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RESUMEN

GIOVANNA LEON LEGASPI. Identificacion de glicoproteinas asociadas a la gestacion
(PAGsS) en extractos parcialmente purificados de placenta ovina (bajo la direccion de la Dra.
Griselda VValdéz Magafia y el Dr. José Gerardo Perera Marin)

Las glicoproteinas asociadas a la gestacion (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 glicoproteinas presentes en placentomas de 100 dias de gestacion mediante una
precipitacion con una solucion saturada de sulfato de amonio hasta obtener una concentracion
final del 40% (PAGA40). Este precipitado de proteinas fue purificado en el intercambiador
ionico 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 iénico PBE-118
equilibrado a pH 11. Las fracciones obtenidas de esta corrida cromatografica se eluyeron con
un gradiente de pH (3.5a11.0) y se analizaron mediante la técnica de Western blot, utilizando
el anticuerpo primario PAG1-NBP2-56541 a una dilucion 1:1000 que se incub6 por 20 horas
a 4 °C. El inmunodiagndstico se determin6 con la aplicacién de un anticuerpo secundario
acoplado a fosfatasa alcalina a una dilucién 1:5000 y el revelado de las bandas de proteina
se llevd a cabo con un estuche comercial (Bio-Rad). Con los procedimientos, el
cromatoenfoque y el Western blot, se logré identificar tres proteinas inmunoreactivas a PAGs
con peso molecular de 130.0, 53.0 y 28.0 kDa con una predominancia de la proteina de 53.0

kDa que present6 un punto isoeléctrico de 4.96.

Palabras clave: Glicoproteinas asociadas a la gestacion (PAGS); Inmunotrasferencia;

Cromatoenfoque.



1 INTRODUCCION

Las glicoproteinas asociadas a la gestacion (PAG’s por sus siglas en inglés) se
identificaron y estudiaron inicialmente en la especie bovina, estas proteinas recibieron el
primer nombre como "proteinas especificas de la prefiez del tipo B (PSPB)" o "proteinas
especificas de la prefiez 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
cientificas muestran claramente que las PAG’s estan integradas en una familia de
glicoproteinas con caracteristicas fisicoquimicas particulares que se comparten entre

especies, entre ellas conservan sus sitios especificos de glicosilacion.

Esta familia de glicoproteinas 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 més de
80 millones de afios 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 afios (Hughes et al. 2000; Green
et al. 2000, Tandiya et al. 2013) expresadas Unicamente en células binucleadas; aunque
ambos grupos de glicoproteinas 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 proteina aspartica (Davies 1990, Dunn 2002) el
gene de la familia de las PAG’s se considera como una duplicacién y expansion del gene de
la pepsina y da origen a una secuencia de aminoacidos similar en un 50% con la catepsina D
y E que surgié de la duplicacion de un gen ancestral similar al pepsindgeno A (Hughes et al.
2003). A pesar de contar con similitud a proteinas asparticas, las primeras PAG clonadas de
la placenta con una estructura bi-lobulada, con un sitio especifico similar a pepsina capaz de
unir pequefios péptidos, presentaron un sitio catalitico enzimaticamente inactivo, sin
embargo existen evidencias que sefialan que durante la prefiez 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.
2



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, EI Amiri et al. 2004). Al momento se han caracterizado al menos
11 tipos de ADN complementarios que designan a cada miembro como ovPAGL1 a ovPAG
11. Cada una de estas glicoproteinas estan presentes a lo largo de la gestacion, pero en
distintos momentos y concentraciones, por ejemplo, ovPAG2 parece ser la Unica en
expresarse al dia 13, ovPAG5 y 7 son detectables al dia 16, en tanto que ovPAG 3, 6,8y 9
se expresan mas tardiamente (Ranilla et al. 1994). La revision de Szafranska 2006 describe
un panorama mas claro de este fendmeno y evidencias descritas por Ujjawala Tandiya 2013

confirman este comportamiento en la especie caprina.

