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Se purificd hormona luteinizante bovina (bLH) de adenohipéfisis congeladas. La extraccidn se realiz6 con agua y
acetato de amonio-etanol, seguido de una purificacién secuencial por cromatografias en CM-celulosa y DEAE-
celulosa, con un rendimiento de 8.2 mg de protelna por Kg de adenchipéfisis. La movilidad relativa en electrofore-
sis nativa fue de 0.27, mientras que en SDS-PAGE en condiciones reductoras mostré un peso molecular de 35.4
kD. Su identificacién inmunolégica con Slot-blot, inmunoelectrotransferencia y radioinmunoandlisis se obtuvo con
un anticuerpo contra LH ovina (oLH-CSU-204). Con este procedimiento se obtuvo una bLH de pureza y actividad
inmunolégica adecuadas para desarrollar sistemas anallticos como el RIA,

Palabras Clave; Hormona Luteinizante Bovina, bLH, Gonadotropinas, Purificacion de gonadotropinas.

INTRODUCCION

La disponibilidad de sistemas analiticos
homdélogos para estudiar las concentracio-
nes hormonales durante los diferentes
estados fisiolégicos de los mamiferos que
alimentan al hombre, estd garantizada
cuando se cuenta con la hormona aita-
mente purificada para el desarrollo de
dichos sistemas.

En el caso de las hormonas hipofisiarias
bovinas, de las que se ha informado que
son poco activas en relacion a las de otras
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especies (1) no solo hay una escasa infor-
macién acerca de los procedimientos de
obtencién a partir de las hipéfisis de la
especie, sino que también es magra la
disponibilidad de los patrones de referen-
cia, segun se aprecia en los anuncios del
“National Institute of Diabetes and Digesti-
ve and Kidney Diseases" (NIADDK) en las
revistas cientificas (2).

La importancia de obtener hormona lutei-
nizante bovina (bLH) altamente purificada
radica en el hecho de que se trata de una
hormona clave en los procesos reproduc-
tivos de cualquier especie; que es de difi-
cil disponibilidad en el mercado y que es
una de las hormonas con mayor demanda
por los investigadores involucrados en el
estudio de la reproduccién animal. Asi, el
estudiar la fisiologia reproductiva de
bovinos con sistemas homoélogos evitaria
problemas de especificidad de especie .y
de exactitud para la cuantificacién de la
concentracion de la LH bovina, que se



presentan cuando se emplean sistemas
hetertlogos (3, 4).

La hormona luteinizante hipofisiaria se ha
extraido de varias especies: porcina (5),
ovina (6), rata (7), equina (8), mono (9) y
humana (10, 11), mientras que la bovina
fué extraida por Reichert (12)'y mas tarde
por Papkoff (11). Se trata de una glicopro-
teina que como la estimulante del foliculo
(FSH) vy la estimulante de la tiroides
(TSH), esta constituida por dos subunida-
des: alfa y beta, ambas glicosiladas y
unidas entre si por un enlace no cova-
lente, cuya secuencia de aminoAcidos
tiene semejanzas entre las diferentes
especies (13). De algunas de elias se
conoce su peso molecular (PM), punto
isoeléctrico (pl) vy se ha demostrado su
heteroyeneidad de carga (11, 14).

El objetivo del presente trabajo fue desa-
rrollar una metodologia eficiente para la
exiraccion y purificacion de ia bLH a partir
de su fuente natural (adenohipéfisis bovi-
‘nas), asi como su caracterizacion bioqui-
mica, con el fin de disponer de una
hormona que pueda ser utilizada en los
laboratorios de radioinmunoandlisis (RIA),

MATERIALES Y METODOS

Obtencién de la bLH.

Recoleccion de la Materia Prima: Se
colectaron 500 hipofisis de bovinos de
diferente edad y sexo, recién sacrificados
en el rastro de Ferreria. Las gléndulas se
depositaron en Nitrégeno liquido para su
transporte y en ¢l laboratorio se almacena-
ron a -70 C hasta su utilizacion.

