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RESUMEN  

GIOVANNA LEÓN LEGASPI. Identificación de glicoproteínas asociadas a la gestación 

(PAGs) en extractos parcialmente purificados de placenta ovina (bajo la dirección de la Dra. 

Griselda Valdéz Magaña y el Dr. José Gerardo Perera Marín) 

Las glicoproteínas asociadas a la gestación (PAGs) se expresan en la placenta como 

una serie de isoformas. El presente estudio tiene como objetivo aislar isoformas e identificar 

mediante el sistema Western blot, PAGs de diferente peso molecular en extractos 

parcialmente purificados de placenta ovina. Previo al desarrollo del estudio, se obtuvieron 

las glicoproteínas presentes en placentomas de 100 días de gestación mediante una 

precipitación con una solución saturada de sulfato de amonio hasta obtener una concentración 

final del 40% (PAG40). Este precipitado de proteínas fue purificado en el intercambiador 

iónico DEAE-Sephacel mediante un gradiente escalonado de NaCl (20, 40, 80, 160 y 1000 

mM). A partir de este momento, las fracciones recuperadas con 80 y 160 mM de NaCl se 

repurificaron mediante el cromatoenfoque utilizando al intercambiador iónico PBE-118 

equilibrado a pH 11. Las fracciones obtenidas de esta corrida cromatográfica se eluyeron con 

un gradiente de pH (3.5 a 11.0) y se analizaron mediante la técnica de Western blot, utilizando 

el anticuerpo primario PAG1-NBP2-56541 a una dilución 1:1000 que se incubó por 20 horas 

a 4 °C. El inmunodiagnóstico se determinó con la aplicación de un anticuerpo secundario 

acoplado a fosfatasa alcalina a una dilución 1:5000 y el revelado de las bandas de proteína 

se llevó a cabo con un estuche comercial (Bio-Rad). Con los procedimientos, el 

cromatoenfoque y el Western blot, se logró identificar tres proteínas inmunoreactivas a PAGs 

con peso molecular de 130.0, 53.0 y 28.0 kDa con una predominancia de la proteína de 53.0 

kDa que presentó un punto isoeléctrico de 4.96.  

Palabras clave: Glicoproteínas asociadas a la gestación (PAGs); Inmunotrasferencia; 

Cromatoenfoque. 
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1 INTRODUCCIÓN  

Las glicoproteínas asociadas a la gestación (PAG´s por sus siglas en inglés) se 

identificaron y estudiaron inicialmente en la especie bovina, estas proteínas recibieron el 

primer nombre como "proteínas específicas de la preñez del tipo B (PSPB)" o "proteínas 

específicas de la preñez con peso molecular de 60,000 Da (PSP60)" (Butler et al. 1982, Sasser 

et al. 1986, Zoli et al. 1991, 1992, Mialon et al. 1993, 1994). En la actualidad, las evidencias 

científicas muestran claramente que las PAG´s están integradas en una familia de 

glicoproteínas con características fisicoquímicas particulares que se comparten entre 

especies, entre ellas conservan sus sitios específicos de glicosilación.  

Esta familia de glicoproteínas desde el punto de vista filogenético se divide en dos 

clases, las llamadas "antiguas" que incluye a PAG 2 y PAG 8, se estima que tienen más de 

80 millones de años de existencia, se expresan en células mono y binucleadas del trofoblasto; 

la clase de las "modernas" o "recientes" que incluyen PAG 1, PAG 3, PAG 4, PAG 5, PAG 

6, PAG 7, PAG 9, PAG 10 y PAG 11 con 52 millones de años  (Hughes et al. 2000; Green 

et al. 2000, Tandiya et al. 2013) expresadas únicamente en células binucleadas; aunque 

ambos grupos de glicoproteínas coexisten dentro del trofectodermo. Para el caso particular 

de los rumiantes, el grupo de PAG´s modernas predominan (Telugus et al. 2009).  

Como miembro de la familia de la proteína aspártica (Davies 1990, Dunn 2002) el 

gene de la familia de las PAG´s se considera como una duplicación y expansión del gene de 

la pepsina y da origen a una secuencia de aminoácidos similar en un 50% con la catepsina D 

y E que surgió de la duplicación de un gen ancestral similar al pepsinógeno A (Hughes et al. 

2003). A pesar de contar con similitud a proteínas aspárticas, las primeras PAG clonadas de 

la placenta con una estructura bi-lobulada, con un sitio específico similar a pepsina capaz de 

unir pequeños péptidos, presentaron un sitio catalítico enzimáticamente inactivo, sin 

embargo existen evidencias que señalan que durante la preñez esta actividad puede estar 

presente (Guruprasad et al. 1996; Xie et al. 1997). 

En lo que respecta a la especie ovina, las primeras PAG´s identificadas se 

denominaron SBU-3 (Gogolin Ewens et al. 1986) y posteriormente PAG (Mialon et al. 
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1994). Su peso molecular oscilo en un rango de 43 a 70 kDa con puntos isoélectricos entre 

4.0 a 6.8 (Xie et al. 1995, El Amiri et al. 2004). Al momento se han caracterizado al menos 

11 tipos de ADN complementarios que designan a cada miembro como ovPAG1 a ovPAG 

11. Cada una de estas glicoproteínas están presentes a lo largo de la gestación, pero en 

distintos momentos y concentraciones, por ejemplo, ovPAG2 parece ser la única en 

expresarse al día 13, ovPAG5 y 7 son detectables al día 16, en tanto que ovPAG 3, 6, 8 y 9 

se expresan más tardíamente (Ranilla et al. 1994). La revisión de Szafranska 2006 describe 

un panorama más claro de este fenómeno y evidencias descritas por Ujjawala Tandiya 2013 

confirman este comportamiento en la especie caprina.  

La expresión y localización de la familia de las PAG´s indica claramente que están 

presentes principalmente en tejido placentario; por ejemplo, en los rumiantes que se 

caracterizan por presentar una placenta de tipo sinepiteliocorial o sindesmocorial, integrada 

por dos principales grupos de células: las células mono y binucleadas del trofoblasto, ambos 

tipos celulares son responsables de sintetizar, almacenar y secretar dichas glicoproteínas. A 

este respecto, estudios de hibridación in situ por Garbayo et. al. 2000 y Green et. al. 2000, 

muestran claramente la expresión de algunos miembros de PAG´s en placentomas de 

rumiantes, particularmente en células mono y células grandes binucleadas del trofoblasto. 

Esta serie de estudios supondría un patrón de distribución diferencial entre isoformas, sin 

embargo con el empleo de anticuerpos primarios específicos para cada miembro de la familia 

de PAG´s se demostró que no es un evento tan simple, por ejemplo, algunas PAG´s como  

PAG 4, PAG 5 y PAG 10  aunque están presentes en todas las células del trofoblasto, se 

restringen únicamente en las células binucleadas (Brandt et al. 2007), mientras que otro 

miembro como la PAG 8 se encuentra exclusivamente en las células mononucleadas 

(Wallace et al. 2015). 

En conclusión, podemos señalar que como grupo de glicoproteínas, las PAG´s se 

encuentran a lo largo del periodo de gestación con una presencia espacio-temporal 

característica de cada una de ellas. El perfil de expresión de cada PAG puede diferir 

sustancialmente entre ellas y entre especies (Patel et al. 2004, Telugu et al. 2009, Touzard et 

al. 2013). Finalmente, el nivel de complejidad estructural se da entre una variedad de PAG 
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de rumiantes entre la expresión de células-específicas (mononucleadas vs. binucleadas) y su 

localización.  

1.1 CARACTERÍSTICAS DE PAGs OVINAS  

 Las PAG´s sintetizadas y secretadas por la placenta de la especie ovina cuentan con 

solo ocho genes identificados (Barbato et al. 2013; Garbayo et al. 2008). Los estudios que 

describen el proceso de obtención y purificación de estas proteínas mediante métodos 

convencionales de purificación a partir de placentomas colectados en diferentes periodos de 

gestación nos indican la presencia de distintas isoformas. A este respecto, Atkinson et al. 

