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RESUMEN

Nufez GFA, Garcia MJA, Pefia BC, Rios RFG, Barajas R. Téc Pecu Méx 2001;39(3)255-262. La placenta
es un organo esencial para el desarrollo del feto, y el crecimiento del mismo depende en gran medida
de la transferencia materna de proteinas para su diferenciacion y morfogénesis. En los tejidos placentarios
se encuentran presentes una gran variedad de hormonas y factores de crecimiento similares a la insulina.
Es posible que la concentracion de estas proteinas sea variable y dependa de la propia etapa de gestacion
y desarrollo fetal. Por lo que el objetivo de este trabajo fue extraer y cuantificar la fraccion granulo
secretoria (FGS) a partir de cotiledones de placenta bovina y establecer su relacion con el crecimiento
y la longitud fetal. Se utilizaron datos de 21 placentas y fetos en diferentes etapas de gestacién. La
extraccion de las proteinas de los cotiledones fue llevada a cabo por centrifugacion diferencial de
gradientes de densidad, y su cuantificacion por colorimetria. Los resultados mostraron que existe una
mayor concentracion de proteinas de la FGS durante la primera etapa de gestacion con relacion a la
cantidad y numero de cotiledones presentes en esta etapa. La conclusion, sobre la significancia bioldgica
de los resultados en el feto, es que la rapidez del crecimiento por aumento de peso o crecimiento relativo
es mayor en la gestacion temprana, y que la longitud fetal depende de la concentracién de proteinas en
la fraccion granulo secretoria.
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El crecimiento fetal depende en gran relacionados con los factores de creci-

medida de la transferencia materna de
proteinas para su diferenciacion y morfo-
génesis, procesos que estan estrechamente
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miento y con sus receptores(). En estas
condiciones, la placenta constituye un
organo esencial para el desarrollo del feto
durante la etapa de gestacion, ya que lo
une a la madre, ademas de intervenir en
la respiracion, nutricion, excrecion, y parti-
cipar en el intercambio metabdlico entre
los componentes fetales y maternos(@).

En afios recientes, se han acumulado
evidencias sobre la secrecion de péptidos
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de origen placentario a partir de la fusion
de la estructura coriénica con las células
epiteliales uterinas, este proceso ocurre en
las células binucleadas (BNC) maduras que
sintetizan y almacenan proteinas especificas
en los grénulos encargados de la secrecion
de hormonas placentarias(3). En este contexto,
diversos autores sefialan que las células
trofoblasticas tanto del tipo mononucleado
como binucleado, producen estradiol y
estrona(4), asi como las proteinas
especificas de la prefiez bovina(®), que son
producidas por las células trofoblasticas
binucleadas(®). Estas proteinas también se
han aislado con el propésito de diagnosticar
la prefiez en estado temprano(?).

Ademas de producir una gran variedad de
hormonas, también se encuentran presentes
los factores de crecimiento similares a la
insulina (IGF)®) en los tejidos fetales y
placentarios. Los IGF no s6lo participan
en el crecimiento fetal segun la disponi-
bilidad de glucosa, sino que también actdan
de manera concertada con hormonas
placentarias, regulando las actividades
metabolicas maternas, de modo que se
dispone de un suministro continuo de
sustratos para el desarrollo fetal®).

Es posible que la concentracion de estas
proteinas sea variable y dependa de
condiciones extrinsecas, como el estrés que
experimentan los animales gestantes, o bien
intrinsecas como la propia etapa de
gestacion y el desarrollo fetal.

Con base en los anteriores planteamientos,
el objetivo del estudio fue el de extraer la
Fraccion granulo secretoria (FGS) de los
placentomas de bovinos, en diferentes
etapas de la gestacion, para cuantificar la

concentracion de proteinas y establecer su
relacion con el peso y la longitud fetal.

El trabajo se realiz6 en el laboratorio de
bioquimica de la Facultad de Zootecnia,
de la Universidad Autonoma de Chihuahua.
La recoleccién de placentomas se realizd
en el rastro municipal de la ciudad de
Chihuahua. Aproximadamente veinte
minutos después del sacrificio de los
animales, se obtuvieron Uteros en diferentes
meses de gestacion. La edad del feto fue
estimada al medir la longitud craneo-
caudal, de acuerdo a la formula de Keller
citado por Vatti(10).