La expresion y localizacion de la familia de las PAG’s indica claramente que estan
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 glicoproteinas. A
este respecto, estudios de hibridacion in situ por Garbayo et. al. 2000 y Green et. al. 2000,
muestran claramente la expresion de algunos miembros de PAG’s en placentomas de
rumiantes, particularmente en células mono y células grandes binucleadas del trofoblasto.
Esta serie de estudios supondria un patron de distribucion diferencial entre isoformas, sin
embargo con el empleo de anticuerpos primarios especificos para cada miembro de la familia
de PAG’s se demostrd que no es un evento tan simple, por ejemplo, algunas PAG’s como
PAG 4, PAG 5y PAG 10 aunque estan presentes en todas las células del trofoblasto, se
restringen uUnicamente 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 conclusion, podemos sefialar que como grupo de glicoproteinas, las PAG’s se
encuentran a lo largo del periodo de gestacién con una presencia espacio-temporal
caracteristica de cada una de ellas. El perfil de expresién 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



de rumiantes entre la expresion de células-especificas (mononucleadas vs. binucleadas) y su

localizacién.

1.1 CARACTERISTICAS 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 obtencion y purificacion de estas proteinas mediante métodos
convencionales de purificacién a partir de placentomas colectados en diferentes periodos de
gestacion nos indican la presencia de distintas isoformas. A este respecto, Atkinson et al.
1993 identifica y aisla de placentomas de 100 dias de desarrollo al menos tres variantes de
carga de estas proteinas con pesos moleculares de 57.0, 62.0 y 69.0 kDa con una similitud
entre ellas del 61 y 78% en la region del amino terminal. Por su parte Xi et al. en 1997,
identifica en cortes histoldgicos de placenta de borrega de 100 dias de gestacion cuatro
PAG’s con diferente peso molecular 55.0, 60.0, 61.0 y 65.0 kDa respectivamente. EI Amiri
y colaboradores en el 2003, reportan el aislamiento y la purificacién de tres variantes de
glicoproteinas con peso molecular de 55.0, 57.0 y 59.0 kDa con secuencias de amino&cidos
distinta pero un patrén similar en la secuencia consenso de los sitios de sulfatacion y
glicosilacion a otras PAG’s. Para 2004, el mismo grupo (ElI Amiri et.al. 2004) aisla y
caracteriza ocho PAG’s presentes en los placentomas de 60 y 100 dias de gestacion, los datos
indicaron proteinas de 55.0 a 66.0 kDa, en donde cada una de ellas presentd isoformas con
puntos isoeléctricos que oscilaron entre 4.0 y 6.8. El anélisis de secuencias N-terminal de
estas proteinas confirmé que cuatro de ellas coincidieron con PAG’s previamente reportadas

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

1.2 FUNCIONES DE LAS PAGs

Al igual que el lactégeno placentario y proteinas relacionadas con la prolactina, las
PAG’s se localizan dentro de los granulos 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 liberacion de los granulos secretorios permite establecer un contacto al tejido

conectivo Utero-materno para desempefiar su funcion, por otro lado en muchas de ellas pasan

4



al torrente circulatorio de la madre hasta llegar a su 6rgano blanco. (Sasser et al. 1986, Zoli
etal. 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 participacion en el desarrollo de la placenta, mantenimiento de
la gestacion, prevalencia del embrion, también se cree que su acumulacion a lo largo de la
gestacién podria servir como un puente molecular (Wooding et al. 2005). Con respecto a la
actividad proteolitica es clara la relacionada con los factores de crecimiento (Munger et al.
1998, Rifkin et al. 1999, Moussad et al. 2002) y también esta proteina participa en la
modulacion inmune e hipotetizada como un regulador local inmunosupresivo, efecto que
puede estar involucrado en el fendmeno de histocompatiblilidad en la unidad feto-materno.
(Dosogne et al. 2002; Telugu et al. 2010; Pohler et al. 2013). Otra posible actividad es la
luteotrdpica segln Del Vecchio et al. 1996 y Weems et al. 1998, esta glicoproteina inicia la

liberacion de prostaglandina E2 y progesterona de células luteas y células endometriales.