1993 identifica y aísla de placentomas de 100 días de desarrollo al menos tres variantes de 

carga de estas proteínas con pesos moleculares de 57.0, 62.0 y 69.0 kDa con una similitud 

entre ellas del 61 y 78% en la región del amino terminal. Por su parte Xi et al. en 1997, 

identifica en cortes histológicos de placenta de borrega de 100 días de gestación cuatro 

PAG´s con diferente peso molecular 55.0, 60.0, 61.0 y 65.0 kDa respectivamente. El Amirí 

y colaboradores en el 2003, reportan el aislamiento y la purificación de tres variantes de 

glicoproteínas con peso molecular de 55.0, 57.0 y 59.0 kDa con secuencias de aminoácidos 

distinta pero un patrón similar en la secuencia consenso de los sitios de sulfatación y 

glicosilación a otras PAG´s. Para 2004, el mismo grupo (El Amirí et.al. 2004) aísla y 

caracteriza ocho PAG´s presentes en los placentomas de 60 y 100 días de gestación, los datos 

indicaron proteínas de 55.0 a 66.0 kDa, en donde cada una de ellas presentó isoformas con 

puntos isoeléctricos que oscilaron entre 4.0 y 6.8. El análisis de secuencias N-terminal de 

estas proteínas confirmó que cuatro de ellas coincidieron con PAG´s previamente reportadas 

y las otras cuatro restantes no se habían identificadas en ese momento. 

1.2 FUNCIÓNES DE LAS PAGs 

Al igual que el lactógeno placentario y proteínas relacionadas con la prolactina, las 

PAG´s se localizan dentro de los gránulos secretorios de células mono y binucleadas del 

trofoblasto (Duello et al.1986, Faria et al.1990, Xie et al. 1991, Green et al. 2000, Patel et 

al. 2004a). Su liberación de los gránulos secretorios permite establecer un contacto al tejido 

conectivo útero-materno para desempeñar su función, por otro lado en muchas de ellas pasan 
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al torrente circulatorio de la madre hasta llegar a su órgano blanco. (Sasser et al. 1986, Zoli 

et al. 1992, Green et al. 2005). 

Las funciones de la familia de las PAGs no son del todo conocida, sin embargo, algunos 

estudios indican su potencial participación en el desarrollo de la placenta, mantenimiento de 

la gestación, prevalencia del embrión, también se cree que su acumulación a lo largo de la 

gestación podría servir como un puente molecular (Wooding et al. 2005). Con respecto a la 

actividad proteolítica es clara la relacionada con los factores de crecimiento (Munger et al. 

1998, Rifkin et al. 1999, Moussad et al. 2002) y también esta proteína participa en la 

modulación inmune e hipotetizada como un regulador local inmunosupresivo, efecto que 

puede estar involucrado en el fenómeno de histocompatiblilidad en la unidad feto-materno. 

(Dosogne et al. 2002; Telugu et al. 2010; Pohler et al. 2013). Otra posible actividad es la 

luteotrópica según Del Vecchio et al. 1996 y Weems et al. 1998, está glicoproteína inicia la 

liberación de prostaglandina E2 y progesterona de células lúteas y células endometriales. 

2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Las opciones para realizar un diagnóstico de gestación son diversas y se ajustan a las 

posibilidades y necesidades de cada productor. Una estrategia reciente consiste en la 

cuantificación de las PAG´s presentes en diferentes fluídos biológicos como el suero, la orina 

y la leche de animales gestastantes. Esta cuantificación se ve favorecida por el hecho de que 

esta serie de glicoproteínas se presentan de forma muy temprana en la gestación y también 

se ha asociado sus niveles con el estado del feto, su viabilidad y tipo de sexo (Barbatos et. 

Al. 2022). Luego entonces es evidente suponer una gran ventaja para los ovinocultores ya 

que el diagnóstico de gestación temprana permite reducir los días abiertos, y evitar así mandar 

hembras gestantes no detectadas al rastro y darle seguimiento de forma oportuna a hembras 

primerizas. 

Sin embargo, existen desventajas de este método, por ejemplo, falta de desarrollo y 

accesibilidad por sus altos costos, aunque existen estuches comerciales que miden PAG en 

diferentes fluidos biológicos estos son especie-específicos lo que reduce la confiabilidad 

cuando se analizan entre especies heterólogas. Por otro lado, la familia de las PAGs cambia 
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de tipo de isoforma, concentración y estructura a lo largo de la gestación, por lo que las PAGs 

que se presenten al inicio de la gestación muy probablemente en el último tercio de la 

gestación habrán disminuido su concentración y una PAG distinta será la predominante. 

Por lo tanto, con el intento de desarrollar un sistema de diagnóstico que permita ser usado 

de manera rutinaria en el campo necesitamos primeramente obtener y caracterizar PAGs de 

extractos de placenta que nos sirvan como referencia para generar sus correspondientes 

anticuerpos y así poder desarrollar un sistema de diagnóstico que pueda ser utilizado 

fácilmente a nivel del campo.  
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3 HIPÓTESIS 

Con la técnica de Wester-blot, se podrán identificar proteínas de diferente peso molecular 

inmunorreactivas a las glicoproteínas asociadas a la gestación (PAG) en extractos purificados 

de placenta ovina.  

4 OBJETIVO GENERAL 

Identificar glicoproteínas asociadas a la gestación de diferente peso molecular en extractos 

parcial y purificados de placenta ovina. 

 

4.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Desarrollar la técnica de Wester Blot o inmunotrasferencia a partir de fracciones de proteína 

purificada de placenta ovina. 

Desarrollar la técnica de cromatoenfoque para la identificar el punto isoeléctrico de las 

proteínas. 
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5 MATERIAL Y MÉTODOS 

El presente trabajo desarrollo la técnica de inmunotransferencia o Western Blot y el 

cromatoenfoque a partir de proteínas que fueron extraídas y purificadas con anterioridad en 

el Laboratorio de Endocrinología del Departamento de Reproducción de la de la Facultad de 

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM (FMVZ- UNAM), siguiendo el método de 

El Amiri (2003) y modificado por Nava et al. (2019), ver Esquema 1. En breve, a partir de 

una placenta ovina de 100 días de gestación, se disecaron aproximadmente 50 cotiledones, 

los cuales se homogeneizaron  con una solución de fosfato de potasio (10 mM), pH 7.6 que 

contenía KCl (100 mM) y fenil-sulfonil-metil-fluoruro (20mM). Las proteínas presentes en 

el extracto placentario se precipitaron con una solución saturada de sulfato de amonio hasta 

obtener una solución al 40% y 80% de saturación, fracciones llamadas PAG40 y PAG80, 

respectivamente. La fracción de proteína PAG40 se purificó en el intercambiador iónico 

DEAE-SEPHACEL a 4ºC, pH 7.6 (ver Figura 1) y cuyo patrón electroforetico de cada 

fracción obtenida durante el gradiente de NaCl se presenta en la Figura 2. Las fracciones de 

PAG40 que obtuvieron con 80 y 160 mM de NaCl (PAG 40-80 y PAG 40-160 mM, 

respectivamente) se analizaron mediante la técnica de inmunotransferencia o Western blot. 

Una vez obtenido el patrón, las fracciones se purificaron en una cromatografia de exclusión 

molecular (ver Figura 3) y una vez recuperada la fracción pura se analizó mediante el 

cromatoenfoque para obtener e identificar isoformas de la proteína que se identificaron 

mediante la inmunotransferencia. 
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Esquema 1. Procedimiento de extraccion y purificacion de PAG tomado de Nava et al 2019. modificado en este estudio. 
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Figura 1:Patrón cromatográfico de la fraccion PAG40 en el intercambiador aniónico (DEAE-Sephacel). 

La columna (1.5 di x 27 cm) se equilibró con Tris-HCl 0.010 M, pH 7.6 con un flujo de 60 ml/h. La columna 

recibió 39 mg de proteína que se eluyeron con un gradiente escalona de NaCL, cuyo patrón de elución de la 

proteína se monitoreo a 280 nm. Fracciones de 4 ml se colectaron. La fracción de proteína no retenidas en la 

columna (pico I) eluyó con el amortiguador de equilibrio; las fracciones de la II a la VI se obtuvieron con el 

gradiente de NaCL (20, 40, 80, 160, 320 y 1000 mM, respectivamente). Al término de la corrida cromatográfica, 

cada pico de proteína se dializó (cut-off 12-14kDa) contra bicarbonato de amonio 0.005M, pH 8.0 por 48 horas 

con cambios cada 8h y finalmente se liofilizó. 

