cada bioensayo se utilizaron 50 ratas de la cepa Wistar de 23 dias de edad, con
un peso promedio de 40-50 g. La seudoprefiez en los animales, se indujo con la aplicacién
de 50Ul de PMSG/animal en 0.5 ml de solucion salina por via subcutanea, 60 horas
después se administré por la misma via 25 Ul de HCG a cada animal. Ocho dias después, el
primer bioensayo se desarrollo, para ello, los animales se distribuyeron al azar en diez
grupos, el grupo testigo (n=5), el estandar (NIDDK-0lLH-26) se administré a las dosis de
0.75 (n=5), 3 (n=5) Yy 12 ug de proteina (n=5) respectivamente, en tanto que para LH-1 ¥
LH-II. se utilizaron el mismo numero de animales (n=15) distribuidos en tres grupos (n=5),
y se administré la hormona en las mismas dosis que el estandar. El bioensayo dos y tres, se
realizaron de manera semejante al bioensayo uno, utilizando las mismas désis del estandar
Yy se probaron la LH-111 y LH IV (bioensayo dos), V y I (bioensayo tres). A los animales se
les administré i.p. 0.5 ml de solucién salina (grupo testigo) o solucion de proteina (estandar
y/o problema). Cuatro horas después de la aplicacion de las hormonas, los animales se
sacrificaron con dioxido de carbono y se diseco el ovario izquierdo de cada animal, se peso
y posteriormente se homogeneizé en 10 ml de acido metafosférico al 2.5%. EIl
homogeneizado se filtro (Whatman 40-42, 11.0 cm.) e inmediatamente se leyo a 245 nm.
Los resultados obtenidos se interpolaron en una curva de acido ascorbico (1 a 256 pg/ml)
disuelto en acido metafosforico a la misma concentraciéon. Los resultados se analizaron por
medio de un arreglo factorial 2x2 donde los factores fueron: estandar y tipo de isoforma
(Alatorre, 1976; Finney, 1986). En cada bioensayo se determinaron los parametros A y g,

correspondientes al indice de precision (<1) y el paralelismo (<1) respectivamente.




RESULTADOS

El patron de elucién de la fraccion glicoproteinica en CM-sepharosa se presenta en la
Figura 9(a), se identificaron por espectrometria tres picos de proteina con la aplicacion del
gradiente escalonado de amortiguadores; la fraccion de proteina no retenida en la columna
(designada CM-1ab), presenté un porcentaje de recuperacion total del 4.6%, en tanto que la
fraccion que eluyé con acetato de amonio 0.1M, pH 6.8 (designada CM-2ab) presento un
porcentaje de recuperacion del 14.2% y la fraccion obtenida con acetato de amonio 1M mas
glicina 0.1M, pH 9.5 (designada CM-3ab), se recuperd el 45.2%. La Figura 9(b), muestra el
patrén cromatografico de la fraccion CM-2ab repurificada en intercambio aniénico (DEAE-
sephacel), donde se obtuvo una pequeiia fracciéon de proteinas que eluyeron con el segundo
amortiguador (acetato de amonio 0.1 M, pH 6.8) que correspondié a la isoforma 1, con un
porcentaje de recuperacion del 16.1%, mientras que, con acetato de amonio 1M, pH 5.1 se
obtuvo una fraccion de proteina, con un rendimiento del 8.4%%6, que presentd una movilidad
relativa (Rf) de 0.48 c¢cm, con un peso molecular de 47.6 Kilodaltones (kDa), con una
actividad biologica de FSH de 421 U/mg e inmunolégica de 1.218 U/mg, por lo que se
descarto del estudio. En cuanto a la fraccion CM-3ab repurificada en DEAE-sephacel, se
presenta en la Figura 9(c), con el primer amortiguador (glicina 0.1M, pH 9.5) eluyeron tres
fracciones de proteinas, que correspondieron a la isoforma II, 11 y IV, cuyo rendimiento
correspondié al 6.4%, 5.6% y 4.3% respectivamente; con el segundo amortiguador (acetato
de amonio 0.1 M, pH 6.8) sé eluyd el pico correspondiente a la isoforma V, con un
rendimiento del 25.3%, con el tercer amortiguador (acetato de amonio 1 M, pH 5.1) eluyé
un quinto pico de proteina con caracteristicas fisicoquimicas , biol6égicas e inmunoloégicas
de FSH, por lo que no se considero en este estudio. Los rendimientos se resumen en el

cuadro 8.

Los patrones electroforéticos en condiciones nativas (TRIS-PAGE) de cada fraccién
obtenida durante la cromatografia de intercambio catiéonico (CM-Sepharosa) se presentan
en la Figura 10. La fraccién CM-lab, presenté dos bandas con una movilidad relativa de
0.39 cm. y 0.49 cm., en tanto que la fraccion CM-2ab presenté un Rf. de 0.12 cm. y 0.38

cm., finalmente la fraccion CM-3ab presentd una banda pegada a la linea de aplicacién con
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un Rf de 0.049 cm. La Figura 11, presenta los patrones en TRIS-PAGE de las diferentes
fracciones obtenidas en DEAE-Sephacel, la isoforma 1, presenté un Rf de 0.16 cm., en
tanto que la isoforma 11, 111 y IV presentaron un Rf. de 0.044 cm,, y la isoforma V mostré
un Rf. de 0.11 cm., semejante al estandar USDA-bLH-5.

El patrén electroforético en SDS-PAGE, de las fracciones obtenidas en DEAE-Sephacel, se
presenta en la Figura 12. El patron en ausencia de B-mercaptoetano! (condiciones no
reductoras) se ejemplifica en el recuadro (A). En las isoformas I y V se identifico una
banda de alto peso molecular que correspondié a 59.02 kDa, una banda predominante de
peso molecular de 37.5 kDa y dos bandas con un peso molecular de 23.44 kDa y 20.82
kDa (bandas poco presentes), patron semejante al estandar de referencia USDA-bLH-BS;
Aunque las isoformas II, 11l y IV presentaron la misma banda de alto peso molecular
(59.02 kDa), la banda mas importante correspondié a un peso molecular ligeramete
superior de 38.5 kDa, y tres bandas de 24.6 kDa, 20.8 kDa y 17.2 kDa respectivamente. El
recuadro (B), muestra el patrén electroforético en presencia de PB-mercaptoetanol
(condiciones reductoras) de las mismas fracciones. Bajo estas condiciones, las bandas de
alto peso molecular desaparecieron en su totalidad y se conservé la banda mayoritaria de
37.6 kDa y se intensificaron las bandas con un peso molecular de 20.9 kDa v 19.1 kDa,

tanto para el estandar como para las diferentes isoformas de la LH.