Extraccion: Se disecaron los i6bulos ante-
riores (665g), que se licuaron y homoge-
neizaron en una solucidbn acuosa que
contenia al inhibidor de proteasas PMSF
- {Phenylmethanesulphonyifluoride) ai 0.02
%, pH 7.2. La extraccién y purificacion se
realizaron segun la técnica de Stockeil-
Hartree (10), modificada en el jaboratorio
2n la molaridad del segundo amortiguador
del intercambio catiénice. El extracto se
pentrifugé a 8000 rpm  {Refrigerated

Centrifuge, Sorvall RC5-B, Rotor GSA de
anguio fijo). Su sobrenadante se dializd
con un amortiguador de acetato de amo-
nio (Baker) al 10 % pH 5.1, con etanol
(Baker) en una relacion de 6:4, durante 48
horas y cambios cada 8 horas. El residuo
se exirajo dos veces con agitacién enérgi-
ca en el mismo amortiguador, durante 48
horas en presencia de PMSF, seguido de
centrifugacion como ya se sefialé antes.
Tanto al extracto acuoso inicial como los
sobrenadantes de la centrifugacion de ios
extractos salinos del residuo, se les ajustd
el pH a 51 con &cido acético glacial
(Baker); las proteinas se precipitaron con
dos volumenes de etanol, agregado gota a
gota y en agitacién magnética continua, la
que se prolongé una hora més, después
de afladido el etanol. La solucién se dejé
en reposo durante 48 horas, al cabo de las
cuales se sifoned el sobrenadante y el
precipitado se recuper$ por centrifugacion
a 8000 rpm. Este producto se designé
como extracto glicoproteico (GLP).

Purificaciéon: El GLP se aplicé a una
columna de Carboximetil-celuiosa (CM-
celulosa, Sigma) previamente activada y
equilibrada con acetato de amonio 0.005
M pH 5.1, que se eluy6 secuencialmente
con un gradiente discontinuo de: acetato
de amonio 0,005 M pH 5.1, acetato de
amonio 0.1 M pH 6.8 y acetato de amonio
1 M/glicina 0.1 M pH 9.5. Se obtuvieron
asli las fracciones observadas en la Figura
1. Por el comportamiento cromatogréafico
descrito en la literatura (15) asi como por
la electroforesis nativa, se sabe que la
fraccion CM-2ab contiene la mayor parte
de LH, por lo que el procedimiento de
purificacion que a continuacién se descri-
be, se refiere exclusivamenie a dicha
fraccion. Esta se repurificé en una colum-
na de intercambio aniénico, Dietil-etil-
aminoetil-celuiosa (DEAE-celulosa, Sig-
ma) y se eluyd con un gradiente escalona-
do de: Gly 0.1 M pH 9.5, acetato de
amonio 0.1 M pH 6.8 y acetato de amonio
1 M pH 5.1. Se obtuvieron asi las fracsio-
nes observadas en la Figura 2, las que se



dializaron con agua desionizada y se liofi-
lizaron. Todo el proceso de extraccion y
purificacion se realiz6 a 4 C.

Caracterizacién de la bLH

Cuantificacion de Proteina: Se hizo segun
el método de Lowry y col. (16), modificado
por Hartree (17) con una curva patrén de
albdmina sérica bovina y en concentracio-
nes de 10 a 100 ug/ml.

Electroforesis nativa en geles de poliacri-
lamida (PAGE): El patrén electroforético y
la movilidad relativa (Rf) de los productos
en cada paso de extraccién y purificacion,
asi como de la muestra pura, se obtuvie-
ron de geles en tubo, al 7 % pH 8.3, segln
la técnica de Nicoll y col. (18), a una
corriente constante de 1.5 mA (concentra-
dor) y 3 mA por gel (resolvedor).