2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Las opciones para realizar un diagndstico de gestacion son diversas y se ajustan a las
posibilidades y necesidades de cada productor. Una estrategia reciente consiste en la
cuantificacion de las PAG’s presentes en diferentes fluidos bioldgicos como el suero, la orina
y la leche de animales gestastantes. Esta cuantificacion se ve favorecida por el hecho de que
esta serie de glicoproteinas se presentan de forma muy temprana en la gestacion 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 diagnostico de gestacion temprana permite reducir los dias abiertos, y evitar asi 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 bioldgicos estos son especie-especificos lo que reduce la confiabilidad
cuando se analizan entre especies heterologas. Por otro lado, la familia de las PAGs cambia



de tipo de isoforma, concentracion y estructura a lo largo de la gestacion, por lo que las PAGs
que se presenten al inicio de la gestacion muy probablemente en el ultimo tercio de la

gestacion habran disminuido su concentracion y una PAG distinta sera la predominante.

Por lo tanto, con el intento de desarrollar un sistema de diagnostico 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 asi poder desarrollar un sistema de diagnostico que pueda ser utilizado

facilmente a nivel del campo.



3 HIPOTESIS

Con la técnica de Wester-blot, se podran identificar proteinas de diferente peso molecular
inmunorreactivas a las glicoproteinas asociadas a la gestacion (PAG) en extractos purificados
de placenta ovina.

4 OBJETIVO GENERAL

Identificar glicoproteinas asociadas a la gestacion de diferente peso molecular en extractos

parcial y purificados de placenta ovina.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desarrollar la técnica de Wester Blot o inmunotrasferencia a partir de fracciones de proteina
purificada de placenta ovina.

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



5 MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo desarrollo la técnica de inmunotransferencia o Western Blot y el
cromatoenfoque a partir de proteinas que fueron extraidas y purificadas con anterioridad en
el Laboratorio de Endocrinologia del Departamento de Reproduccion 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 dias de gestacion, se disecaron aproximadmente 50 cotiledones,
los cuales se homogeneizaron con una solucién de fosfato de potasio (10 mM), pH 7.6 que
contenia KCI (100 mM) y fenil-sulfonil-metil-fluoruro (20mM). Las proteinas presentes en
el extracto placentario se precipitaron con una solucion saturada de sulfato de amonio hasta
obtener una solucion al 40% y 80% de saturacion, fracciones llamadas PAG40 y PAG80,
respectivamente. La fraccion de proteina PAG40 se purificd en el intercambiador i6nico
DEAE-SEPHACEL a 4°C, pH 7.6 (ver Figura 1) y cuyo patron electroforetico de cada
fraccion 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 patrén, las fracciones se purificaron en una cromatografia de exclusion
molecular (ver Figura 3) y una vez recuperada la fraccion pura se analiz6 mediante el
cromatoenfoque para obtener e identificar isoformas de la proteina que se identificaron