El anadlisis por inmunotransferencia, utilizando el anticuerpo (anti-oLH-CSU-204),
identificé bandas inmunoreactivas de peso molecular de manera idéntica a los estandares de
referencia (Figura 13), predominando la banda de peso molecular de 37.6 y 38.5kDa, asi
como la banda de 23.4 kDa, sin embargo se inmunotifieron las bandas de alto peso

molecular.

La actividad inmunolégica cuantificada por el radioinmunoensayo a la dosis esperada del
50% (EDso) correspondié a: 1.74U/mg (170%0) para la isoforma 1, de 3.3U/mg (330%) en la
isoforma 11, de 2.9U/mg (290%) para la isoforma 111, de 5.96 U/mg (596%6) en la isoforma

1V y de 2.3U/mg (230%) para la isoforma V. En todas las isoformas se presenté un alto




paralelismo con los estandares de referencia (NIDKK-oLH-26, 100% y USDA-bLH-bS,
230%). La pendiente obtenida para cada hormona correspondio a -2.04 (NIDDK-oLH-26),
-1.89 (USDA-bLH-b5), -2.01 (LH-1), -1.97 (LH-II), -2.06 (LH-IID), -2.23 (LH-IV), y -2.12

(LH-V), figura 14, cuyos resultados se resumen en el cuadro 9.

Los resultado con el sistema de FSH para cada una de las proteinas con caracteristicas de
LH, no mostraron una reaccioén cruzada con este sistema, como se presentd con el estindar
USDA-bLH-BS. En tanto que los resultados con el sistema de TSH bovino, mostraron una

reaccion cruzada del 10 al 30%;, sin embargo no existié paralelismo con las muestras. El

cuadro 10 resume los resultados.

La potencia biolégica determinada en un biocensayo 2x2 balanceado, correspondié para la
isoforma I a 1.04 U/mg con una A de 0.88 y una g de 0.46; para la isoforma Il de 5.92 U/mg
(A=0.54 y g=0.71); la LH-I11, present6 una actividad de 0.16U/mg sin limites de confianza,
en tanto que la LH IV fue de 0.865 U/mg (A =0.29 y una g=0.27) y finalmente la isoforma

V fuede 1.4U7mg (2= 0.61 y g =de 0.23).

DISCUSION

Se aislaron y purificaron del extracto glicoproteinico de adenohipéfisis bovinas, cinco
isoformas de la LH. La isoforma 1 se obtuvo a partir de la fraccion CM-2ab, mientras que
las isoformas II, IlII, IV y V se obtuvieron de la fraccion CM-3ab, ambas fracciones
obtenidas durante la purificacion del extracto glicoproteinico en CM-sepharosa y
repurificadas en las mismas condiciones en un intercambiador aniénico (DEAE-Sephacel).
El patron cromatografico del extracto glicoproteinico de adenohipdfisis bovina en CM-
Sepharosa, fue similar a lo reportado para extractos glicoproteinicos bovinos (Carranza et
al., 1994) y caprinos (Perera et al., 1996), en las mismas condiciones. Aunque, la fraccion
obtenida a partir de acetato de amonio 0.005M, pH 5.1, designada como CM-1ab, se
descarto del estudio, debido al alto rendimiento y actividad de FSH (Stockell-Hartree,
1966; Carranza et al., 1994); Perera y col (1996), informaron de la obtencion de una forma

molecular de la LH en la especie caprina a partir de esta fraccio o-que-nos hace"pensar
f Ce :
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que probablemente en la especie bovina podamos obtener otra isoforma de LH a partir de
esta fraccién. Aunque el rendimiento (mg de proteina’kg de tejido) obtenido para cada una
de las fracciones consideradas como LH, fueron inferiores a lo reportado en otras especies
(Stockeel-Hartree, 1966; Matteri et al 1986; Muralidhar et al,, 1992;Perera et al., 1996), en
ninguno de estos estudios reportan la obtencién de cuatro proteinas con caracteristicas
fisicoquimicas, biologicas e inmunolégicas de LH a partir de la fraccion CM-3ab,

considerada como una fuente importante de TSH (Carranza et al., 1994).

EL patrén electroforético en TRIS-PAGE de las diferentes isoformas de la LH, confirmé
la heterogeneidad de carga de esta proteina ya que la LH-1 y la LH-V mostraron un
comportamiento menos catidnico, patrén semejante para isoformas de LH equina (25,30);
humana (Stockell-Hartree, 1966; Bates et al., 1968); bovina (Carranza et al.,
1994;Muralidhar et al., 1992); rata (Ward et al., 1971) y caprina (Perera et al., 1996). A
diferencia, la LH-1I, LH-II1 y LH-IV que eluyeron a pH 9.5, que presentaron patron
electroforético del tipo catidonico, semejante a los estandares USDA-bLH-5, AFP5500 y
NIDDK-oLH-26, AFP5551B, asi como una variante de LLH caprina (Perera et al., 1996),
LH equina (Matteri et al., 1986) y humana (Stockell-Hartree y Renwick, 1992). La
diferencia entre los diferentes patrones electroforéticos en TRIS-PAGE (heterogeneidad de
carga), para la LH que eluyeron a pH 6.8 y aquellas que eluyeron a pH 9.5, se ha sugerido
que se debe a la composicion de las unidades de carbohidratos presentes en la molécula, asi
como la cantidad de sulfato terminal en estos carbohidratos. (Combarnous. 1988;

Baenzinger y Green. 1988; Ulloa-Aguirre et al., 2001; Dias, 2001).

Con el fin de determinar el peso molecular de las isoformas de LH, se recurrié al anilisis
electroforético en el sistema SDS-PAGE, en comparacién con el estandar USDA-bLH-B5
en condiciones no reductoras, en todos los casos, se presenté una banda importante con
peso molecular relativo de 37.5 a 38.5 kDa, cercano a lo sefialado para la especie ovina,
bovina, porcina y caprina (Perera et al., 1996), sugiriendo que esta banda presente en las
diferentes fracciones purificadas de este estudio, corresponden a la forma nativa de esta

proteina. Por otro lado se identificaron proteinas de alto peso molecular, principalmente en
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la LH-1 y LH-V, sin embargo cuando se analizaron las muestras en condiciones reductoras
(en presencia de B-mercaptoetanol), estas proteinas de alto peso molecular desaparecieron,
lo que sugiere que estas proteinas son agregados de peso molecular de la LH, ya que se
conserva ligeramente la banda de 37.5kDa y se enriquecen las bandas de peso molecular
relativo de 23.4 y 20.8kDa, resultados semejantes a lo informado para esta hormona
(Carranza et al., 1994; Perera et al 1996; Stanton et al 1996; Matteri et al., 1986) en donde
se sugiere que las formas de alto peso molecular corresponden a agregados de la forma
nativa y ésta a su vez esta compuesta de dos subunidades, que correspondieron a las bandas

de menor peso molecular.