Para evaluar la concentracion de la FGS
por edad fetal, se utilizaron un total de 21
fetos bovinos en tres etapas de gestacion:
el primer tercio comprendiéo de 0 a 90
dias de gestacion, utilizdndose siete fetos
de diferente longitud y peso corporal, pero
todos dentro del mismo tercio; el segundo
tercio comprendié de los 91 a los 180
dias y se utilizaron siete fetos; y el tercer
tercio comprendi6 de 181 a 270 dias, con
otros siete fetos.

Al momento de abrir los dteros, los
placentomas fueron recolectados, contados
y pesados, mientras que los datos obtenidos
de los fetos fueron longitud, peso y deter-
minacion de la edad. Después de obtener
los placentomas, estos fueron almacenados
a una temperatura de 4 ©C vy trasladados al
laboratorio, donde la porcion fetal (cotile-
dones) fue separada de la porcion materna
(cartncula) mediante traccion manual
suave; luego se retird todo tejido adherido
hasta quedar completamente limpios;
posteriormente el cotiledon fue cortado en
trozos pequefios, de acuerdo con el
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procedimiento propuesto por Byatt(!1). Este
material se incubd en Medio 199 (Sigma)
a un pH de 7.2 (50 g de tejido/50 ml del
Medio) y fue homogenizado vigorosamente
por 2 h a 22 ©C. El material fue filtrado
a través de un cedazo, recuperandose el
tejido; se pesd y se tomd una muestra del
filtrado, el cual se colocé en tubos de
ensaye y se centrifugé a 350 xg durante 5
min a una temperatura de 4 °C.

El concentrado resultante fue medido y se
recolecté la segunda muestra (S1).
Nuevamente se centrifugo la suspension a
4,800 xg durante 15 min, el sobrenadante
se desechd y el precipitado se recolecto,
al tiempo que se obtuvo la tercera muestra
(S2). El material obtenido se lavd con
agua desionizada y se aplicd a un gradiente
discontinuo de Percoll (Pharmacia, Inc.)
con capas de densidad de 1.03, 1.04, 1.06,
1.08 g/ml de acuerdo a la metodologia
recomendada(2). Después de centrifugarse
a la misma velocidad, temperatura y tiempo
anterior, el material sedimentado en la capa
de densidad 1.04, se recuperd y se tomo
la cuarta muestra(S3). La fraccion restante
fue almacenada a —20 ©C para su posterior

utilizacion. En todos los casos las muestras
obtenidas fueron almacenadas en
refrigeracion para posteriormente
cuantificar la concentracion de proteina.

El contenido proteico de la FGS fue
estimado mediante la técnica de
Bradford(13). Las lecturas de absorbancia
se realizaron con un espectrofotémetro Bio-
Rad (Mod. 3550 Micoplate Reader), a una
longitud de onda de 595 nm. Una vez
obtenidas las lecturas, la concentracion de
proteina fue estimada mediante una curva
de calibracion previamente preparada con
albdmina sérica bovina.

Los andlisis estadisticos de la informacion
se dividieron en descriptivos para las
mediciones de recuperacion de proteina
en cada una de las fases del proceso de
extraccion, por cada etapa de gestacion
para las caracteristicas de F, S1, S2 'y S3;
ademas se realiz6 una comparacion de
medias por medio de la prueba de rango
multiple de Duncan(4), para lo cual se
utilizé un modelo lineal general(>), en el
que se consider6 el efecto de la
concentracion de proteinas y el efecto

Cuadro 1. Promedio de longitud y peso fetal, nimero y peso total de los cotiledones
y peso de la porcion fetal por etapa de gestacion de bovinos (Media =

EE)

Etapa de Gestacion

Primer tercio

Segundo tercio Tercer tercio

n=7 n=7 n=7
Longitud, cm 16.3+0.98 33.2+2.20 68.8+2.06
Peso, kg 0.32+0.05 6.20+5.50 21.00+7.90
Numero de cotiledones 70+2.40 106£2.31 114+2.80
Peso de cotiledones, g 65+2.1 2600+£315 56401368
Peso de la porcion fetal, g 50+4.8 992+99.6 1284+187
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clasificatorio de etapa de la gestacion.
Finalmente la relacion entre la concen-
tracion de proteina de la FGS y la longitud
y peso fetal se realizO6 mediante el
procedimiento de regresion(19).

En el Cuadro 1 se muestran los valores
obtenidos para la longitud y peso fetal por
etapa de gestacion, donde se observa que
a medida que transcurre la gestacion, se
incrementa el peso y la longitud del feto.
También se observa que en el primer tercio
de la gestacién, el nUmero y peso de los
cotiledones fetales tienen el valor mas bajo
en comparacion con el segundo y tercer
tercio, donde se mostraron los valores mas
altos para esta caracteristica.