mediante la inmunotransferencia.
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Figura 1:Patrén cromatografico de la fraccion PAG40 en el intercambiador anionico (DEAE-Sephacel).
La columna (1.5 di x 27 cm) se equilibré con Tris-HCI 0.010 M, pH 7.6 con un flujo de 60 mi/h. La columna
recibié 39 mg de proteina que se eluyeron con un gradiente escalona de NaCL, cuyo patron de elucion de la
proteina se monitoreo a 280 nm. Fracciones de 4 ml se colectaron. La fraccidn de proteina no retenidas en la
columna (pico 1) eluyd con el amortiguador de equilibrio; las fracciones de la Il a la VI se obtuvieron con el
gradiente de NaCL (20, 40, 80, 160, 320 y 1000 mM, respectivamente). Al término de la corrida cromatogréfica,
cada pico de proteina se dializé (cut-off 12-14kDa) contra bicarbonato de amonio 0.005M, pH 8.0 por 48 horas
con cambios cada 8h y finalmente se liofilizé.
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Figura 2. Patrén electroforético de las fracciones de proteinas recuperadas durante a purificacion de la PAG40.
Electroforesis discontinua (SDS-PAGE) al 10% pH 8.6. Patron electroforéticos de las fracciones de proteinas
recuperadas durante la purificacion de la PAG40 en DEAE-Sephacel. El recuadro | corresponde al patrén en
ausencia de agente reductor; el recuadro Il muestras en presencia de agente reductor. Cada fraccion
correspondio a 10 ug de proteina. La tincidn se realiz6 con azul brillante de Comassie. Las marcas negras a la
izquierda sefialan los pesos moleculares (KDa) de algunas proteinas de referencia.
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Figura 3. Cromatografia de la fraccion PAG40-80. Cromatografia de exclusion molecular (Sephadex G-100) de la
fraccion PAG40-80 mM de NaCl. La columna (1x 65 cm) se equilibré previamente con bicarbonato de amonio
5 mM, pH 7.5y se aplico un flujo de 0.5 ml/min. La elucién de la proteina 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 fraccion con alta pureza se procedio al desarrollo de la técnica del
cromatoenfoque para ello, las fracciones recuperadas con 80 y 160 mM de NaCL
provenientes de la fraccion PAG40 purificada en DEAE-sephacel, y repurificadas en
Sephadex G-100 se pasaron a una columna de intercambiador i6nico (PBE-118, Pharmacia)
de acuerdo con el méetodo de Perera-Marin (2005). En breve, cada muestra de proteina se
resuspendio en amortiguador Pharmalyte (pH 8.0-10.5)-HCI, diluido 1:45 con agua
desionizada y ajustado el pH a 7.0. Una vez resuspendida cada muestra se colocé en columna
de vidrio de 0.7 cms de diametro interno por 27 cms de longitud que contenian previamente
el intercambiador idnico (PBE-118) equilibrado a pH 11.0 con trietilamina 0.025M. Cada
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fraccion proteica en la columna se eluyd con un flujo de 7 ml/h y se midi6 el pH de cada
fraccion colectada; Cuando se registro un pH de 7.0 en mas de 10 fracciones, el amortiguador
Pharmalyte se sustituy6 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
proteinas que eluyeron entre el rango de pH de 7.0 a 3.5. Una vez que se observo el pH
estable de 3.5, nuevamente el amortiguador se sustituy6 por una solucién de 1.0 M de NaCL
para recuperar las proteinas retenidas en la columna. Cada fraccion 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 patrén de elucion de la fraccion
proteica, cada fraccion eluida en la columna se monitoreo en un espectrofotometro a una
longitud de 280 nm. Al término, cada pico de proteina se agrupo para iniciar una dialisis
contra bicarbonato de amonio 0.005M pH 8.0 por 48 horas con cambios de solucion cada 24
horas y al término de la dialisis cada pico se liofilizo.

5.2 INMUNOTRANSFERENCIA O WESTERN-BLOT.
5.21 ELECTROFORESIS SDS-PAGE

Previo a la identificacion de las bandas inmunoreactivas a PAG mediante la
inmunotransferencia se desarrollé el sistema de gel electroforesis (SDS-PAGE). En breve, el
patron electroforético se desarroll6 sobre un gel de acrilamida al 10% de acuerdo a lo descrito
por Laemmli et. al.1970, aplicando concentraciones de proteina de PAG40 de 5, 10 y 20 ug
tanto en condiciones no reductoras como en presencia de p-mercaptoetanol (reductoras). El
gel electroforesis se corrio a 70 volts durante la migracion de la muestra en el gel
concentrador y luego a 100 volts durante el gel separador. Simultdneamente se aplicaron
estandares de bajo peso molecular pretefiidos como referencia (Thermo Scientific). Al final
de la cada corrida electroforética, los geles se tifieron con azul brillante de Comassie. La
determinacion del peso molecular aproximado de las proteinas se determiné comparando la
movilidad electroforética relativa de cada proteina con la movilidad relativa generada de
proteinas con peso molecular conocido. La movilidad relativa (Rf) fue determinada por