Electroforesis en geles de Poliacrilamida-
Dodecil Sulfato de Sodio (PAGE-SDS):
Los pesos moleculares (PM) aparentes se
determinaron con electroforesis en placa
segun la técnica de Laemmli (19), a vol-
taje constante: 70 V en el gel concentrador
y 140 V en el resolvedor. Esta electrofo-
resis se realizé en condiciones no reducto-
ras y reductoras.

En ambos casos los geles se tifieron con
azul brillante de Coomassie R-250 al 0.02
% disuelto en isopropanol al 25 % y acido
acético al 10 %; la decoloracién se hizo
con isopropanol al 10 % / acido acético al
10 %.

Identificacién inmunolégica con slot-blot:
Se realiz6 segun la técnica de Towbin (15)
con modificaciones. Se utiliz6 una mem-
brana de nitrocelulosa (0.45 pm, Bio-Rad),
en una camara de Hybri-Slot (BRL-GIB-
CO). Se aplicaron 100 ng de las siguientes
hormonas: CM-2ab-DEAE1ab, bLH
(USDA-bLH-B-5, AFP-5500), FSH ovina
(NIADDK-FSH-RP-1, AFP-56790), FSH
humana (LER 907) y TSH ovina (NIH-
TSH-S8). Después de saturar la membra-
na de nitrocelulosa con PBS-BSA al 3 %,
se incub6é con un anticuerpo dirigido
contra LH ovina (CSU-204) a una dilucién

1:800 por dos horas a 4 C. Se realiz6 otra
incubacién con un segundo anticuerpo anti
IgG conjugado con peroxidasa (Zymed),
en una dilucién 1:500 a 4 C durante una
hora. El revelado se hizo con una solucién
de 4-cloro-1-naftol, 30 mg; metanol, 10 ml;
PBS, 50 ml; HyOo al 30 %, 50 pl. La
reaccién se par6 con agua desionizada.

Inmunoelectrotransferencia: Se llevé a
cabo segun la técnica de Towbin (15) con
modificaciones. Después de elaborar una
electroforesis en SDS-PAGE en condicio-
nes reductoras, el gel se transfiri6 a una
membrana de nitrocelulosa de 0.45 pm
(Bio-Rad), con un amortiguador de TRIS
25 mM, Gly 192 mM, metanol al 20 %, pH
8.3, a una corriente de 200 mA durante
sesenta minutos, en refrigeracion. La
membrana de nitrocelulosa se satur6 con
PBS-BSA 3 %; luego se incub6é con un
anticuerpo dirigido contra oLH (CSU-204)
diluido 1:1000, durante ciento ochenta
minutos. Después se incub6 con un se-
gundo anticuerpo de cabra dirigido contra
IgG de conejo conjugado con peroxidasa
de rabano (Bio-Rad) diluido 1:500, durante
noventa minutos. Finailmente el revelado
se realiz6 como se indic6 para el slot-biot.

Identificacién por RIA: Se realiz6 con un
RIA heterdlogo para bLH segun la técnica
de Niswender (4). En el ensayo se corri6
una curva de referencia con bLH pura
(USDA-bLH-B-5), en ia que se hizo una
incubacién por 24 horas con un primer
anticuerpo dirigido contra oLH (ZCSU-204)
diluido 1:30 000; se agregé 125I-bLH vy
después de cuarenta y ocho horas se
aiadi6 un segundo anticuerpo anti IgG de
conejo diluido 1:20. Al mismo tiempo se
corrieron seis concentraciones de la
fraccion CM-2ab-DEAE-1ab, comprendi-
das en el intervalo de la curva patrén y
con el mismo protocolo.

Los coeficientes de variacién (CV) intra e
interensayo, obtenidos con suero bovino
por duplicado y a tres niveles de désis
fueron: dosis alta (20.87ng) 6.26 % y
15.34 %, dosis media (13.45 ng) 4.23 % y



CUADRO 1. RENDIMIENTO DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS DURANTE EL PROCESO
DE PURIFICACION DE LA LH BOVINA, SEGUN LA TECNICA DE LOWRY (16)
MODIFICADA POR HARTREE (17). LOS DATOS SE REFIEREN A 1 KG: DE
ADENOHIPOFISIS.