El analisis por medio de la inmunotransferencia para cada una de las fracciones purificadas
de la LH, identificaron proteinas de alto peso molecular, una banda importante con peso
molecular relativo de 37.5kDa, asi como una proteina con un peso molecular de 23.4kDa.
Estos datos confirman una vez mas que las diferentes fracciones purificadas en este estudio
corresponden a la LH. Con el fin de analizar la especificidad de anticuerpo utilizado en este
sistema, simultaneamente se incluyé a la USDA-bTSH, el cual mostré la presencia de las
bandas de 37.5kDa y 23.4kDa en muy poca intensidad, confirmando que el estandar
presenta contaminacion con LH y también sugiere que la banda de peso molecular pequeiio

corresponde a la subunidad alfa, comin entre las glicoproteinas.

El sistema de radioinmunoensayo, permitié observar un paralelismo en las diferentes
isoformas de la LH, lo que se pudo confirmar en los valores de las pendientes, en
comparacion con los estandares de oLH y bLH, lo que confirma la presencia de LH. La
cuantificacion de la actividad inmunoldgica, mostré una mayor actividad de la LH, en
aquellas proteinas que eluyeron a pH 9.5 (LH-II, 111 y IV) en comparacién con la de
elucion a pH 6.8. La diferencia de respuesta se puede explicar en funcion del tipo de
anticuerpo utilizado en este estudio, el cual se generé con una LLH obtenida a pH 9.5, (datos

sefalados por USDA y NIDDK).
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El grado de contaminacién de las isoformas de la LH, en relacién con proteinas
estructuralmente semejantes (FSH y TSH), no se observo en cada uno de los sistemas
utilizados, en particular con FSH, lo que demuestra que estas isoformas no tiene
contaminacién con FSH. En contraste, con el sistema de TSH, se presenté una reaccion
cruzada de 0.36U/mg para la LH-1 y de 0.23U/mg para la LH-1V, mientras que las
isoformas I, 111 y V el porcentaje fue minimo o no detectable; el comportamiento de sus
curvas dosis-respuesta, no fueron paralelas, lo que se reflejo en su pendiente, y establece
que no hay identidad; sin embargo, podemos sefialar que el anticuerpo utilizado en el
sistema de TSH puede reconocer sitios antigénicos comunes con la LH, ya que ambas
proteinas son estructuralmente muy semejantes. Por lo tanto, podemos sefialar que las
diferentes proteinas purificadas en este estudio son LH con nula actividad inmunoldgica de
FSH y TSH.

Recientemente, Ulloa-Aguirre y col (Ulloa-Aguirre et al., 2001), enfatiza la importancia de
la relacidon de la actividad bioldgica e inmunolégica (B/I) como un indice (B/I) de la
biopotencia de isoformas individuales, el cual varia con la acidez de la proteina; por
ejemplo, Castro-Fernandez et al. (2000), sefialan que la relacién, disminuye con el
incremento de la acidez, datos que se confirman con los resultados obtenidos para la LH-II
(elucion a pH 9.5), cuando se compard con las isoformas que eluyeron a pH 6.8 (LH-1, V);
sin embargo las variantes LH-Ill ¥y LH-IV, mostraron una relacion muy inferior a pesar de
haber eluido a pH 9.5, quiza esta discrepancia en actividad bioldgica se deba a que el
modelo biologico (deplecion del acido ascorbico) utilizado para su determinacién no es
suficientemente sensible o especifico para ellas, ya que en todos los casos el anticuerpo

reconocid de manera indistinta a cada isoforma.

Por lo tanto, los resultados fisicoquimicos, bioldgicas e inmunolégicos de este estudio,
confirman la purificacion de cinco isoformas de la LH a partir del extracto glicoproteinico
bovino, a través de un procedimiento de extraccion y purificacion sencillo, con adecuado
rendimiento para cada isoforma, relativamente puras, que permitiran el desarrollo de su

correspondiente sistema analitico.
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Cuadro 8. Rendimiento de los productos obtenidos durante la extraccion y
purificaciéon de las isoformas de LH. Los resultados son expresados por Kg de

tejido.

Producto Rendimiento Proteina Proteina Recuperacion
(mg) (ng/mg) total (%)
( mﬁ)

EGP' 660 93 61.4 100
CM-1ab? 99.5 28.5 2.9 4.6
CM-2ab? 33.7 288.7 8.7 14.2
CM-3ab? 138.6 200 27.2 45.2
CM-2ab* 29.2 258.7 7.6 100

LH-I? 7.2 170.3 1.2 16.1

FSH? 4.7 136.0 0.6 8.4
CM-3ab* 138.6 200 27.2 100

LH-I® 15.2 117.0 1.8 6.4

LH-111? 15.9 97.0 1.5 5.6
LH-IV? 15.0 80.0 1.2 4.3
LH-V? 40.7 172.0 7.0 25.3

TExtracto glicoproteinico
2productos obtenidos en la cromatografia de intercambio catiénico (CM-Sepharosa)

3Productos obtenidos en la cromatografia de intercambio aniénico (DEAE-Sephacel)
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Cuadro 9. Actividad bioldgica e inmunoldgica y su relacion B/l de las

isoformas LLH bovina.

Hormona pPH de Actividad Actividad Relacién B/1
elucion Biolégica ' inmunolégica ?
(U/mE] U/mﬁ)
A £ Pendiente
NIDDK-oLH-26 e 2.3 | ===e- | emm- 1.0 -2.04 2.3
USDA-bLH-S ——————e 2.1 e I 2.3 -1.89 0.91
LH-I 6.8 1.04 | 0.88 | 0.46 1.7 -2.01 1.44
LH-I1 9.5 593 (0.53 | 0.71 33 -1.97 1.78
LH-IIT 9.5 0.15 { 1.02 | 3.20 | 2.9 -2.06 0.07
LH-IV 9.5 0.87 | 0.29 | 0.27 | 6.0 -2.23 0.15
LH-V 6.8 1.40 | 0.61 | 0.23 | 2. -2.12 0.61

T Bioensayo in _vivo consistente en la deplecion del acido ascorbico en ratas prepuberes,
pseudopreiiadas (n=5), el estandar de referencia NIDDK-oLH-26, con una actividad
bioldgica de 2.3 U/mg. El analisis estadistico de la actividad bioldgica, consistio de un

analisis de varianza 2x2, con limites de confianza al 95% para el bioensayo.