 

Figura 2. Patrón electroforético de las fracciones de proteínas recuperadas durante a purificación de la PAG40. 

Electroforesis discontinua (SDS-PAGE) al 10% pH 8.6. Patrón electroforéticos de las fracciones de proteínas 

recuperadas durante la purificación de la PAG40 en DEAE-Sephacel. El recuadro I corresponde al patrón en 

ausencia de agente reductor; el recuadro II muestras en presencia de agente reductor. Cada fracción 

correspondió a 10 ug de proteína. La tinción se realizó con azul brillante de Comassie. Las marcas negras a la 

izquierda señalan los pesos moleculares (KDa) de algunas proteínas de referencia. 
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Figura 3. Cromatografía de la fracción PAG40-80. Cromatografía de exclusión molecular (Sephadex G-100) de la 

fracción PAG40-80 mM de NaCl. La columna (1x 65 cm) se equilibró previamente con bicarbonato de amonio 

5 mM, pH 7.5 y se aplicó un flujo de 0.5 ml/min. La elución de la proteína se monitoreo con una longitud de 

onda de 280 nm y se colectaron fracciones de 2 ml cada una. 

5.1 CROMATOENFOQUE 

Una vez obtenida la fracción con alta pureza se procedió al desarrollo de la técnica del 

cromatoenfoque para ello, las fracciones recuperadas con 80 y 160 mM de NaCL 

provenientes de la fracción PAG40 purificada en DEAE-sephacel, y repurificadas en 

Sephadex G-100 se pasaron a una columna de intercambiador iónico (PBE-118, Pharmacia) 

de acuerdo con el método de Perera-Marín (2005). En breve, cada muestra de proteína se 

resuspendió en amortiguador Pharmalyte (pH 8.0-10.5)-HCl, diluido 1:45 con agua 

desionizada y ajustado el pH a 7.0. Una vez resuspendida cada muestra se colocó en columna 

de vidrio de 0.7 cms de diámetro interno por 27 cms de longitud que contenían previamente 

el intercambiador iónico (PBE-118) equilibrado a pH 11.0 con trietilamina 0.025M. Cada 
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fracción proteica en la columna se eluyó con un flujo de 7 ml/h y se midió el pH de cada 

fracción colectada; Cuando se registró un pH de 7.0 en más de 10 fracciones, el amortiguador 

Pharmalyte se sustituyó por el amortiguador polybuffer 74 (Pharmacia Biotech), diluido 1:8 

con agua desionizada y ajustado a pH 3.5, con este amortiguador se colectaron fracciones de 

proteínas que eluyeron entre el rango de pH de 7.0 a 3.5. Una vez que se observó el pH 

estable de 3.5, nuevamente el amortiguador se sustituyó por una solución de 1.0 M de NaCL 

para recuperar las proteínas retenidas en la columna. Cada fracción colectada con el primer 

amortiguador se neutralizaron con Tris-HCL (1.1M), en tanto que las fracciones eluidas con 

polybuffer 74 y NaCL se neutralizaron con 1.1 M de imidazol. Todos los amortiguadores 

utilizados se desgasificaron previamente. Para identificar el patrón de elución de la fracción 

proteica, cada fracción eluida en la columna se monitoreo en un espectrofotómetro a una 

longitud de 280 nm. Al término, cada pico de proteína se agrupo para iniciar una diálisis 

contra bicarbonato de amonio 0.005M pH 8.0 por 48 horas con cambios de solución cada 24 

horas y al término de la diálisis cada pico se liofilizó. 

5.2 INMUNOTRANSFERENCIA O WESTERN-BLOT.  

5.2.1 ELECTROFORESIS SDS-PAGE 

Previo a la identificación de las bandas inmunoreactivas a PAG mediante la 

inmunotransferencia se desarrolló el sistema de gel electroforesis (SDS-PAGE). En breve, el 

patrón electroforético se desarrolló sobre un gel de acrilamida al 10% de acuerdo a lo descrito 

por Laemmli et. al.1970, aplicando concentraciones de proteína de PAG40 de 5, 10 y 20 µg 

tanto en condiciones no reductoras como en presencia de β-mercaptoetanol (reductoras). El 

gel electroforesis se corrió a 70 volts durante la migración de la muestra en el gel 

concentrador y luego a 100 volts durante el gel separador. Simultáneamente se aplicaron 

estándares de bajo peso molecular preteñidos como referencia (Thermo Scientific). Al final 

de la cada corrida electroforética, los geles se tiñeron con azul brillante de Comassie. La 

determinación del peso molecular aproximado de las proteínas se determinó comparando la 

movilidad electroforética relativa de cada proteína con la movilidad relativa generada de 

proteínas con peso molecular conocido. La movilidad relativa (Rf) fue determinada por 

dividir la distancia (mm) de la proteína de interés entre la distancia del frente del gel que 
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correspondió al azul de bromofenol. Una vez obtenido el Rf de cada banda de proteína, se 

desarrolló una gráfica formada por el Rf de las proteínas de peso molecular conocido (x=Rf) 

y el logaritmo del peso molecular de cada proteína conocida (y=Log PM). Así, la línea de 

referencia sirvió para extrapolar el Rf de las muestras desconocidas y obtener el peso 

molecular (Bollag and Edelstein,1996). 

5.2.2 INMUNOTRANSFERENCIA  

Una vez conocido el patrón adecuado de las bandas de proteína se procedió a identificar 

la o las proteínas inmunoreactivas a PAG en un gel de electroforesis de SDS-PAGE al 10% 

de poliacrilamida en una dimensión aplicando una concentración de proteína de 10 µg por 

carril. Para ello, una vez concluida la electroforesis y con el mejor patrón de proteínas 

presentes en el gel se transfirió a una membrana de nitrocelulosa (0.45 μm trans, blot, 

Millipore) usando un sistema húmedo de mini-protean (Bio-Rad, USA) aplicando 100 mA 

por 60 min (Tombin et al. 1979). Para verificar la calidad de las proteínas transferidas, la 

membrana nitrocelulosa se tiño con una solución de rojo de Ponceau S. Para desteñir la 

membrana se aplicaron varios lavados con agua desionizada. Después se aplicó un lavado 

con 0.05% Tween-20 en una solución de 137 mM NaCl y 20 mM Tris a pH 7.5 (TTBS) y la 

membrana se incubó con amortiguador de bloqueo (TTBS) que contenía albúmina sérica 

bovina (BSA) al 3% por 1 hora a temperatura ambiente. Tiempo después, la membrana se 

incubó por 20 horas a 4°C con amortiguador de bloqueo que contenía 1% de BSA y el 

anticuerpo primario (anti- PAG1, NBP2-56541) a una dilución 1:1000 de acuerdo a las 

especificaciones del fabricante. Al término, la membrana se lavó con TTBS y posteriormente 

se incubó con el anticuerpo secundario generado en cabra y dirigido contra IgG de conejo 

acoplado a fosfatasa alcalina (Jackson InmunoResearch) a una dilución 1:1000 a temperatura 

ambiente durante dos horas. El revelado de las bandas inmunoreactivas se realizó con el 

estuche comercial (AP-Conjugated Sustrate kit, BIO-RAD) aplicando 125 µl del agente color 

A (azul de tetrazolio en dimetilformamida [DMF]), 125 µl de agente de color B (5-bromo-4-

cloro-3-indolilfosfato en DMF), disueltos en 12.5 ml de amortiguador TRIS (0.1 M). 
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Para el análisis de los resultados obtenidos mediante el Western Blot se tomaron 

imágenes que se transfirieron a software Imagen J y se analizaron las bandas de proteína. 