En el Cuadro 2, se muestran los valores
de recuperacion de FGS por etapa de

gestacion y por fase de extraccion, y se
observa que la concentracion de proteina
en el material filtrado fue de 78.5 89.9 y
97.4 mg para la primera segunda y tercera
etapa de gestacion respectivamente, con
respecto a la centrifugacion a 350 xg; el
porcentaje de proteina recuperada en el
liquido sobrenadante fue del rango del 73.1
al 86.4. En el caso de la centrifugacion a
4,800 xg los porcentajes de recuperacion
tuvieron un rango del 27.0 al 27.5.
Finalmente el gradiente de densidad varid
del 11.6 al 13.8.

Las medias de la concentracion de proteina
por etapa de gestacion y fase del proceso
de extraccion se muestran en el Cuadro 3,
pudiéndose observar que la mayor
concentracion de proteina (97.4 & 4.9 mg)
obtenida en la fase del filtrado corresponde

Cuadro 2. Recuperacion de proteina de la FGS de la placenta bovina por etapa
de gestacion y fase de extraccion

Fase de extraccion Porcion CPT (mg/ml) CPR (mg) PRP (%)
Primer tercio de gestacion
Homogenizado Filtrado 2434.0 78.5 100.0
Centrifugacién 350 xg Sobrenadante 2367.3 61.5 78.3
Centrifugacion 4,800 xg Suspensién 2265.9 21.3 27.1
Gradiente de densidad, 1.04 g/ml FGS 1602.8 10.8 13.8
Segundo tercio de gestacion
Homogenizado Filtrado 2762.9 89.9 100.0
Centrifugacién 350 xg Sobrenadante 2761.0 77.6 86.4
Centrifugaciéon 4,800 xg Suspensién 2590.1 24.7 27.5
Gradiente de densidad, 1.04 g/ml FGS 1942.2 12.2 13.6
Tercer tercio de gestacion
Homogenizado Filtrado 3203.5 97.4 100.0
Centrifugacion 350 xg Sobrenadante 3061.1 71.2 73.1
Centrifugacion 4,800 xg Suspension 3047.3 26.3 27.0
Gradiente de densidad, 1.04 g/ml FGS 1542.0 11.3 11.6

FGS= fraccién granulo secretoria; CPT= concentracion de proteina; CPR= concentracién
de proteina recuperada; PRP= porcentaje de recuperacion de proteina.
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a los cotiledones fetales del ultimo tercio
de la gestacion, este valor (P<<0.05) fue
superior al obtenido en esta fase por los
cotiledones fetales de la placenta del primer
tercio de la gestacion. La concentracion
de proteina en el sobrenadante, después
de la centrifugacion a 350 xg fue de 77.6
mg en los cotiledones fetales de la placenta
del segundo tercio de la gestacion. Los
valores fueron diferentes de los que se
obtuvieron en esta fase de los cotiledones.

En el Cuadro 4 se muestran los valores de
la concentracion de proteina total por fase
del proceso de extraccion y por etapa de
gestacion, encontrandose que en cada

proceso de extraccion, la concentracién
de proteina total disminuye con relacion a
la cantidad de material fetal utilizado.

Las ecuaciones de regresion lineal
estimadas para peso (Y=1.379+0.006(x));
R2=022; P<<0.05) y longitud fetal
(Y=23.77+1.99(x)); R2=0.75; P<<0.01),
indican que el peso y la longitud del feto
dependen de la concentracion de proteinas.

De acuerdo con los resultados, el com-
portamiento de los valores de crecimiento
de peso fetal por etapa de gestaciéon se
explica en razon de que la rapidez del
crecimiento relativo dado por el aumento

Cuadro 3. Medias de los cuadrados minimos de la concentracién de proteinas
(mg) por etapa de gestacion y fase del proceso de extraccion (Media =+

EE)

Fase del proceso

Filtrado Sobrenadante  Suspensiéon Sedimento (FGS)
Etapa de gestacion:
Primer tercio 78.5+4.% 63.1+3.9 24.0+2.8 14.8+1.42
Segundo tercio 89.9+4.58b  77.6+4.72 24.7+2.8 12.2+1.48
Tercer tercio 97.4+4.92 71.2+4.23b 26.3+£3.1a 11.3+1.52

ab Ljterales diferentes dentro de las columnas indican diferencias(P<0.05) entre medias.
FGS= fraccién granulo secretoria

Cuadro 4. Concentracion de proteina total (g) por fase del proceso de extraccion
y etapa de gestacion (Media = EE)

Etapa de gestacion

Primer tercio Segundo tercio Tercer tercio

Fase del proceso:

Filtrado 0.08+0.01 1.78+0.12 2.50+0.18
Sobrenadante 1.60+0.11 0.77+0.06 1.41+0.05
Suspensién 0.02+0.00 0.49+0.02 0.67+0.02
Sedimento (FGS) 0.01+0.00 0.36+0.03 0.33+£0.02

FGS= fraccion granulo secretoria
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de peso, es mayor en las fases tempranas
de la gestacion, pero posteriormente
declina a medida que ésta avanza(16).