MUESTRA RENDIMIENTO DE PROTEINA (mg)
GLP 1881
CM-2ab 359

8.2

CM-2ab-DEAE-1ab

CUADRO 2. COMPARACION DEL PROCEDIMIENTO DE PURIFICACION PARA LA
OBTENCION DE LA bLH SEGUIDO EN EL LABORATORIO, CON RESPECTO AL

INFORMADO POR EL "NATIONAL HORMONE AND PITUITARY PROGRAM".

USDA-bLH-B-5
(AFP 5500)

NIADDK-oLH-26
(AFP 5551-B)

(CM-2ab-DEAE-1ab)

Almacenamiento
Deslipidizacién

Homogenizacion

Extraccion

Purificacién

En congelacion
Con acetona

No se hizo

Con AcONHy y etanol pH 5.1
por 48 h

En CM-celulosa y DEAE-
celulosa; en CM-celulosa se
eluyé con AcONHy4 (no se
indica la concentracién) y en
DEAE-celulosa se eluyd con
Gly pH 9.5 {no se indica la
concentracion). En sephadex
G-100

A-70C
No se hizo

En presencia de inhibidores
de proteasas

Dialisis de 48 h con
AcONH4 10% etanol pH 5.1
y extraccion con el mismo
amortiguador por 48 h

En CM-celulosa se eluy6
con AcONH4 0.1 M pH
6.8. En DEAE-celulosa se
eluy6é con Gly 0.1 MpH 8.5




CUADRO 3. PESCS MOLECULARES CALCULADOS PARA LA biH PURIFICADA Y LA
blH Y oLH PATRONES. DETERMINADOS EN SDS-PAGE AL 12.5%, pH 86 EN
CONDICIONES NO REDUCTORAS..

biH oLH biH
USDA-bLH B-5 NIADDK-oLH-26 CM2ab-DEAE-1ab
(d) (d) (d)
* 95 000 * 95 000 * 97 000
* 87 000
70 700
* 48 900 * 48 900 * 48 900
33 800
* 30200 * 30200
16 900
* 10 400

* Bandas mayoritarias

.CUADRO 4. PESOS MOLECULARES CALCULADOS PARA LA biH PURIFICADA Y LA
bIH Y olH PATRONES. DETERMINADOS EN SDS-PAGE AL 12.5%, pH 8.6 EN
CONDICIONES REDUCTORAS..

biH oLH biH
USDA-bLH B-5 NIADDK-oLH-26 CMZ2ab-DEAE-1ab
(d) @ @
85 500 95 500
95 100
85 100
74 100 74 100
64 500
* 61600 * 61600
* 50 100 * 50100 50 100
41 600 41 800
* 35400
33100
* 31600 * 31600
* 21300 * 21300
* 15400
10 400

* Bandas mayoritarias




CUADRO 5. BANDAS OBTENIDAS DE UNA INMUNOELECTROTRANSFERENCIA. LA
INMUNOTINCION SE LLEVO A CABO CON UN PRIMER ANTICUERPO ESPECIFICO PARA
olLH (CSU-204) Y UN SEGUNDO ANTICUERPO ANT! IgG CONJUGADO CON PEROXIDASA

(Bio-Rad).
bLH blH- oLH
(CM-11ab-DEAE-1ab) (USDA-bLH B-5) (NIADDK-oLH-286)
(d) (d) (d)
74 000
61 600
50 100 50 100 50 100
41 600 41 600
35 400
15 400
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Figura 1. Cromatografia del Extracto Glicoprotéico (1.03 g de polvo / 837 mg de proteina / 28
mi} en una columna de CM-celulosa de 4.5 x 44 cm. Se colectaron fracciones de 5 ml a un flujo

de 25 ml/h
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10.37 %, dosis baja (0.92 ng) 548 % y
13.46 %, respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Los rendimientos de los productos obteni-
dos con el procedimiento descrito se
presentan en el Cuadro 1. Los dos prime-
ros extractos glicoproteicos dieron origen
a 1981 mg de proteina por kg de adenohi-
pofisis. La purificacién de estos extractos
en CM-celulosa (Fig.1) produjeron la
fraccién CM-2ab, con 358 mg de proteina
por kg de adenohipéfisis y su repurifi-
cacibn en DEAE-celulosa (Fig.2) dié
origen a 8.2 mg de proteina por kg de
adenohipéfisis de la fraccion CM-2ab-
DEAE-1ab.