? Radioinmunoensayo de LH ovina, el NIDDK-oLH-1-2 sé marco con Na'?*°] con la técnica
de JODO-GEN y el NIDDK-oLH-26 se utilizé como estandar. El calculo de la actividad

inmunolégica se realizd basandose en

la cantidad requerida de la hormona en el

desplazamiento al 50% de la relacion B/BO y la actividad inmunologica del estandar
(NIDDK-0LH-26), correspondié a 1.0 U/mg. El paralelismo se determiné por medio de sus

pendientes con una P>0.05.
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Cuadro 10.

Inmunoreactividad cruzada de las
purificadas, obtenida en el sistema de radicinmnunoensayo para la FSH y

isoformas de LH

la TSH.
RIA-TSH' RIA-FSH?
3 Actividad 3 Actividad
Hormona EDsy (U/mg) Hormona EDsxo (U/mg)

USDA-DTSH-| 076 1.00 USDA-bFSH-1 | 195 1.00
USDA-bLH-S 62.0 0.012 USDA-bLH-S N.D. N.D.
LH-1 2.10 0.36 LH-I 52.8 0.04
LH-II 56 0.14 LH-II N.D. N.D.
LH-11 10.0 0.076 LH-III N.D N.D.
LH-IV 3.3 0.23 LH-IV N.D. N.D.
LH-V N.D. N.D. LH-V N.D. N.D.
NlDDzl(6-oLH- N.D. N.D. NlDD;:oLH- N.D. N.D.

T Radioinmunoensayo homologo bovino, en fase liquida, 20 horas
temperatura ambiente. Estandar USDA-bTSH-1-1 (0.1-12.8 ng/tubo), anti-bTSH, AFP-
284246, dilucion final de 1:500,000.
2 Radioinmunoensayo homologo bovino, en fase liquida, 48 de incubacién a temperatura
ambiente. Estandar USDA-bFSH-1-2, AFP-5318C (0.2-12.8 ng/tubo), antiB-bFSH-USDA,
dilucién final 1:40,000.
3 La potencia inmunolégica se calculo en funcién de la dosis esperada del 50 % (EDso) de
la regresion lineal Logit-log de la curva dosis respuesta para cualquier hormona estudiada.
N.D.= No detectables por el sistema.
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Figura 9. a) Cromatografia de intercambio cationico (CM-sepharosa) de fa
X 14 g - FSH b fraccion glicoproteinica (GLP: 61.86 mg de proteina). La columna (1.5x 27cm)
Y E 12L x v se cquilibré con acetato de amonio 0.005 M, pH 5.1, con un flujo de 23 mbh, se
) c w ﬂ'- E colectaron fracciones de 3 ml. La fraccion no retenida en la columna (CM-1ab)
5 1h e s - eluyd con este amortiguador, mientras que las fracciones CM-2ab y CM-3ab se
0 i - E obtuvieron con acetato de amonio 0.1 M, pH 68 y acetato de amonio 1| M mis
g 081 E‘ °, - glicina 0.1 M, pl 9.5 respectivamente. b) Cromatografia de intercambio anidnico
06l = ol E (DEAE-Sephacel) de la fraccion CM-2ab (7.6 mg de proteina), la columna (1.5x
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ten :

! ‘ ‘ . {2172 mg de proteina), la columna (1.5x 24.5 cm), se equilibrd con glicina 0.1
O 0 50 100 150 200 250 MpH 9.5, con un flujo 22.9 mi y se colectaron fracciones de 3 m. Las
fracciones 1ab (LH-I), lcd (LH-1I) y lef (LH-IV) eluyeron con el mismo
amotiguadr, la fraccién 2ab (LH-V) eluy con acetato de amonio 0.1 M pH 68
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Figura 10, Electroforesis discontinua en geles de tubo de poliacrilamida al 7.0%, en
condiciones nativas (TRIS-PAGE) pH 8.3, Se aplicaron de 100 pg de proteina por
gel, con un voltaje constante de 3mV. Fracciones colectadas durante I purificacién
del extracto glicoproteinico en la cromatografia de intercambi6 catiénico (CM-
sepharosa), Extracto glicoproteinico o GLP; Fraccion de proteinas colectadas a pH
5.1 (CM-1ab); segundo pico de proteinas eluidas a pH 6.8 (CM-2ab) y terecer pico
de proteinas obtenidas a pH 9.5 (CM-3ab).
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Figura 11, Electroforesis discontinua en geles de tubo de poliacrilamida al 7.0 %, en condiciones pativas
(TRIS-PAGE), pH 8.3, Se aplicaron de 100 pg de proteina por gel, con un voltaje constante de 3mV.
USDA-bLH-bS (Rf=0.11 cms); LH-I (Rf=0.16 cms); LH-ILHI, IV (Rf=0.04) y LH-V (Rf=0.11).
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Figura 12, Electroforesis discontinua en condiciones desnaturalizantes en SDS-PAGE, al 12.5%, pH 8.6, El
panel “A” corresponde a las condiciones no reductoras (ausencia de f-mercaptoetancl) y el panel “B”
corresponde a las condiciones reductoras (presencia de p-mercaptoetanol). marcadores de peso molecular;
USDA-bLH-bS; LH-I; LH-I[; LH-II; LH-IV y LH-V. La concentracién de proteina en cads carril
correspondid a 1ug, La tincién se realizé con nitrato de plata (BIO-Rad). Las flechas a la izquierda indican a
los marcadores de peso molecular. Las flechas de la derecha seiialan, agregados de [a forma nativa
(59.02kDa); Ia forma nativa de la LH(37.6kDa). 23.4 kDa y 20.8 kDa, corresponden a la subunidad alfa y beta
respectivamente,
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Figura 13. Inmunotransferencia de las diferentes isoformas de Ia LH purificadas en
este estudio, El anticuerpo (anti-oLH-CSU-204) se utiliz6 2 una dilucién 1:500, con un
periodo de incubacién de 24 b. USDA-bTSH; NIDDK-oLH-26; USDA-bLH-bS; LH-V;
LH-IV; LH-III; LH-II; LH-1. Marcadores de peso molecular (92.5; 62.5, 45.0, 31.0,
21.5y 14.4 kDa), La banda de 37.5 kDa, corresponde a la forma nativade laLH y la
banda de 23.4 kDa, muestra la subunidad alfa.
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Figura 14. Curva dosis-respuesta de las diferentes isoformas de la LH

en el sistema de radioinmunoensayo de fa LH. E sistema se incubo por

20h durante 4C, el estandar de referencia correspondio al NIDDK-oLH-26
alas dosis de 0.3 a 45 ng/tubo. El primer anticuerpo se utilizé a una dilu-
cion final de 1:500,000 y el complejo antigeno-anticuerpo se precipitd con
una solucién de pansorbina. las curvas presentan el promedio+ la desviacion
estandar.