Los datos obtenidos indican que es posible
obtener una mayor concentracion de
proteina (FGS), durante la segunda etapa
de la gestacion con relacion a la cantidad
y nimero de cotiledones fetales presentes
en esta etapa (120 a 130 dias de gestacion),
donde alcanzan un gran tamafio(1?). Sin
embargo, conforme los cotiledones fetales
aumentan en nimero y tamafio, asi como
la cantidad de ceélulas binucleadas, la
concentracion de proteina aumenta. Se ha
observado(®), que las BNC se caracterizan
por ser una estructura que integra el
componente invasivo de la placenta de los
rumiantes y liberan su contenido,
generalmente hormonas de los granulos
secretorios, directamente en el tejido
materno, favoreciendo el suministro de
sustratos para el feto.

La rapidez del crecimiento por aumento
de peso o crecimiento relativo es mayor
en las fases tempranas de la gestacion y
declina a medida que esta avanza, mientras
que el incremento absoluto por unidad de
tiempo es de tipo lineal, hasta alcanzar la
maxima expresion a finales de la prefiez.

En bovinos, méas de la mitad del aumento
de peso fetal ocurre durante los dos ltimos
meses de la gestacion. Al término, el peso
del feto representa alrededor del 60 % del
peso total de los productos de la gestacion.
Esto se explica a partir del papel fisiologico
gue poseen las BNC, que participan en la
produccién y participacién de proteinas,
asi como la produccion de hormonas
esteroides(18),

Al migrar las BNC por medio de la
monocapa del trofoblasto y fusionarse con
las células uterinas(9) y las proteinas
séricas relacionadas con la prefiez, son
transportadas al tejido endometrial y a la
circulacion sanguinea materna(20). Por otra
parte la produccion secuencial de diferentes
proteinas de origen placentario, es un
indicativo de que las BNC, conforme
transcurre la prefiez, tienen diferentes
funciones en la implantacién de la placenta
y en el desarrollo subsecuente de las
vellosidades cotiledonarias(@).

Con base en los resultados obtenidos, se
concluye que la mayor concentracion de la
fraccion granulo secretoria se obtuvo
durante la primera etapa de gestacion en
relacion a la cantidad y numero de
cotiledones fetales. La significancia
bioldgica de estos resultados estan en
relacion a la velocidad del crecimiento, ya
que el aumento de peso o crecimiento
relativo es mayor al inicio de la gestacion,
ademas de que la longitud del feto depende
de la concentracion de proteinas.

EXTRACTION AND QUANTIFI-
CATION OF BOVINE PLACENTAL
SECRETORY GRANULES FRACTION
(PGSF) AT DIFFERENT PREGNANCY
STAGES AND ITS RELATIONSHIP TO
FETAL GROWTH AND LENGTH

ABSTRACT

Nufiez GFA, Garcia MJA, Pefia BC, Rios RFG,
Barajas R. Téc Pecu Méx 2001;39(3)255-262. The
placenta is an essential organ for fetal development;
fetus morphogenic and differentiation growth
depend principally on maternal protein transfer.
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A great variety of hormones and insulin like growth
factors exist in placental tissues. Thus the aim of
this work was to extract and quantify the placental
secretory granules fraction (PSGF) from placental
cotyledons and to establish its relationship with
the fetus growth and length. Twenty one different
pregnancy stage placentas and their fetuses were
used. Protein extraction from cotyledons was done
by differential gradient density centrifugation and
quantified by a colorimetric method. Results
showed that, in the first third of pregnancy exists
more PSGF protein concentration related to
quantity and number of cotyledons present in
placentas at this stage compared to other stages.
From the fetus data it can be concluded that a
faster weight or relative growth occur early in
pregnancy and that fetal length depends on (PSGF)
protein concentration.

KEY WORDS: Bovine, Secretory granules fraction,
Fetal growth, Stages of pregnancy.
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