Aungue el comportamiento cromatografico
en CM-celulosa fue semejante al obtenido
por Stockell-Hartree (10} en la fraccién
que contenia la LH, debe hacerse notar
que con la modificacién introducida (dismi

nucion de la fuerza i6nica del segundo
eluyente), se obtuvo una tercera fraccion
(Fig. 1), que por su movilidad electroforéti-
ca (datos no mostrados) sugiere aiferentes
propiedades acido-basicas alasdela LHy
su identificacién continda en este laborato-
rio. El rendimiento de la CM-2ab-DEAE-
1ab (bLH) es menor que el informado por
otros autores (12, 20), lo que puede
explicarse porque solamente se utilizd la
fraccién "CM-2ab-DEAE-1ab", la cual
corresponde a una parte de la proteina no
retenida en DEAE-celulosa, ya que se
encontré con PAGE, que las fracciones
"CM-2ab-DEAE-1¢" y "CM-2ab-DEAE-1d"
(Fig.3) estaban aparentemente
contaminadas con un componente menos
catiénico que la banda considerada como
LH (20, 21, 22). El rendimiento obtenido
en este trabajo es semejante ai informado
para la LH de rata (23) y la LH equina
{12), y menor que el de la LH ovina (20) y
de ta porcina (5). A pesar de este bajo
rendimiento, lo obtenido es suficiente para
caracterizar la hormona, para inducir sy
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anticuerpo, asi como para desarrollar su
correspondiente sistema analitico de RIA
yfo ELISA. :

El patron electroforético del GLP (Fig.4)
es similar al informado por Stockell-
Hartree (10) y Cheng (21). La CM-2ab-
DEAE-1ab dio lugar a una sola banda
catiénica, homogénea, con una movilidad
relativa de 0.27, como lo informan Ward
(22); Papkoff (20) y Cheng (21). Courte
(24) observ6 heterogeneidad electroforéti-
ca de la bLH, lo que también se ha obser-
vado en este laboratorio, cuando el pro-
ducto final se somete a una dialisis alcali-
na de elevada fuerza idnica (resultados no
mostrados).

Debe hacerse notar que cuando se
compararon la bLH purificada en el labora-
torio y los patrones de LH en PAGE (Fig.
5), se observé en estos Ultimos una banda
mayoritaria con una movilidad electroforé-
tica mas catidnica (Rf = 0.08) que la
presentada por la fraccion CM-2ab-DEAE-
1ab. Ademas, los patrones a diferencia de
la hormona purificada en el laboratorio,
mostraron otras bandas de caracter
aniénico, con movilidades relativas de 0.3
y0.4.

La diferencia entre la movilidad electro-
forética de la banda mayoritaria de los
patrones y Ia fraccién CM-2ab-DEAE-1ab,
se podria explicar por el efecto de las
diferencias en los procedimientos de
obtencién de ta LH; es decir, mientras los
patrones se obtuvieron con la técnica
clasica descrita por Stockell-Hartree
(datos indicados en las especificaciones
del NIADDK), la fraccién CM-2ab-DEAE-
1ab se obtuvo con un procedimiento
semejante con algunas modificaciones
(Cuadro 2).

Estas diferencias pudieron influir en las
propiedades fisicoquimicas de la hormona,
dando como resultado el comportamiento
observado en la electroforesis nativa en
PAGE.