Capitulo 8

Discusion e implicaciones fisiologicas

Es conocido que las gonadotropinas, estan consitiuidas por una familia de proteinas o
isoformas, presentes en la hipofisis, suero y orina (Ulloa-Aguirre et al., 1995; Ulloa-
Aguirre et al.,, 2001; Zambrano et al., 1995; Ropelato et al., 1999; Castro-Fermandez et al.,
2000; Padmanabhan et al., 1999). Este polimorfismo que presentan las gonadotropinas, se
debe en parte, a la variada estructura de los oligosacaridos que las conforman y cuyo
proceso de glicosilacion, esta regulado por multiples factores, entre los que destacan la
GnRH, los péptidos y esteroides gonadales, en particular el estradiol (E2); los que
repercuten en sus propiedades fisicoquimicas (punto isoeléctrico, peso molecular) y
biologicas in virro e in vivo (afinidad por su receptor y la vida media en circulacion
[Ropelato et al., 1999; Creus et al., 2001]). Muchas de estas evidencias, se han obtenido a
partir de muestras de origen humano y en roedores (ver revisiones de Ulloa-Aguirre et al.,
1995, Padmanahban et al., 1999); En contraste, la informacion para rumiantes es escasa, la
cual se ha limitado a estudios de origen hipofisario (ver revision de Cooke et al.. 1996), y
raramente se encontrd informacion en circulacion para la LH (Rojas et al.. 2001), y FSH

(Ward et al.,1996; Hassing et al.,1993; Padmanabhan et al., 1992).

Con base en estos antecedentes, los objetivos de este trabajo se enfocaron a: 1) Conocer la
heterogeneidad de la LH sérica en diferentes condiciones fisioldgicas, caracterizados
principalmente por un patron de secrecion diferente de la LH, correspondientes al momento
del pico preovulatorio (estro) y a la etapa de diestro; 2) Conocer e identificar el patron de
distribucion de isoformas de la LH y FSH intrahipofisaria de la especie bovina en presencia
de progesterona y 3) Obtencion de isoformas de la LH bovina en cantidades suficientes
para la realizacion de sistemas analiticos que nos permitiran conocer el patrén de secrecion

de cada isoforma en diferentes condiciones fisiolégicas.
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Para la realizaciéon de estos estudios, fue necesario el desarrolilo de una serie de
metodologias, por ejemplo, la electroforesis en condiciones nativas (TRIS-PAGE)
necesaria para la determinacién de la carga eléctrica de las proteinas; la electroforesisis en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), para determinar el peso molecular relativo de
cada isoforma; la inmunotransferencia (Westen-blot), que nos permitié corroborar la
identificacion de las isoformas obtenidas durante las diferentes corridas cromatograficas; el
cromatoenfoque, como una herramienta para identificar el polimorfismo de las
gonadotropinas presentes en el suero como en la hipéfisis; finalmente se desarrollaron los
sistemas de cuantificacion inmunolégica correspondientes al radioinmunoensayo (RIA) con
un tiempo de incubacién corto de 20 h, para el analisis de las muestras obtenidas a partir de
extractos hipofisarios y un radioinmunoensayo largo, con un periodo de incubacién de 120

h, para el analisis de muestras sanguineas.

Los resultados del primer estudio, presentaron un patréon cuantitativo de isoformas de la LH
en el suero, distinto al observado en extractos crudos y parcialmente purificados de
adenohipofisis bovinas (Perera et al., 2001). En el estro, las isoformas de la LH de tipo
acidico se incrementaron con relacion a las observadas en la etapa de diestro, donde hubo
mayor presencia de isoformas de tipo basico, lo que permite inferir que el ambiente
endocrino, particularmente la relacion progesterona/estradiol, modifica el patrén de
distribucion de isoformas de la LH presentes en la circulacién, que regulan la actividad
oviarica en bovinos; las isoformas basicas que predominan en la etapa de diestro, que son
mds rapidamente removidas de la circulacion, participan basicamente en el mantenimiento
de la funcién del cuerpo luteo, en tanto que en el estro, las isoformas de tipo acidico, con
depuraciéon mas lenta de la circulacion, estan involucradas en el complejo fendomeno de la
ovulacién. Aunque en este estudio no se analizaron las isoformas de la FSH, West et al.
(2002), mostraron que las isoformas mas acidicas de la FSH, son mas eficaces para
promover ¢l desarrollo, maduracion y funcién estrogénica del foliculo preovulatorio. Luego
entonces, podemos sugerir que el patron diferencial de secrecion de las isoformas de la LH
en las diferentes etapas del ciclo estral, es acorde con el diferente papel que juega esta

hormona para regular la funcién ovarica en esta especie en diferentes etapas del ciclo estral.
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Finalmente la poca variabilidad entre individuos en la proporcion de las isoformas de la
LH, es indicativa de que la microheterogeneidad de la hormona en diferentes condiciones

fisiologicas, es una caracteristica genética relativamente fija, al menos en la raza Holstein.

Se ha reportado que el porcentaje de isoformas acidicas (pH < 6.5) en extractos hipofisarios
de rumiantes varia del 7.48 % al 16.85%, sin embargo en este estudio, se observé un
incremento de este tipo de isoformas en el suero (18.7 + 3.4%, diestro; 28.5 + 2.8, estro).
Para corroborar que la LH obtenida en las escalas menores de pH del cromatoenfoque era
realmente LLH, y no se trataba de FSH, que generalmente eluye a esos valores de pH, se
verifico la especificidad del sistema de cuantificacion (RlA), con resultados que
confirmaron que el sistema utilizado es altamente especifico para la LH. Adicionalmente,
se analizaron las isoformas eluidas a diferentes grados de acidez por inmunotransferencia
(anti-oLH-26), observando en todos los casos una banda inmunoreactiva de peso molecular
de 36.5 kDa, semejante al USDA-bLLH-b5, en contraste, cuando las isoformas se incubaron
con anti-BFSH, ninguna mostré unién especifica positiva, ni en el sistema de
radioinmunoensayo para FSH las identificé. Con base en estos resultados, podemos
concluir que la presencia de isoformas de elucién a pH acido en el cromatoenfoque

corresponde a proteinas acidicas de la LH.