Este proceso se llevó a cabo al menos dos veces por cada imagen obtenida.  
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6 RESULTADOS 

Previo al análisis de las fracciones PAG40-160 mM y PAG40-80 mM en el 

cromatoenfoque fue necesario estudiar la concentración de proteína requerida para lograr un 

patrón electroforético óptimo y con ello lograr la identificación de bandas inmunoreactivas 

de proteína. En el panel A de la Figura 4 se ejemplifica el patrón electroforético de la fracción 

PAG 40-160 mM a diferentes concentraciones de proteína en presencia y ausencia de un 

agente reductor (beta mercaptoetanol). Como se aprecia el patrón de bandas de proteínas 

tanto en condiciones no reductoras (NR) como reductoras (R) resulta mejor definido 

conforme se disminuye la concentración de proteína. Siendo la concentración de 10µg de 

proteína la que se consideró como la más adecuada. El análisis por medio de la 

inmunotransferencia (panel B) nos indicó claramente que podemos trabajar con 10 o 5 µg de 

proteínas en donde se aprecian la banda inmunoreactivas a PAG.  

  

Figura 4. Patrón electroforético de la fracción PAG40-160. Panel A) Patrón electroforético de la fracción PAG40-

160 obtenida con 160 mM de NaCl en la cromatografía de DEAE-Sephacel. La electroforesis en SDS-PAGE 

al 10% se corrió bajo diferentes concentraciones de proteína en ausencia (NR) o presencia (R) de agente 

reductor. PM se refiere a las proteínas con peso molecular conocido que se indica en el lado izquierdo de la 

fotografía. Las flechas de la derecha muestran las bandas de proteína predominantes con peso molecular de 53, 

42 y 28 kDa. Panel B) Bandas inmunoreactivas a PAG. Para el desarrollo del Inmunoblot se probó el anticuerpo 

1:1000 por 20 horas a 4ºC y el segundo anticuerpo 1:5000.  

Una vez establecidas las condiciones para PAG40-160 mM, se procedió a realizar una 

electroforesis utilizando la fracción obtenida con 80 mM de NaCL. Para ello, se tomó como 

referencia la concentración de 10µg de proteína establecida previamente, así como en 

presencia del agente reductor (Figura.5). En la Figura 5 se presenta el patrón electroforético 
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de PAG40 previa a la purificación en DEAE-Sephacel así como la fracción obtenida con 80 

mM de NaCL. Para confirmar la reproducibilidad de la técnica se aplicó en tres carriles la 

misma concentración. Como se aprecia en el recuadro superior el patrón electroforético fue 

similar destacando la banda de proteína de peso molecular de 53.0 kDa y una menor de 28.0 

kDa. Este mismo patrón se repitió en el estudio de la inmunotransferencia (Figura 5. Panel 

B) en donde las bandas inmunoreactivas coincidieron a lo establecido previamente.  

 

Figura 5: Patrón electroforético de la fracción PAG40-80. Patrón electroforético de la fracción PAG40-80 obtenida 

con 80 mM de NaCl en la cromatografía de DEAE-Sephacel. La electroforesis en SDS-PAGE al 10% se corrió 

con 10 µg de proteína en presencia (R) de agente reductor. PM se refiere a las proteínas con peso molecular 

conocido que se indica en el lado izquierdo de la fotografía. Las flechas de la derecha muestran las bandas de 

proteína predominantes con peso molecular de 53 y 28 kDa. Panel B: Bandas inmunoreactivas a PAG. Para el 

desarrollo del Inmunoblot se probó el anticuerpo 1:1000 por 20 horas a 4ºC y el segundo anticuerpo 1:5000.  

Una vez establecidas las condiciones de la electroforesis y su análisis por el Western 

blot se procedió al análisis de las muestras mediante el cromatoenfoque. En la Figura 6 se 

presenta el patrón de elución de la fracción PAG 40-80 mM. En la corrida cromatográfica se 

aprecia un pico de proteína cercano a pH 10, y una fracción de proteína de pH 4.96 y 

finalmente un pico a un pH de 5.6. Debido al bajo rendimiento de proteína en los pico de pH 

10.0 y 5.6 de pH no se logró conocer el análisis electroforético, en contraste la fracción eluida 

a pH 4.6 mostró un patrón electroforético similar a la fracción de origen (PAG40) en donde 

se apreció una banda de proteína de 53.0 kDa y una pequeña de 28.0 kDa, respectivamente 

(Figura7 panel A).  

En la Figura 7 panel B se muestran las fracciones de proteína que resultaron 

inmunoreactivas a PAG. 

A B 
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Figura 6. Patrón representativo de distribución de PAG40-80 (fracción recuperada con 80 mM de NaCl en la 

cromatografía de DEAE-Sephacel) a través del cromatoenfoque. La columna cromatográfica con el intercambio 

iónico PBE-118 se equilibró previamente con 0.025M de trietilamina a pH 11.0 y después la columna recibió 

6.7 miligramos de proteína. La columna se eluyó con un gradiente de pH que corrió desde pH 11.0 hasta 3.5 y 

se colectaron fracciones de 4 ml cada una. La flecha inicial en la figura indica el momento del cambio del 

amortiguador durante la evaluación cromatográfica y la segunda flecha después de la aplicación de 1.0 M de 

NaCl.   
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Figura 7. Patrón electroforético PAG40-80. Panel A) Patrón electroforético en SDS-PAGE bajo condiciones 

reductoras de la isoforma predominante (pI 4.96) recuperada durante el cromatoenfoque. PM= indica el peso 

molecular de las proteínas de referencia y con flechas internas las bandas de proteína predominantes (53.0 y 28 

kDa). Panel B) Patrón inmunoelectroforético de la fracción PAG40-80 mM antes y después del 

cromatoenfoque. Cada fracción se analizó con una concentración de 10 µg de proteína y la presencia de la 

glicoproteína asociada a la gestación (PAG) se detectó con el anticuerpo primario  PAG1 (antibody,  NBP2-

56541, Novusbio), diluido 1:1000 durante 20 h a 4ºC y la banda se revelo en presencia del anticuerpo secundario 

generado en cabra y dirigido contra IgG de conejo (Jackson InmunoResearch)  acoplado a fosfatasa alcalina a 

una dilución de 1:5000 a través del estuche comercial (AP-Conjugated Sustrate kit, BIO-RAD). La flecha señala 

las proteínas de referencia con su respectivo peso molecular. 

 

Por otro lado, el patrón de elución de la fracción PAG 40-160 mM analizado mediante 

el cromatoenfoque se presenta en la Figura. 8. Como se aprecia, se observó únicamente un 

pico de proteína pH 4.96, y una pequeña fracción de proteína a un pH de 5.6. Debido al bajo 

rendimiento de proteína en los picos de pH 5.6 de pH no se logró conocer el análisis 

electroforético. En contraste la fracción eluida a pH 4.96 mostró un patón electroforético 

similar a la fracción de origen (PAG40) en donde se apreció una banda de proteína de 53.0 

kDa y una pequeña de 28.0 kDa, respectivamente (Figura. 9, Panel A), mismas fracciones 

de proteína que resultaron inmunoreactivas a PAG como se aprecia en el recuadro B de la 

misma figura. 
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Figura 8. . Patrón representativo de distribución de PAG40-160. Patrón representativo de distribución de PAG40-

160 (fracción recuperada con 160 mM de NaCl en la cromatografía de DEAE-Sephacel) a través del 

cromatoenfoque. La columna cromatográfica con el intercambio iónico PBE-118 se equilibró previamente con 

0.025M de trietilamina a pH 11.0 y después la columna recibió 6.7 miligramos de proteína. La columna se 

eluyó con un gradiente de pH que corrió desde pH 11.0 hasta 3.5 y se colectaron fracciones de 4 ml cada una. 