Por otro lado, se podria pensar cue la
fraccion CM-2ab-DEAE-1ab v los patrones
son varianies de la hlLH, nues Matteri (11)
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Figura 2. Cromatografla de la fraccién CM-2ab (282 mg de poivo / 239 mg de proteina / 14
ml) en una columna de DEAE-celuiosa de 1.2 x 42 cm. Se colectaron fracciones de 3 ml a un

flujo de 24 mi/h

informé la purificacién de las variantes de
LH equina con patrones electroforéticos
semejantes tanto a la banda mayoritaria
de bLH y oLH patrones, como a la fraccion
CM-2ab-DEAE-1ab  en  electroforesis
nativa en PAGE. Ademés, cuando
Peckman (26) purificé LH humana con la
técnica de Stockell-Hartree, separé 3
componentes en electroforesis nativa en
PAGE: de estos componentes, el mas
activo tiene el mismo patron electroforéti-
co en PAGE que la hormona purificada en
¢l laboratorio.

Por otra parte, en el caso de la bLH y oLH
patrones, la presencia de bandas mas
aniénicas que ia mayoritaria y su ausencia
en la fraccibn CM-2ab-DEAE-1ab, sugiere
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que la hormona purificada en este labora-
forio estd menos contaminada que ios
patrones.

Cuando la fraccion CM-2ab-DEAE-1ab y
los patrones de bLH (USDA-bLH-B-5 AFP
5500) y oLH (NIADDK-0lLH-26) se analiza-
ron con el sistema electroforético SDS-
PAGE en condiciones no reducioras
(Fig.8) y reductoras (Fig. 7) se resolvieron
las bandas cuyo PM se muestra en los
cuadros 3y 4.

Puede observarse que en condiciones no
reductoras, las tres hormonas producen
formas agrupadas de alto peso molecular,
en particular la bLH del laboratorio. En
condiciones reductoras, parece haber
predominio de formas agrupadas en las



Figura 3.Electroforesis discontinua en PAGE al 7 %, pH 8.3 de alicuotas (100 ng) de las fracciones no retenidas
en DEAE-celulosa. (1) CM-2ab-DEAE-1ab; (2) CM-2ab-DEAE-1¢; (3) CM-2ab-DEAE-1d.

Figura 4.Electroforesis discontinua en PAGE al 7 %, pH 8.3 de alicuotas (100 pg) de las fracciones obtenidas
durante el procese de purificacion de la LH bovina. (1) Extracto Crudo; (2) Extracto Glicoprotéico; (3) CM-2ab.; (4)
CM-2ab-DEAE-1ab

Figura 5.Electroforesis discontinua en PAGE al 7 %, pH 8.3 de la LH bovina purificada en el laboratorio y LH

patrones (100 pg). (1) LH bovina {CM-2ab-DEAE-1ab); (2) LH bovina patrén (USDA-bLH B-5, AFP 5500); (3)
LH ovina patron {NIADDK-0LH-26, AFP 5551B).

Figura 6.Electroforesis discontinua en SDS-PAGE al 12.5 %, pH 8.6 en condiciones no reductoras. (1) LH ovina
patrén (NIADDK-oLH-26, AFP 856518, 70 ug); (2) LH bovina patrén (USDA-bLH-BS, AFP 5500, 70 ug); (3) LH
bovina purificada en el laboratorio (CM-2ab-DEAE-1ab, 70 ug); (4) Marcadores de peso molecular (Bio-Rad, 12 p
9)-
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hormonas patrones, no asi en la bt.H del

laboratorio en la que se observan., pocos.

-En el caso de |a fraccion CM-2ab-DEAE-

agregados, mientras: qus s ‘enriquecen -

las bandas de 35 400 y la de 15 400 d.