Finalmente en este estudio, se observd un alto porcentaje de proteinas que eluyeron después
de la aplicacion de NaCl 1M, de manera semejante a lo informado en suero humano (Catro-
Fernandez et al., 2000), caprino (Rojas et al., 2000) y que mostraron la inmunoreactividad
propia de las gonadotropinas en estudio. Los resultados aqui presentados demuestran que
las presencia de proteinas aparentemente con inmunreactividad de LH, obtenidas luego de
la aplicacién a la columna cromatografica de la alta fuerza ionica, corresponden a una
alteracion en el comportamiento de la interaccion antigeno-anticuerpo, artefacto de la
técnica, y no se trata realmente de LH, por lo que en este estudio, las fracciones colectadas

después de la elucién debida al NaCl, no se tomaron en cuenta para el analisis de

resultados.
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El pleomorfismo de las gonadotropinas en la hipofisis, ha sido documentado en miltiples
especies, cuya heterogeneidad es regulada por el medio ambiente endocrino. Sin embargo
la identificacién de la heterogeneidad de la LH y FSH intrahipofisarias en bovinos, se ha
limitado unicamente al efecto de la GnRH y al estradiol, por lo que en la actualidad no se
conoce la participacion de la progesterona en este fenémeno, aunque existen evidencias que
la progesterona juega un papel importante en la secrecion de las gonadotropinas, en el ciclo
reproductivos de las hembras, tanto a nivel de la hipéfisis como en el hipotalamo
(Goodman and Karsch, 1980 Fink, 1988). En este estudio, se identifico el patréon de
distribucion de las isoformas de la LH y FSH en la adenohipéfisis de vaquillas, en
presencia de progesterona. El patrén cualitativo y cuantitativo de distribucion de las
isoformas en ambos grupos fue similar y el analisis, no mostré diferencia significativa entre
el grupo que recibidé progesterona y el grupo control; sin embargo el porcentaje de
isoformas que eluyeron después de la aplicacion de la alta fuerza i6nica, fue
significativamente superior en el grupo control. Estas evidencias nos indican que a nivel
hipofisario el patron de las isoformas de la LH y FSH no son modificadas por la presencia
de Ps4 Sin embargo es importante el analisis en cuanto dosis, tiempo de aplicacion de la
hormona, ya que hay evidencias que el tratamiento es un factor importante en la

heterogeneidad de la hormona.

Finalmente, en el tercer estudio, se purificaron a partir del extracto glicoproteinico de
adenohipofisis bovinas, cinco isoformas de la LH, con caracteristicas fisicoquimicas,
biologicas e inmunolégicas, particulares para cada una de ellas, también se obtuvieron
rendimientos adecuados para cada proteina, lo que permitira el desarrollo de sistemas

analiticos especificos y sensibles.

Aunque se han establecido una serie de metodologias (cromatoenfoque, el
isoelectroenfoque y la electroforesis en suspension de agorosa) para el aislamiento y
purificacion de la LH, a partir de extractos crudos o parcialmente purificados de
adenohipéfisis en miultiples especies, con las cuales han identificado un naimero mayor de

isoformas de la LH a lo informado en este estudio, sin embargo, el rendimiento en estos
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estudios son bajos, lo que no ha permitido el desarrollo de sistemas analiticos homélogos y
especificos como el radioinmunoanalisis (RIA) o el inmunoanalisis (ELISA) para cada
isoforma. Aunado a lo anterior, recientemente, Ulloa-Aguirre et al. (2001) enfatizan la
necesidad del desarrollo de sistemas analiticos, precisos, especificos para cada isoforma,
ya que muchas de las evidencias inmunolégicas para cada isoforma, han presentado
diferentes valores de esta actividad para una misma hormona, cuyos resultados dependen
fundamentalmente del sistema de analisis, tipo de anticuerpo (monoclonal o policlonal),
entonces este punto de vista, refuerza la importancia de la obtencion de isoformas altamente
puras. con suficiente cantidad, con el fin de desarrollar los diferentes sistemas de
cuantificacién analitica para cada isoformas y conocer el patréon de secrecion de las

isoformas de la LH en diferentes condiciones fisiologicas.

Con base en estos resultados, podemos concluir:
1) El patron de isoformas de la LH presentes en la circulaciéon es propiedad de la muestra
analizada ya que presentd un patréon cuantitativo diferente al observado en extractos

hipofisarios, en particular en el suero de animales en estro.

2) El andlisis de suero nos permite identificar adecuadamente el cambio sutil que se
presenta en el patréon de isoformas de la LH en relacién a los extractos hipofisarios, a pesar

de las bajas concentraciones presentes en el suero en las etapas analizadas.

3) Nuevamente se demuestra, que el analisis de la adenohipofisis, no es un tejido adecuado

para conocer el posible cambio de isoformas en diferentes condiciones fisiologicas.

4) Se obtuvieron 5 isoformas de la LH de origen hipofisarios con suficiente rendimiento, lo

que nos permitira el desarrollo de diferentes sistemas analiticos especificos para cada

isoforma.
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Aunque en este estudio se lograron cubrir todos los objetivos planteados en un inicio, es
importante seiialar la necesidad del desarrollo de una serie de metodologias, como los
bioensayos in vitro que nos permitan conocer la actividad bioldgica de cada una de las
isoformas identificadas en este estudio, para poder establecer la relacion estructura-funcion
de cada una de ellas en diferentes condiciones fisiologicas. Por otro lado, una de las
limitantes de este estudio, se caracterizé por la falta de animales, para conocer la relacién
de isoformas de la LH presentes en la adenohip6fisis y cotejar con las isoformas presentes

en la circulacion.

Ademas es necesario una mayor investigacion en este campo, en particular con el patrén de
distribucion de isoformas de las gonadotropinas en diferentes razas de bovinos, en
particular en aquellas en donde la seleccion genética no se ha llevado tan marcada como la

raza Holstein, y conocer si esta es una caracteristica de heredabilidad entre razas.
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Apéndice 1

Desarrollo del Radicinmunoensayo (RIA) para la cuantificacion de la hormona
luteinizante (LH) en extractos hipofisarios y glicoproteinicos bovinos.