La flecha inicial en la figura indica el momento del cambio del amortiguador durante la evaluación 

cromatográfica y la segunda flecha después de la aplicación de 1.0 M de NaCl.  
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Figura 9.Patrón electroforético PAG40-160. Panel A) Patrón electroforético en SDS-PAGE bajo condiciones 

reductoras de la isoforma predominante (pI 4.96 y 5.2) recuperadas durante el cromatoenfoque. PM= indica el 

peso molecular de las proteínas de referencia y con flechas internas las bandas de proteína predominantes (53.0 

y 28 kDa). Panel B) Patrón inmunoelectroforético de la fracción PAG40-160 mM antes y después del 

cromatoenfoque. Cada fracción se analizó con una concentración de 10 µg de proteína y la presencia de la 

glicoproteína asociada a la gestación (PAG) se detectó con el anticuerpo primario  PAG1 (antibody,  NBP2-

56541, Novusbio), diluido 1:1000 durante 20 h a 4ºC y la banda se revelo en presencia del anticuerpo secundario 

generado en cabra y dirigido contra IgG de conejo (Jackson InmunoResearch)  acoplado a fosfatasa alcalina a 

una dilución de 1:5000 a través del estuche comercial (AP-Conjugated Sustrate kit, BIO-RAD). La flecha señala 

las proteínas de referencia con su respectivo peso molecular.  
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7  DISCUSIÓN  

Las proteínas provenientes de un extracto de origen ovino de placentomas de 100 días de 

gestación se precipitaron con una solución saturada de sulfato de amonio hasta obtener una 

fracción de proteína del 40% (PAG40), fracción de proteína que se purificó en el intercambio 

iónico DEAE-Sephacel para recuperar fracciones de proteína con 80 y 160 mM de NaCL 

(datos no publicados, Nava K. et al. 2019). Estas últimas fracciones se analizaron mediante 

la técnica de inmunotransferencia o Western blot y el producto final de cada fracción de 

purificación se analizó mediante el cromatoenfoque para obtener e identificar isoformas de 

la proteína. Con estos dos últimos procedimientos se logró identificar la presencia de tres 

proteínas inmunoreactivas asociadas a la gestación de la especie ovina con el predominio de 

la isoforma de 53.0 kDa con un punto isoeléctrico 4.96.  

 Para el desarrollo del sistema de inmunodetección se recurrió al empleo del 

anticuerpo primario policlonal generado en conejo en contra de la secuencia de los 

aminoácidos: 

KCHQSRELPRIPPESAVDTMLTARSVDGDQGLGMEGPYEVLKDSSSQENMVEDCL

YETVKEIKEVAAAAHLEKGHSGKA, correspondiente a la PAG 1 de origen humano 

(NBP2-56541), el empleo de este anticuerpo permitió identificar proteínas inmunoreactivas 

a PAG de origen ovino con distinto peso molecular. 

El hecho de que las PAG’s se consideren como glicoproteínas con distinto contenido 

de oligosacáridos, establece un panorama de múltiples bandas cuando se ejecuta la 

electroforesis en SDS-PAGE, este evento supone  que la presencia de proteínas con peso 

molecular de 100-130 kDa; 53.0 y 28.0 kDa corresponden a variantes de masa de PAG. 

A este respecto, los resultados de este estudio (Figura. 8) y previo al desarrollo del 

Western-blot demuestran que la fracción PAG40-160mM, fracción obtenida con 160 mM de 

NaCL en la cromatografía de DEAE-Sephacel muestra un patrón electroforético bajo 

condiciones no reductoras (en ausencia de β-mercaptoetanol) que se caracterizó por la 

presencia de proteínas predominantes con alto peso molecular (100 a 138 kDa) y que 

resultaron inmunoreactivas a PAG. También se observó una escasa presencia de bandas de 
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proteínas de 53.0 y 28.0 kDa, respectivamente. En contraste, cuando las muestras fueron 

sometidas a un calentamiento y al agente reductor, el patrón electroforético denoto que la 

banda de 100-130 kDa casi desparece en su totalidad y se enriquecieron la proteínas de 53.0 

y 28.0 kDa, este resultado sugiere que la banda de alto peso molecular correspondió a formas 

agregadas de la proteína nativa de PAG, evento que se ha documentado y descrito para otras 

glicoproteínas de origen hipofisario (Perera et al. 2004); sin embargo, no se descarta la 

posibilidad de que se trate de una variante hiperglicosilada de la proteína dado que en 

extractos purificados de placenta de bisonte americano (Kiewisz et al. 2008) y europeo 

(Szafranska et al.  2005; Kiewisz  2009) se demostró la existencia de una proteína nativa de 

PAG con peso molecular entre 72.0 a 76-0 kDa y de 70.0 a 90.0 kDa, respectivamente, peso 

molecular cercano al descrito para la PAG observada en este estudio. En apoyo a esta 

evidencia, se sabe que el incremento en el peso molecular de estas proteínas depende de la 

presencia de diferentes sitios de glicosilación, por ejemplo, la familia de proteínas para la 

especie ovina, bovina y caprina cuentan con siete sitios posibles de glicosilación (Xie et al. 

1997; Garbayo et al. 2000), a diferencia de la especie porcina en donde solo se han descrito 

tres sitios de glicosilación (Szafranska et al. 2006) (Szafranska et al. 1995; Panasrewicz  et 

al. 2004; Szafranska et al. 2004) Luego entonces, el incremento de sitios de glicosilación 

como ocurre en la especie ovina se puede correlacionar positivamente con el incremento del 

peso molecular de la proteína observada de 130 kDa, y por lo tanto indica que la posible 

presencia de una forma hiperglicosilada esté presente en el SDS-PAGE bajo condiciones no 

reductoras. 

 La proteína con peso molecular relativo de 53.0 kDa (Figura 8 y Figura 9) que se 

identificó en este estudio bajo condiciones reducidas (en presencia de βmercaptoetanol) 

resulto ser la más abundante y al comparar su peso molecular con resultados previos en la 

misma especie (El Amiri et al. 2003; 2004) y otras especies como la bovina (Xi et al. 1997; 

Zoli et al. 1991), la caprina (Barbato et al. 2008) confirmó la existencia y similitud a una 

variante de masa y que se encuentra dentro del rango de pesos moleculares de 42.0 a 62.0 

kDa de otras especies (Panasrewicz et al. 2019; Souza et al. 2002). Por lo tanto, estos 

resultados son un indicativo claro de una variante de masa para esta especie presente en 

extractos de placenta ovina de 100 días de gestación.  
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En concordancia al resultado anterior, esta proteína resulto ser inmunoreactiva a PAG 

mediante el análisis por Western blot. Este resultado coincidió de manera precisa al patrón 

electroforético reportado para la proteína de 53.0 kDa y descrita en el instructivo del 

anticuerpo. Esta banda de proteína es identificada exclusivamente por la secuencia 

polipeptidica de PAG 1 de origen humano y con la cual se generó el anticuerpo, este resultado 

por lo tanto, confirma la existencia de PAG en extractos de placenta ovina de 100 días de 

gestación, que es reconocida de manera específica por epítopos del anticuerpo que reconocen 

a PAG 1 humana y se amplía a la especie ovina. A este respecto, el desarrollo de sistemas 

inmunológicos heterólogos como el ELISA (Friedrich et. al 2010) el RIA (Barbatos et, al. 

2009) e inmunodifusión radial (El Amir 2003 B) han permitido identificar y cuantificar a 

diferentes variantes de esta familia de proteínas de distintas especies, por lo tanto, se puede 

inferir que entre variantes de esta proteína entre especies comparten secuencias de 

aminoácidos que pueden ser reconocidas de manera indistinta por epítopos de anticuerpos 

policlonales de ensayos heterólogos.  

Finalmente, el estudio previo de nuestro laboratorio encaminado a identificar la 

secuenciación de aminoácidos de la fracción de proteína PAG40 eluida con 80 mM de NaCl 

(estudiada aquí) demostró que la banda de esta proteína de 53.0 kDa y que se analizó a través 

de la secuenciación de aminoácidos, cuenta con una homología del 100% en su secuenciación 

de aminoácidos para PAG 3, PAG 4 y una proteína similar a PAG de origen ovino, lo que 

confirma categóricamente que nuestra proteína mayoritaria identificada en este estudio se 

trata de una variante de masa de 53 kDa presente en placentomas de la especie ovina de 100 

días de gestación. 

 Un hallazgo interesante fue la presencia de una proteína inmunoreactiva a PAG con 

un peso molecular de 28.0 kDa que podría tratarse de formas inmaduras de la proteína en 

diferentes estadios de glicosilación. A este respecto se ha informado en ovinos que el peso 

molecular de PAGs maduras se incrementa en un 18% debido al contenido de los 

oligosacáridos en la molécula (Atkinson et al. 1993). Por otra parte, estudios en la especie 

bovina (Zoli et al. 1991; Xie et al. 1994; Patel et al. 2004; Touzard, 2013) han descrito que 

la eliminación del grupo de oligosacáridos con la aplicación de glicopeptidasa F en PAG1, 

PAG 2 y PAG 11, con un peso molecular previo de 63.0, 57.0 y 44.0 kDa, respectivamente, 
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disminuyen drásticamente a un valor cercano 37.0 kDa y en algunos casos hasta de 21.0 kDa, 

estas evidencias pueden sugerir que la incorporación de oligosacáridos durante la síntesis de 

la proteína da origen a la proteína madura. 