Se debe hacer notar que el PM informado
(2) para los patrones es de.aproximada-
mente 19 000 d en condiciones reducto-
ras, 1o cual no se reproduce en el labora-
torio bajo las mismas condiciones. Esto se
debe posiblemente al almacenamiento
prolongado de dichos patrones. La deter-
minacién del PM por otros autores (23, 24,
27) obtenido mediante electroforesis en
SDS-PAGE, ultracentrifugacién y osmo-
metria para la blH y 1a oLH va desde 26
000 a 34 000 d. Con estos antecedentes,
se podria pensar que el monémero de la
fraccion CM-2ab-DEAE1ab corresponde a
la banda de 33 800 d en condiciones no
reductoras y a la de 35 400 d en reducto-
ras. Por otro lado, 1a presencia de bandas
de alto PM en la fraccion CM-2ab-DEAE-
1ab, podria corresponder a agregados de
PM ya que en condiciones reductoras
estas desaparecen casi en su totalidad y
se enriquece ia banda de 35 400 d (Fig. 6
y 7).

Cuando se analizaron la CM-2ab-DEAE-
1ab y las glicoproteinas patrones en
presencia de un anticuerpo contra olLH
(CSU-204) en el sistema de slot-blot, se
ocbservé una reaccion positiva entre el
anticuerpo utilizado y las bLH, tanto la
obtenida en el laboratorio como los patro-
nes, mientras que con las otras hormonas
glicoproteicas la reaccion fue débil (Fig.8).
Esto indica que la fraccidon CM-2ab-DEAE-
1ab es LH y que la débil reaccién obser-
vada con las otras hormonas, se debe a
que éstas estan contaminadas con LH o a
que comparten determmantes antigénicos
_ conlalH.

La inmunoelectrotransferencia de 1a
fraccion CM-2ab-DEAE-1ab y de las LH
estandar, tanto bovina como ovina (Fig.
9), con el anticuerpo estandar ovino (CSU-
204), mostrd reconocimiento para las
bandas mostradas en el cuadro 5.

-
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.13,-1a banda-de 50-100- d podria ser un

agregado resultado’ de uniones débiles -
puesto que no se desagrega en condicio-
nes reductoras-; la banda de 35 400 d
podria cofresponder al mondmero como
ya se habia indicado mientras que la de
15 400 d probablemente se trate de una
de ias subunidades de ia hormona, pues
ademés el PM de esta banda se encuentra
entre los PM reportados para las subuni-
dades de la bLH (13). En el caso de ias
bandas que no fueron’ reconocidas por el
anticuerpo, la banda de 64 600 d podria
ser un contaminante; la banda de 10 400 d
podria ser el resultado de la fragmentacion
de la bLH durante el proceso de purifica-
cién o un contaminante.

Finalmente, la fraccidbn CM-2ab-DEAE-1ab
fue inmunoreactiva en un sistema de RIA
heterdlogo para bLH, realizado segun la
técnica de Niswender (4). Como se
cbserva en la Fig. 10 la curva de despla-
zamiento de la fraccion CM-2ab-DEAE-
1ab no solo es paralela sino que hay
identidad con respecto a la curva patrén
de bLH (USDA-bLH-B-5 AFP 5500) en un
RIA heterdlogo.

Esto, aunado a las evidencias del siot-biot
y de la inmunoelectrotransferencia en
donde se enfrentd a la hormona purificada
y a los patrones (USDA-bLH/B-5 vy
NIADDK-olL.H-26) con un anticuerpo
dirigido contra olLH (CSU-204), confirma
que la fraccion CM-2ab-DEAE-1ab es
bLH.

Se puede concluir que se desarrolld una
metodologia confiable para [a extraccion y
purificacién de la hommona luteinizante
bovina a partir de hipdfisis frescas.
Mediante ésta, se obtuvieron cantidades
suficientes de bLH de pureza adecuada
para desarrollar sistemas analiticos tal
como el RIA homdlogo para bovinos.