Objetivo: Con el propdsito de contar con un sistema analitico para cuantificar la
concentracion de la LH en extractos crudos y extractos glicoproteinicos de adenohipdofisis
bovinas, se desarrollé un sistema de radioinmunoensayo en fase liquida con tiempo de

incubacién de 20 horas a 4°C. Para ello se procedid al desarrollo de la siguiente

metodologia:

Marcaje de la Hormona

El marcaje de las hormonas NIDDK-oLH-1-2 y USDA-bLH-B6, se realizé a temperatura
ambiente, utilizando Na['**1] (Amersham, actividad especifica de 15.7 mCi/ug de yodo al
momento de su produccién, con un grado de pureza del 99.2%) mediante la modificacion
del método de IODO-GEN (Perera et al., 1996). En breve: cinco pg de hormona grado
yodacion se disolvieron en 25 ul de amortiguador de fosfatos (PB) 0.05M, pH 7.4, este
volumen se deposité en un vial que contenia 1.5 pug de agente oxidante (1,3,4,6-tetracloro-
3a-6a-diphenilglucoril, IODO-GEN) y la reaccién se inicié cuando se afiadieron
cantidades conocidas de Na['**1 Jque en el dia del marcaje contuvieran una actividad

25 . - . - .
12511 se realizé una agitacion suave durante 8

cercana a 0.5 mCi. Una vez afiadido el Na[
minutos y la reaccion se detuvo con 200 upl de una solucién de metabisulfito de sodio
(B30ug/ml) y 200 ul de una solucidén de yoduro de potasio (100 pg/ml) ambos disueltos en
PB 0.05M, pH 7.4. La mezcla de reaccion se separé en una columna (1 x 27 cm.) de
filtracion en gel (Sephadex G50-150) previamente equilibrada con PB 0.05M, pH 7.4 con
un flujo de 30 ml/hora y saturada con 60 mg de albumina sérica bovina. Se colectaron 30
fracciones de 1 ml en tubos a los que previamente se le colocd 1 ml de una solucion de

albimina sérica bovina al 1%.

CTm—

110




Con el fin de conocer el patron de elucién de 1a hormona marcada con ’251, se tomaron 10
ul de cada fraccion y se contaron durante 10 segundos en un espectrémetro de radiaciones

gamma, para obtener el cromatograma.

Para validar la hormona se determinaron dos parametros: a) Actividad especifica y b)

Porcentaje de isétopo radiactivo incorporado a la proteina.

La actividad especifica, se definié como la radiactividad unida al ligando por unidad de

masa, expresada en nCi/ug de proteina, el cual se calculo a través de la siguiente ecuacion:

(A)B=C
donde:
A= Suma del pico de hormona marcada
B= Tiempo de conteo por volumen colectado
C= radiactividad total incorporada a la hormona, expresada en cuentas por
minuto (cpm).
CX100/D=E
donde
D= porcentaje de la eficiencia del contador
E= radiactividad total expresada en desintegraciones por minuto (dpm)
E/F=G
donde F= radiactividad expresada en mCi
G= radiactividad total incorporada a la hormona, expresada en mCi
G/H=1
donde

H= masa de hormona expresada en pg
I= Actividad especifica en pCi/pg.

La eficiencia de incorporacién del isétopo ('*°I) se realizé por medio de la precipitacién de
la proteina con acido tricloroacetico al 30% (TCA). En breve, se tomaron 10 ul de cada

fraccion a las cuales se les afiadio 500 pl de una solucion de albumina sérica bovina al 1%

-
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en PB-0.05M y 500ul de TCA al 30%. La mezcla se agito vigorosamente y se centrifugd a
1500 x g a 4°C durante 30 minutos. El sobrenadante obtenido se decanto y la radioactividad
presente en el precipitado se conté en un espectrometro de radiaciones gamma durante 10

segundos. La eficiencia de marcaje se analiz6é por medio de la siguiente ecuacion:

ENa'*>*I-H/=Na '**1¢ x 100

donde:
ENa'¥)-H, corresponde a la cantidad de yodo incorporado a la proteina.

ENa'**]t= cantidad de yodo total utilizado

Titulaciéon de primer antisuero

Una vez analizadas la actividad especifica y eficiencia de incorporacion de yodo en cada
una de las hormonas marcadas, se procedié a conocer el titulo adecuado de antisuero para el
desarrollo del sistema, para lo cual fue necesario determinar el porcentaje de unién (B0)
entre el trazador y el anticuerpo. Para ello se utilizaron dos anticuerpos, el anti-USDA-

bLH-B6 y anti-N1IDDK-olLLH-26, en diluciones seriadas, desde 1:3000, hasta 1:92000.

Los tubos de reaccion se prepararon en un volumen final de 1 ml, de los cuales 25 nl
correspondieron a la hormona marcada. 100ul de la dilucién correspondiente de antisuero y
8751l de amortiguador del RIA (fosfato salino PBS, 0.05M, pH 7.4 en presencia de
albumina sérica bovina, BSA al 1%). La reaccidon se incubé durante 24 horas a 4°C, al
termindé de este periodo se colocé 1 ml de una soluciéon de pansorbina con una
concentracion de 1.5 pg/tubo (suspension celular de Sraphylococus aureus, acoplada a la
proteina A), con una incubacion de 30 min a 4°C, la fraccién unida de la fraccion libre se
separé por medio de una centrifugacion a 1500 x g/4°C durante 30 minutos. La fraccién
unida se conté durante un minuto en un espectrometro de radiaciones gamma. El cuadro 1

resume dicho procedimiento.
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Desarrollo de la curva estandar

Una vez conocida la dilucién de antisuero que correspondié a la unién del trazador y el
anticuerpo cercano al 50%, se procedié al desarrollo de la curva estindar en un sistema

homadlogo como heterélogo.

Para el desarrollo de la curva estandar en cada sistema, se utilizé el estindar a las dosis de
0.1 hasta 32 ng/tubo. EIl sistema consistié en colocar en los tubos de reaccion, un volumen
final de 1 ml, distribuido en 100 ul de la dosis correspondiente de estandar, 100 ul de la
diluciéon de primer anticuerpo, 25ul de hormona marcada o trazador y 775 ul de
amortiguador del RIA, la reaccion se incubo durante 24 horas a 4° C. El cuadro 11, resume
en protocolo de desarrollo de la curva estandar. El analisis de las curvas correspondié al
calculo de la dosis esperada (ED) al 20, 50 v 80% de la regresiéon lineal logit-log de la
curva dosis respuesta, para cualquier hormona en estudio y el paralelismo se determiné

mediante la comparacion de cada pendiente y su coeficiente de correlacidon de cada curva.

Especificidad

La especificidad del sistema se determiné utilizando hormonas que estructuralmente
presentan una alta homologia, como fue el caso de USDA-bFSH-I, USDA-bTSH-I y se
comparo con la NIDDK-oPRL-1 que no presenta ninguna relacién estructural con la

hormona luteinizante.