Por otro lado, Xie en 1997 aplicando tunicamisina como un inhibidor de la 

glicosilación demostró un patrón electroforético de las proteínas PAG´s de bajo peso 

molecular (8 y 10 kDa), adicionado a lo anterior se sabe que el patrón de glicosilación puede 

ser bi, tri, y tetra-antenario de oligosacáridos (Atkinson et al. 1993). Por lo tanto, podemos 

señalar que la proteína observada de 28.0 kDa durante la purificación de PAG40 puede ser 

una proteína que puede estar en un diferente estadio de desarrollo y que fue obtenida durante 

la purificación de la proteína. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que se trate de 

una proteína madura que es sintetizada en este periodo de gestación en ovinos, ya que se ha 

informado de proteínas cercana a este peso molecular en la placenta ovina de 60 días de 

preñez (El Amirí et al. 2004) y recientemente se han observado proteínas PAG de 19.0 a 26.0 

kDa en el oso pardo (Panasrewicz et al. 2019), a pesar de ello se desconoce la función de esta 

proteína, así como su estudio de secuenciación y patrón de aminoácidos. Finalmente, existe 

la posibilidad de un grupo de formas de estas proteínas se trate de péptidos generados durante 

el proceso de extracción de la muestra original y que son arrastrada durante la purificación 

final y que es reconocido de forma inespecífica por el anticuerpo al contener sitios de 

reconocimiento específicos luego entonces para verificar que se trata de una posible isoforma 

de PAG es necesario realizar un estudio de secuenciación de la proteína como se realizó en 

este estudio para PAG40-80 mM. 

La isoforma aislada a partir de la fracción PAG40-80 y de la fracción PAG40-160 

mM mediante el análisis por cromatoenfoque (Figura 6 y 8) permitió confirmar mediante el 

western blot (Figura 7 y 9) que la proteína de 53.0 kDa y que represento la mayor proporción 

de la proteína que eluyó en el rango de pH ácido y que correspondió al pico de proteína 

identificada a pH 4.96 se trata de PAG. Este patrón de distribución de la proteína en el 

cromatoenfoque es el primero en ser informado para esta proteína. El punto isoeléctrico 

identificado resultó similar, aunque no idéntico al observado en otras isoformas para la 

especie ovina (El Amiri et al. 2003, Bella A et al. 2007), y bovinos (Klisch K 2003), en donde 

las isoformas aisladas de tipo ácido predominaron. Por lo tanto, podemos asumir que el 
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procedimiento desarrollado para la obtención del grupo de isoforma de la PAG ovina no 

interfiere en el patrón particular de isoformas que muestra la PAG en esta especie y otras 

especies. En apoyo a este resultado, un estudio preliminar de nuestro grupo utilizando la 

electroforesis en dos dimensiones para el análisis de la misma fracción se identificó un patrón 

de tres proteínas en el rango de 4.0 a 6.0 de pH. Siendo la proteína cercana pH 5.0 la 

mayoritaria. La presencia de otras proteínas con pH diferentes es debido posiblemente a que 

el cromatoenfoque bajo nuestras condiciones es poco resolutivo. Mientras que la 

electroforesis en 2D se ha demostrado su alta sensibilidad  

 Aunque es claro que ocurren modificación postraducción como el proceso de 

glicosilación dentro de las proteínas (Perera et al. 2007) y este evento se lleva a cabo de 

forma específica en células de la placenta durante el desarrollo gestacional (El Amiri et al. 

2003 A; 2003 B y 2004), y mediante ensayos de protección de ribonucleasa (Green et al. 

2000; Garbayo et al. 2000) se ha demostrado que este patrón diferencial de expresión de 

PAG´s ocurre a lo largo de la gestación, hace pensar, por lo tanto, que la presencia de 

proteínas de peso molecular de 100-130 kDa, 53.0 kDa y 28.0 kDa son proteínas de PAG 

presentes en el tejido placentario como productos de modificación postraducción y que 

pueden estar presentes durante el proceso de purificación y que se recuperaron durante la 

extracción del extracto placentario ovino (Szafranska et al. 2006) y que no se trata de 

artefactos del proceso de extracción y purificación desarrollado en nuestro estudio inicial. 

 En este estudio se confirmó la presencia de tres proteínas inmunoreactivas a PAG en 

tejido placentario de 100 días de gestación con un anticuerpo policlonal heterólogo a la 

especie en estudio. La proteína de 53kDa resulto ser la predominante con un pI de 4.96. Es 

de destacar que durante en la revisión de la literatura se presentó que la variante de 55 a 57 

kDa corresponde a la PAG predominante durante su purificación.  

Aunque se cuenta con esta información es necesario la realización de estudios 

biológicos in vivo e in vitro con el fin de conocer la relación estructura-función de esta familia 

de proteínas como se ha descrito para otras glicoproteínas involucras en el proceso 

reproductivo (Perera-Marín et al. 2007). 
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Finalmente, bajo las condiciones de la inmunotrasferencia desarrollada y el estudio con 

el cromatoenfoque se logró identificar una proteína predominante inmunoreactiva a PAG con 

un peso molecular de 53.0 kDa y un pI de 4.96. Es necesario un método de inmunodetección 

homologo (inmunotrasferencia) para confirmar nuestros hallazgos.  

 

8 CONCLUSIÓN 

Bajo las condiciones de la inmunotransferencia desarrollada y el estudio con el 

cromatoenfoque se logró identificar y aislar proteínas inmunoreactivas PAG`s, partir de 

placentomas en el día 100 de gestación ovina), con diferente peso molecular y con un punto 

isoeléctrico de 4.96. Es necesario un método de identificación homólogo 

(inmunotransferencia) para confirmar nuestros hallazgos. Se cuenta con material biológico 

suficiente para la inducción de sus correspondientes anticuerpos. 
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10  ANEXOS 

10.1 ANEXO 1: CARACTERISTICAS GENERALES DE LA 

GESTACIÓN EN LA BORREGA 

El periodo de gestación transcurre entre la concepción (fertilización de un óvulo con 

el espermatozoide) y el momento del parto. Después de la fertilización, el cigoto o huevo 

comienza a dividirse y pasa de una unidad unicelular a una multicelular. La primera división 

mitótica o segmentación del huevo o cigoto da origen a dos nuevas células idénticas y sus 

subsecuentes divisiones se conocen como blastómeros que continúan su división para formar 

la mórula, en donde las células de la periferia comienzan a liberar sodio hacia los espacios 

intercelulares con ello se logra un incremento de líquido lo que permite la formación del 

blastocele, en este momento la mórula se convierte en el blastocisto.  (Galina et al. 2021) 

La primera segregación celular en el blastocisto da origen a dos subpoblaciones, las 

periféricas y las centrales. De las células periféricas de este blastocisto se forma el 

trofoblasto, que da origen a la mayoría de las membranas extraembrionarias; de la 

subpoblación de células centrales se forma el embrioblasto, que da origen al embrión. La 

segunda segregación de células a partir de las células de la masa celular interna da origen a 

la formación del hipoblasto y epiblasto; el epiblasto dará origen a las capas germinales, 

endodermo, mesodermo y ectodermo, proceso conocido como gastrulación (Galina et al. 

2021). El desarrollo del blastocisto con el aumento del líquido en el blastocele termina por 

romper la zona pelúcida, liberando al blastocisto que entra en contacto con el endometrio y 

comienza la etapa de implantación.  

La implantación para su estudio se divide en 5 fases: 1) Toma como referencia la 

inclusión de la eclosión del embrión de la zona pelúcida; 2) Fase que se conoce como pre-

contacto y orientación del blastocisto donde el trofoblasto embrionario entra en contacto con 

el endometrio. Durante este proceso y por un tiempo limitado es conocido como “ventana de 

receptividad” en esta etapa está existiendo un intercambio de secreciones entre la madre y el 

embrión; 3) La tercera fase conocida como aposición, hace alusión al posicionamiento del 

blastocisto en una de las tres zonas del útero, denominadas céntrica, excéntrica e intersticial, 
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en las borregas es céntrica,  posteriormente la inter digitalización de las vellosidades 

coriónicas determina el tipo de placentación según la especie; 4) Esta fase comprende a la 

adhesión donde se involucran glicoproteínas, integrinas, selectinas y galactinas que son 

señalizadores de comunicación celular; 5) La última fase corresponde a la invasión 

endometrial, que consiste en la invasión de las células de trofoblasto al epitelio del 

endometrio durante la formación de la placenta, esta fase depende de la especie. (Geisert 

2015). 