dividir la distancia (mm) de la proteina de interés entre la distancia del frente del gel que
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correspondio al azul de bromofenol. Una vez obtenido el Rf de cada banda de proteina, se
desarroll6 una gréfica formada por el Rf de las proteinas de peso molecular conocido (x=Rf)
y el logaritmo del peso molecular de cada proteina conocida (y=Log PM). Asi, la linea de
referencia sirvidé 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 patron adecuado de las bandas de proteina se procedio a identificar
la o las proteinas inmunoreactivas a PAG en un gel de electroforesis de SDS-PAGE al 10%
de poliacrilamida en una dimension aplicando una concentracién de proteina de 10 pg por
carril. Para ello, una vez concluida la electroforesis y con el mejor patrén de proteinas
presentes en el gel se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa (0.45 pum trans, blot,
Millipore) usando un sistema humedo de mini-protean (Bio-Rad, USA) aplicando 100 mA
por 60 min (Tombin et al. 1979). Para verificar la calidad de las proteinas transferidas, la
membrana nitrocelulosa se tifio con una solucion de rojo de Ponceau S. Para destefiir la
membrana se aplicaron varios lavados con agua desionizada. Después se aplicé un lavado
con 0.05% Tween-20 en una solucion de 137 mM NaCly 20 mM TrisapH 7.5 (TTBS) y la
membrana se incubd con amortiguador de blogueo (TTBS) que contenia albimina sérica
bovina (BSA) al 3% por 1 hora a temperatura ambiente. Tiempo después, la membrana se
incub6 por 20 horas a 4°C con amortiguador de bloqueo que contenia 1% de BSA vy el
anticuerpo primario (anti- PAG1, NBP2-56541) a una dilucion 1:1000 de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Al término, la membrana se lavé con TTBS y posteriormente
se incubd con el anticuerpo secundario generado en cabra y dirigido contra IgG de conejo
acoplado a fosfatasa alcalina (Jackson InmunoResearch) a una dilucion 1:1000 a temperatura
ambiente durante dos horas. El revelado de las bandas inmunoreactivas se realizé con el
estuche comercial (AP-Conjugated Sustrate kit, BIO-RAD) aplicando 125 pl del agente color
A (azul de tetrazolio en dimetilformamida [DMF]), 125 ul 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 anélisis de los resultados obtenidos mediante el Western Blot se tomaron
imagenes que se transfirieron a software Imagen J y se analizaron las bandas de proteina.

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

Previo al andlisis de las fracciones PAG40-160 mM y PAG40-80 mM en el
cromatoenfoque fue necesario estudiar la concentracion de proteina requerida para lograr un
patron electroforético éptimo y con ello lograr la identificacion de bandas inmunoreactivas
de proteina. En el panel A de la Figura 4 se ejemplifica el patron electroforético de la fraccion
PAG 40-160 mM a diferentes concentraciones de proteina en presencia y ausencia de un
agente reductor (beta mercaptoetanol). Como se aprecia el patrén de bandas de proteinas
tanto en condiciones no reductoras (NR) como reductoras (R) resulta mejor definido
conforme se disminuye la concentracion de proteina. Siendo la concentracion de 10ug de
proteina la que se consider6 como la mas adecuada. El analisis por medio de la
inmunotransferencia (panel B) nos indico claramente que podemos trabajar con 10 0 5 g de
proteinas en donde se aprecian la banda inmunoreactivas a PAG.
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Figura 4. Patron electroforético de la fraccion PAG40-160. Panel A) Patrén electroforético de la fraccion PAG40-
160 obtenida con 160 mM de NaCl en la cromatografia de DEAE-Sephacel. La electroforesis en SDS-PAGE
al 10% se corri6 bajo diferentes concentraciones de proteina en ausencia (NR) o presencia (R) de agente
reductor. PM se refiere a las proteinas con peso molecular conocido que se indica en el lado izquierdo de la
fotografia. Las flechas de la derecha muestran las bandas de proteina predominantes con peso molecular de 53,
42y 28 kDa. Panel B) Bandas inmunoreactivas a PAG. Para el desarrollo del Inmunoblot se probé el anticuerpo
1:1000 por 20 horas a 4°C y el segundo anticuerpo 1:5000.