TF’SIS CON
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Cuadro 1. Protocolo de titulacion para el primer antisuero

Tubo | Contenido | Amortiguador ler Ab' TLR? Pansorbina®?
nim. del ({11} 1) (1))
RIA incube incube
(p sih 30 min.
1-3 Total J— — 25 —
4-6 UNE 975 — 25 1000
Dilucién de :
Ab
7-9 1:3000 875 100 25 1000
10-12 1:6000 875 100 25 1000
13-15 1:12000 875 100 25 1000
16-18 1:24000 875 100 25 1000
19-21 1:48000 875 100 25 1000
22-25 1:96000 875 100 25 1000

T Primer anticuerpo diluido en PBS (0.05SM)-EDTA (0.02M), pH 7.2, en presencia de su
correspondiente dilucién de suero normal de conejo

2 Aproximadamente 27000 cpm

3 Pansorbina 1.5 pug/tubo

* Centrifugacién a 1500xg/30 min. a 4°C
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Cuadro I1. Protocolo de trabajo para el radioinmunoanailisis de la LH

) ) Patron | A0% | 'SLH? | PBS-Pansorbina®
Tl'lbo Contenido Amortiguador 6 @b . [("1)]
nuam. ) muestra incube )
((TL)} 24h Incube 30 min.

1-3 Total —— —— —— 25 ———

4-6 UNE 975 - -— 25 1000

7-9 Cero 875 - 100 25 1000

Patréon
(ng/tubo)

10-12~ . 1 775 100 100 1000
13-15 2 775 100 IOO o 1000
16-18] 4. .775. | 100 ‘|100| 2 1000
19221 T8 C77570 7 100 100 |0 2 1000
22-24 16 775 100 100 1000
25.27 32 775 100 100 1000
28-30 64 775 100 100 1000
31-33 128 775 100 100 1000
34-36 320 775 100 100 25 1000

T diluido 1:20,000, en presencia de suero normal de conejo 1:1600
aproximadamente 20,000 cpm

3 sistema de separacion 1.5 ug/tubo

4 centrifugacion a 1500 x g/ 30 min. a 4°C
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Apéndice 11

Desarrollo del cromatoenfoque como un sistema de identificaciéon de las isoformas

intrahipofisarias y circulantes en la especie bovina.

Objetivo: Con el propésito de identificar la heterogeneidad de las gonadotropinas presentes
en el suero y en extractos glicoproteinicos, se desarrollo una metodologia sencilla, con alta
resolucién, reproducibilidad y capacidad de recuperacion de la muestra analizada. Para ello
se desarrollo el cromatoenfoque, herramienta analitica que cumple con estos criterios. Para
ello se analizaron tanto extractos crudos, como parcialmente purificado de adenohipo6fisis

bovinas, asi como el suero de la especie bovina.

Material y Métodos

a) Obtencion del extracto crudo y extracto glicoproteinico de adenohipdfisis bovina. Se
homogeneizaron 10 glandulas hipdfisarias bovinas frescas en amortiguador TRIS (50
mM), NaCl (150 mM), pH 7.4, que contenia fenilsulfonilmetilfluoruro (PMSF) ImM y
EDTA 5mM. El homogeneizado se realizé en una proporciéon de 1 ml de amortiguador por
cada 100 mg de tejido fresco. Una vez homogeneizadas las gliandulas se centrifugaron a
18000 x g durante 90 minutos a 4°C y el sobrenadante, se fracciono en dos partes. La
primera se conservd en fracciones de 500 ul y se le denomind extracto crudo y la segunda
parte se procedio a obtener el extracto glicoproteinico (extracto parcialmente purificado)

por medio de precipitaciones etandlicas.

&) Cromatoenfoque.

Gradiente de pH a diferentes temperaruras: Para el desarrollo del sistema de
cromatoenfoque, inicialmente identificamos el patréon de eluciéon del gradiente de pH a
temperatura ambiente como a 4°C. Para ello, se colocaron en dos columnas con un
diametro interno de 0.7cm y de 26 cm. de longitud, el intercambiador PBE-118, el cual una
vez empacado, fue equilibrado con trietilamina 0.025M, pH 11.0 durante 72h, con un flujo
el




amortiguador Pharmalyte 8-10.5 HCIl, 1:45, pH 7.0 (Pharmacia) y se colectaron 70
fracciones de 2 ml c/u, hasta obtener el pH 7.0, posteriormente se aplicé el amortiguador
polybuffer 74 (1:8) de Pharmacia, pH 3.5 y s€ continuo la corrida (70 fracciones, 2 ml c/u)
hasta que presentaron un pH de 3.5 o menor, finalmente se aplicé una soluciéon de cloruro

de sodio 1M y se colectaron 20 fracciones, hasta observar el incremento gradual de pH.

Cromatoenfoque del extracto crudo y extracto glicoproteinico de adenohipdfisis bovino:
Una vez conocido el gradiente de pH de cada columna, como la temperatura adecuada de
corrida. se aplicaron 10 mg de extracto crudo, como de extracto parcialmente purificado
(EGP) de adenohipofisis bovina, para ello, los extractos sé€ resuspendieron en 3ml de
amortiguador de corrida (Pharmalyte 8-10.5 HC], 1:45, pH 7.0) y se agitaron por 2h a 4°C.
al termino se centrifugaron a 15000 x g /30 min. y los sobrenadantes, se aplicaron a cada
columna. Las columnas en las condiciones previamente descritas, sé eluyeron con los
amortiguadores Pharmalyte 8-10.5 HCI, 1:45, pH 7.0 (80 fracciones de 2ml c/u) y
polybuffer 74 (1:8), pH 3.5 (80 fracciones c/u), finalmente se aplicé la solucién de cloruro
de sodio (1M) y se colectaron 20 fracciones de 2 ml c/u, con el propdsito de observar todas
aquellas proteinas que no fueron eluidas con ningiin gradiente de pH. Durante el transcurso
de cada corrida cromatografica se determind el pH a cada fraccion asi como su densidad
Optica a 280 nm. Las fracciones que eluyeron entre el rango de pH 10.6-7.0 se
neutralizaron con 200 ul de TRIS-HCL 1.1M y las fracciones obtenidas entre el rango de

pH 6.9-3.5 y las obtenidas con cloruro de sodio se neutralizaron con imidazol 1.1M.

Suero bovino: Para conocer el patron de elucion de las isoformas de LH presentes en la
circulacién, se analizaron muestras de suero bovino de 3 animales en etapa de estro (50ml);
Cada muestra, fue sometida a una dialisis (4-Spectra/Por, membrane MWCO: 12-14000)
durante 24h, con tres cambios de agua desionizada cada 8h y posteriormente se liofilizaron.
De cada uno de los sueros dializados y liofilizados, se pesaron 100 mg y sé resuspendieron
en 3 ml de amortiguador de corrida vduranle 24h a 4°C con agitacion constante.
Posteriormente se centrifugaron a 15000 xg durante 30 min a la misma temperatura con el

propdsito de clarificar los productos y los sobrenadantes (2.5 ml) se aplicaron a cada
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columna de PBE-118 previamente equilibradas con trietilamina 0.025M pH 11.0, la
determinacién de pH, asi como de su densidad 6ptica a 280 nm de cada fraccién se realizo

como se seifialo anteriormente.
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