Para la especie ovina, el trofoblasto invade parcialmente al epitelio del útero, dando 

como resultado una placentación de tipo sindesmocorial. Existe la formación de vellosidades 

agrupadas en pequeñas zonas del corion, constituyendo cotiledones, información que se 

describe más detalladamente en la sección de placentación.  

En los ovinos, la implantación inicia entre el día 15 y 16 posterior a la concepción y 

el proceso culmina entre la cuarta y quinta semana de gestación. El reconocimiento de la 

gestación debe efectuarse simultáneamente. Este reconocimiento materno consiste en evitar 

la luteólisis a través de señales emitidas por el cigoto como hormonas y /o proteínas, de tal 

manera que el ciclo estral se interrumpe, por otro lado, la producción y secreción de 

progesterona por el cuerpo lúteo se mantiene. En esta especie, el señalizador es el interferón 

tau (IFN- τ), el cual interfiere con la secreción de prostaglandina F2α, así evita la luteólisis y 

bajo estas condiciones el ambiente uterino se ve favorecido para la implantación y desarrollo 

del embrión. 

Una vez que se efectúa el reconocimiento, la placenta paulatinamente comienza a 

secretar hormonas como el lactógeno placentario, progesterona entre otras que le permiten a 

la madre adaptarse fisiológica y conductualmente a la gestación. Un ejemplo de esto es la 

producción y secreción de lactógeno placentario que en ovinos estimula la hiperplasia de las 

glándulas uterinas y secreción del histotrofo, así como el crecimiento de la glándula mamaria 

y el crecimiento fetal. 
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10.2 DESARROLLO DE LA PLACENTA  

La placenta es un órgano endocrino transitorio que se desarrolla durante la gestación; 

la placenta evoluciona de forma paralela al proceso de gastrulación. Este órgano tiene la 

principal, pero no única función de intercambio de gases y nutrientes entre la madre y el feto. 

La placenta, está constituida por tres membranas: amnios, alantoides y corion y el saco 

vitelino que resultan de la unión del tejido de la madre y el feto.  

El origen de estos cuatro tejidos es a partir del trofoblasto, el mesodermo y endodermo 

embrionario (Galina et al. 2021). Por ejemplo, el saco vitelino tiene su origen a partir del 

endodermo primitivo y junto con el trofoblasto y el mesodermo del embrión forma el corion; 

en contraste, el amnios y el alantoides son una evaginación del intestino primitivo, que da 

origen al sistema vascular de la placenta fetal.  

El amnios por su parte contiene líquido amniótico, se mantiene en contacto directo con el 

embrión protegiéndolo y brindando flotabilidad, mientras que el corion es la membrana más 

externa, está en contacto con el endometrio uterino de la madre por medio de un tejido 

denominado trofoblasto o trofoectodermo, este tejido forma pliegues llamados vellosidades 

coriónicas, la distribución en borregas es de tipo cotiledonaria (M Galosi. 2010). Las 

vellosidades se unen al tejido conectivo en las zonas avasculares del endometrios, estas 

uniones se denominadas carúnculas y en conjunto forman el placentoma. El saco vitelino y 

alantoides: se llenan de líquido conforme el embrión crece y se desarrolla, la fusión de estas 

dos membranas forma el corioalantoides y es la porción fetal de la placenta. 
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Imagen 1. Placenta sinepiteliocorial de rumiante con cotiledone. Tomada por Giovanna León Legaspi. 

10.3 CLASIFICACIÓN HISTOLÓGICA DE LA PLACENTA. 

La fusión del epitelio uterino con las células trofoblasticas, da origen a la placenta 

denomina sinepiteliocorial o sindesmocorial, constituida entre la madre y el embrión con seis 

capas: corion, tejido intersticial, endotelio (de origen embrionario), epitelio endometrial, 

tejido intersticial y endotelio vascular que provienen de la madre. (M. Galosi 2010). La figura 

siguiente enfatiza la distribución de las capas entre el feto y la madre. 

 

Imagen 2. Capas histológicas entre la madre y el feto presentes durante la gestación de rumiantes. Tomada por Giovanna 

León Legaspí 

Tejido mesenquimatoso 

Vasos sanguíneos fetales  

Células del trofoblasto 

 

Tejido conectivo materno 

Vasos sanguíneos maternos  

Cotiledones  
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Como ya se mencionó en las funciones de la placenta, esta no se limita al intercambio 

gaseoso y nutrientes, adicionalmente, desempeña la función de síntesis y secreción de una 

gran y variada cantidad de hormonas tales como las gonadotropinas, estrógenos, 

progesterona, lactógenos, leptinas, factores de crecimiento y relaxinas (Blanco et al. 2009). 

Características de la placenta ovina 

Distribución de las vellocidades  Cotiledonaria  

Posicionamiento placentario Central 

Histología  Sinepiteliocorial  

Tabla 1. Caracteristicas de la placenta ovina. 

10.4 DIAGNÓSTICO DE GESTACIÓN EN OVINOS  

El diagnóstico de gestación en la especie ovina se determina a través de múltiples 

métodos dependiendo de la etapa de gestación. Para ello, existen tres tipos de diagnósticos: 

conductual, clínico y de laboratorio. 

El diagnóstico conductual se refiere a la observación de la conducta que presenta la 

borrega y con ello identificar su regreso o no al estro, así, en caso de un diagnóstico negativo, 

la borrega presenta conducta de celo aproximadamente 17 días después de la monta o la 

inseminación artificial, sin embargo, el no retorno al estro puede deberse a un cuerpo lúteo. 

El diagnóstico clínico implica la intervención del MVZ por lo que este diagnóstico es 

dependiente de la habilidad y experiencia de este. El diagnóstico por ultrasonido se hace de 

manera transabdominal entre los días 40 y 50, se busca localizar los cotiledones, que se 

observan como estructuras redondas similares a pequeñas donas, que mediante el efecto 

Doppler se busca detectar el movimiento y latido cardiaco fetal. También se puede hacer 

ultrasonido vía rectal posterior al día 35, esta opción tiene un mayor grado de invasión. Otro 

método se realiza aproximadamente a los 100 días de gestación y se puede hacer la palpación 
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externa del abdomen (prueba del peloteo), que consiste en retraer suavemente el vientre de 

la borrega y soltarlo para sentir el movimiento del producto. 

El diagnóstico por pruebas de laboratorio es de los métodos más confiables ya que 

miden en suero, leche u orina la concentración de hormonas propias de la gestación como, 

lactógeno placentario, factores de crecimiento, glicoproteínas asociadas a la gestación 

(Alvarez Oxiley. 2022) estas pruebas además de ser confiables se pueden realizar en las 

primeras semanas de la gestación, el costo de estas pruebas puede variar. Cabe mencionar 

que PAG no es el único marcador que permitiría realizar un diagnóstico temprano, los 

leucocitos tienen un aumento entre los días 16 y 20 post inseminación, la progesterona 

aumenta en leche entre los días 20 y 24 post inseminación (Scully S et al. 2014), solo por 

poner unos ejemplos.  

 

Imagen 3. Diagnóstico de gestación en ovino. Sugerencias de técnicas para diagnóstico de gestación en ovinos 

dependiendo de tiempo te preñez. Tomada por Giovanna León Legaspi.  
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10.5 ANEXO 2: TABLA DE HISTORIA SOBRE PAG 

Año  Investigador  Hallazgo  

1978 Staples. Detección del antígeno asociado a la gestación. 

 

1982 Butler. Reconocen dos antígenos: Proteína especifica de la preñez PSP´s 

A y B 

47 – 53 kDa. 

1986 Sasser.  Primero en medir por radioinmunoensayo PSPB en suero para 

hacer diagnóstico de gestación temprano. 