En electroforesis nativa, la bLH se resolvié
en una bhanda homogénea con un Rf de
0.27. La inmunoelectrotransferencia de
esta fraccion, revelé que la heteroge-
ne:dad obsewada en SDS-PAGE cofres- -
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Figura 7.Electroforesis discontinua en SBS»PAGE al 12.5 %, pH 8.6 en condiciones reductoras. (1) LH
ovina patrén (NIADDK*OLH»QS AFP 56518, 70 ugy, () LH Bovina patrén (USDAWLH-BS, AFP 5500, 70 ug);

{3) LH bovina' ’pmﬁcada en el laboratosio {CM&b-DEAE 1ab“ 70.49); (4)Mcadomsﬂe peso molecular
{Bio-Rad, 12 pg).

Figura 8.8iot-blot de la LH bovim punﬁcada (CM-2ab-DEAE1ab) y olras glicoproteinas, en presencia de
anticuerpo para LH ovina (CSU-204). (1) y (2) CM-2ab-DEAE-1ab; (3) LH bovina patrén (USDA-bLH B-§,

AFP 5500); {4) FSH ovina patrén (NJAMDD-FSH-RP-1); {5) FSH humana pateon (LER 907); (6) TSH ovina
patron (NIH-TSH-S8); (7) Cortrol

Figura 8.Inmunoefectrotransferencia de la LH bovina punf icada y de patrones de LH (1) LH ovina patrén
(NIADDK-0LH-26, AFP 58518); (2) LH bovina patrén (USDA-bLH-BS, AFP 8500; (3) LH bovina purificada

(CM-2ab-DEAE-1ab, 70 g); (4) GM-2ab; (5) Exéredto- W 6 Extracto Cnulo. Se tilizé el mismo
'anﬂcuerpo indicado para ek Siot-biot (Fig. 8).-

‘ f’%wa ¥ Curea Patein oblenica te v RIA mogem B LH “botira-tUSDABLH-8S, AFP 5500); -

IhLH , LH bovina pace yodaskin sUSOADLH-I1, AFP £0D0); ter Asticeerpi-.obnira oLM (C5U-204)
'mm:ummmmu :oaoo éakmcmwawigc damomcam,dnuido 1:20. o Curva
Patrén; 'CM-Eab—DEAE-mb : i
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ponde a formas agrupadas de bLH y
probablemente a las subunidades; dado
que no todas las bandas fueron reconoci-
das por el anticuerpo, es posible que la
fraccién CM-2ab-DEAE-1ab no sea com-
pletamente pura.

Tanto el Rf como el PM de la bLH son
semejantes a los de la bLH, oLH y hLH en-
contrado por otros autores.

Finalmente, la bLH purificada asi como la
bLH estandar mostraron reaccién positiva
en un sistema de slot-blot, no asi las otras
hormonas glicoproteicas patrones analiza-
das.

Se encontré identidad entre la fraccién
CM-2ab-DEAE-1ab y el estandar USDA-
bLH-B-5 en un RIA heterélogo.

Todos esios datos permiten afirmar que se
cuenta con una bLH altamente purificada

- con actividad inmunolégica, y que por lo
tanto, se tiene ya parte de la materia
prima para desarroliar sistemas analiticos,
atiles para la cuantificacion de ia concen-
tracion de LH en estudios de reproduccion
en bovinos.
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SUMMARY

Bovine luteinizing hormone (bLH) was
plrified from frozen pituttary glands. The method
involved an exraction with water and ammonium
acetate-ethanol pH 5.1 buffer, foliowed by CM-cellulose
and DEAE-cellulose chromatographies. The vyield of
bLH was 8.2 mg/kg of tissue. When analized by disc
electrophoresis at pH 8.3 the hormone migrated as an
homogeneous band with a relative mobility of 0.27. The
molecular weight of the monomeric form was 35.4 kD
by SDS-PAGE under reducing conditions. The
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immunological identification of bLH was made by slot-
blot, immunoblot and a radicimmunoassay with an
antibody against ovine LH (CSU-204). The procedure
has allowed the isolation of bovine luteinizing hormone
with enough purity and immunoreactivity to develop
analytical systems as radicimmunoassay (RIA),

Key Words: Bovine Luteinizing Hormone, - bLH,
Gonadotropins, Gonadotropin Purification.
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