1986 Gogolin. Identificación de PAG en ovinos (SBU-3) 

1991 Zoil. Aisló y purificó PAG bovino de tejido cotiledonario.  

encuentra 4 puntos isoeléctricos:4.4, 46, 5.2 y 5.4.  

1991 Xie.   Integración de PAG a la familia de glicoproteínas aspárticas 

1991 Xie.  

Green. 

PAG no presenta actividad enzimática 

1993 Mialon.  Describe una PAG de 60 kDa distinta a PSPB 

1994 Ranilla.  ovPAG cambia su concentración a lo largo de la gestación, siendo 

detectable en suero. 

1995 Xie.   Identificación de bPAG 1. 

1995 Szafranska  Pag en cerdos 

1996 Roberts  Sugiere que PAG es un inmunomodulador entre la madre y el 

producto.  

1997 Xie.  Aislamiento de 4 PAG ovinas  

ovPAG55, ovPAG60, ovPAG61 y ovPAG65. 

1998 Garbayo.  Aislamiento y caracterización parcial de PAG caprina caPAG 55, 

caPAG 59 y caPAG 62. 

1998 Szenci Uso de PAG como indicador de viabilidad fetal.  

1999 Rifkin.  Sugiere que las PAG tiene funciones proteolíticas. 

1999 Green  PAG en gatos.  

1999 Green  PAG en caballos  

1999 Austin  Sugiere que PAG tienen un rol hormonal 

2000 Hughes.  Clasificación de las PAG en antiguas y modernas. 
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Año  Investigador  Hallazgo  

1978 Staples. Detección del antígeno asociado a la gestación. 

 

2000 Garbayo.  PAG caprina   

2001 Chen PAG en roedores  

2002 Sousa PAG en zebu   

2002 Metelo Detección de PAG en leche de bovino  

2003 El Amiri.  Aislamiento y purificación de 3 PAG´s ovinas: ovPAG55, 

ovPAG57 y ovPAG59. 

2005  Szafranska PAG en bisonte europeo  

2005 Wooding  sugiere que PAG actúa como un puente molecular entre la placenta 

y el útero  

2007 Brandt  PAG en ciervo de cola blanca. 

2008  Barbato PAG en búfalo de agua   

2009 Majewska  PAg en camélidos  

2009 Barbatos Diagnóstico de gestación temprano en borregas por 

radioinmunoensayo 

2010 Friedrich Medición de PAG por ELISA en muestras de leche de bovino  

2013 Shahin Monitoreo de PAG caprina usando ELISA 

2013 Barbato Purificación y RIA en PAG de búfalos. 

2016 Lipka PAG en Alce europeo  

2017 Majewska.  Pag en primates  

2017 Barbato Uso de PCR para identificación de PAG 2 en búfalo  

2019 Panasiewicz PAG en osos pardos 

2020 Silva-

Chavez 

Uso del test de diagnóstico rápido de bovino empleado en otros 

rumiantes  

2020 Oliveira Filho La concentración de PAG en bovinos al día 24 puede ser empleada 

para detectar de forma temprana la gestación.  

2021 Singh La concentración de PAG en leche de cabra entre el día 26 a 51 

puede ser empleada para hacer diagnóstico temprano de gestación, 

siendo un método menos invasivo  

2022 Barbato Revisión de PAG 
Tabla 2. Historia de PAG. 



45 

 

10.6 ANEXO 3: TABLA DE PESO MOLECULAR Y PUNTO 

ISOELÉCTRICO DE PAG EN DISTINTAS ESPECIES.  

Autor año Especie  dato Observación  P.I 

Xie et al.  1991 Rumiantes  47, 67 kDa 47 kDa*  

Xie et al.  1997 ovinos  45, 70 kDa   

Garbayo et al.  1998 Caprinos   55, 59, 62 

kDa 

 4.9,5.1, 5.3  

5.5,  

El Amiri et al. 2003 

(a) 

Ovino 55, 57 y 59 

kDa.   

ovPAG-55* 4.1, 4.3, 

4,7, 5.0 y  

5.9 

El Amiri et al. 2004 Ovino 58, 61, 58, 

66, 66, 

60,59, 55 

 4.0 - 8.5  

Green et al.  2005  bovinos  55, 65, 75 

kDa 

75 kDa*  

Bella A.et al.  

 

2007 Mamíferos  39.7 - 

66.2(alpaca) 

33.9 - 52.2 

(perros y 

gatos) 

58.9 - 65.3 

(humano) 

76.4, 69.9*  

Kiewisz  2009 Bisonte  50, 55, 67, 71   3.7 - 7.4 

Barbato 2013 Búfalo de 

agua  

55 to 78 kDa 55 kDa*  

Beriot et al.,  2014 Cérvidos 31 a 58 kDa   

Lotfan et al.  2018  Búfalo  41.2 kDa  9.64 

Panasiewicz et 

al..  

2019 

 

Oso pardo 55,66, 72, 

26, 36, 45 

kDa 

55kDa* 

 

 

Tabla 3. Peso molecular y punto isoeléctrico de PAG. *Molécula predominante 
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10.7 ANEXO 4: CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES 

(MÉTODO DE BRADFORD)  

10.7.1 Curva Estandar 

Preparar concentraciones de Albumina Sérica Bovina (1, 2, 4, 8, 10, 20 µg) 

Llevar a cada solución a un volumen final de 800 µl con agua desionizada. 

Agregar 200 µl de reactivo de Bradford (concentrado) 

Dejar que reaccione durante 5 min. 

Leer a 590 nm (Perkin Elmer Lambda-Bio 23) 

 

10.7.2 PREPARACIÓN DE ALBUMINA SÉRICA BOVINA 

Se tomó de la solución estándar (BSA al 20%), se tomaron 10 µl que contienen 2 mg de 

proteína. Esta concentración de proteína se ajustó a un volumen de 2 ml con agua 

desionizada, generando una concentración de 1 µg/µl de solución. 

10.7.3 ELECTROFORESIS SDS-PAGE 

a) Solución A: Acrilamida al 30%, Bisacrilamida 0.8% 

Acrilamida    30.0 g 

Bisacrilamida  0.8 g 

Agua        100.0 ml 

 

 

 

b) Solución B: (Amortiguador para gel resolvedor) 
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TRIS   18.17 g 

SDS     0.40 g 

Agua  100.0 ml 

Ajustar a pH 8.8 con HCl concentrado 

 

c) Solución C (amortiguador del gel concentrador) 

TRIS    6.06 g 

SDS     0.40 g 

Agua   100.0 ml 

Ajustar a pH 6.8 con HCl concentrado 

d) Solución D (amortiguador de corrida) 

 

                     1X               2x 

TRIS             1.52 g        2.28 g 

Glicina           7.21 g      10.81 g 

SDS               0.50 g       0.75 g 

           Agua            500 ml       750 ml 

Ajustar a pH 8.3 con NaOH 10 N 

 

 

e) Solución E (amortiguador de muestras no reductoras) 
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Solución C                                 125 ml 

SDS al 19%                               0.10 ml 

Glicerol (0.05%)                        1.0 ml 

Azul de Bromoferol (0.05%)     0.4 ml 

 

f) Solución F (Persulfato de amonio al 10%)  

Persulfato de amonio     100 mg 

Agua                     1.0 ml 

 

g) Solución G (amortiguador de muestras reductoras) 

Β-mercaptoetanol         10 µl 

Solución E                   990 µl 

 

Marcadores de Peso Molecular 

Marcadores de BIO-RAD (Bajo peso molecular)   
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10.7.4 PROCEDIMIENTO 

GEL 

RESOLVEDOR 

 7.5% 10% 12.5% 

Solución B 

Solución A 

Agua 

TEMED 

Solución F 

2.5 ml 

2.5 ml 

5 ml 

5 µl 

50 µl 

2.5 ml 

3.33 ml 

5 ml 

5 µl 

50 µl 

2.25 ml 

3.75 ml 

3 ml 

7.5 µl 

30 µl  

 

Gel Concentrador  (4%) 

Solución C 

Solución A 

Agua  

TEMED 

Solución F 

1.26 ml 

0.66 ml 

3 ml 

5 µl 

25 µl 

 

La corrida electroforética del gel se realiza a 70 volts en el gel concentrador y a 140 volts en 

el gel resolvedor. 