Una vez establecidas las condiciones para PAG40-160 mM, se procedio a realizar una
electroforesis utilizando la fraccion obtenida con 80 mM de NaCL. Para ello, se tom6 como
referencia la concentracion de 10ug de proteina establecida previamente, asi como en

presencia del agente reductor (Figura.5). En la Figura 5 se presenta el patron electroforético
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de PAG40 previa a la purificacion en DEAE-Sephacel asi como la fraccion obtenida con 80
mM de NaCL. Para confirmar la reproducibilidad de la técnica se aplico en tres carriles la
misma concentracion. Como se aprecia en el recuadro superior el patron electroforético fue
similar destacando la banda de proteina de peso molecular de 53.0 kDa y una menor de 28.0
kDa. Este mismo patron se repitio en el estudio de la inmunotransferencia (Figura 5. Panel
B) en donde las bandas inmunoreactivas coincidieron a lo establecido previamente.
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Figura 5: Patron electroforético de la fraccion PAG40-80. Patron electroforético de la fraccion PAG40-80 obtenida
con 80 mM de NaCl en la cromatografia de DEAE-Sephacel. La electroforesis en SDS-PAGE al 10% se corri
con 10 pg de proteina en presencia (R) de agente reductor. PM se refiere a las proteinas con peso molecular
conocido que se indica en el lado izquierdo de la fotografia. Las flechas de la derecha muestran las bandas de
proteina predominantes con peso molecular de 53 y 28 kDa. Panel B: Bandas inmunoreactivas a PAG. Para el
desarrollo del Inmunoblot se probo el anticuerpo 1:1000 por 20 horas a 4°C y el segundo anticuerpo 1:5000.

Una vez establecidas las condiciones de la electroforesis y su analisis por el Western
blot se procedi6 al andlisis de las muestras mediante el cromatoenfoque. En la Figura 6 se
presenta el patron de elucién de la fraccion PAG 40-80 mM. En la corrida cromatogréafica se
aprecia un pico de proteina cercano a pH 10, y una fraccion de proteina de pH 4.96 y
finalmente un pico a un pH de 5.6. Debido al bajo rendimiento de proteina en los pico de pH
10.0y 5.6 de pH no se logré conocer el andlisis electroforético, en contraste la fraccion eluida
a pH 4.6 mostr6 un patron electroforético similar a la fraccion de origen (PAG40) en donde
se aprecié una banda de proteina de 53.0 kDa y una pequefia de 28.0 kDa, respectivamente

(Figura? panel A).

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

inmunoreactivas a PAG.
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Figura 6. Patron representativo de distribucion de PAG40-80 (fraccion recuperada con 80 mM de NaCl en la
cromatografia de DEAE-Sephacel) a través del cromatoenfoque. La columna cromatografica con el intercambio
idnico PBE-118 se equilibro previamente con 0.025M de trietilamina a pH 11.0 y después la columna recibi6
6.7 miligramos de proteina. La columna se eluy6 con un gradiente de pH que corrié desde pH 11.0 hasta 3.5y
se colectaron fracciones de 4 ml cada una. La flecha inicial en la figura indica el momento del cambio del

amortiguador durante la evaluacién cromatografica y la segunda flecha después de la aplicacion de 1.0 M de
NaCl.
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Figura 7. Patron electroforético PAG40-80. Panel A) Patrén electroforético en SDS-PAGE bajo condiciones
reductoras de la isoforma predominante (pl 4.96) recuperada durante el cromatoenfoque. PM= indica el peso
molecular de las proteinas de referencia y con flechas internas las bandas de proteina predominantes (53.0 y 28
kDa). Panel B) Patron inmunoelectroforético de la fraccion PAG40-80 mM antes y después del
cromatoenfoque. Cada fraccion se analizé con una concentracion de 10 pg de proteina y la presencia de la
glicoproteina asociada a la gestacién (PAG) se detectd con el anticuerpo primario PAG1 (antibody, NBP2-
56541, Novusbio), diluido 1:1000 durante 20 h a 4°C 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
unadilucién de 1:5000 a través del estuche comercial (AP-Conjugated Sustrate kit, BIO-RAD). La flecha sefiala
las proteinas de referencia con su respectivo peso molecular.

Por otro lado, el patron de elucion de la fraccion PAG 40-160 mM analizado mediante
el cromatoenfoque se presenta en la Figura. 8. Como se aprecia, se observo Gnicamente un
pico de proteina pH 4.96, y una pequefia fraccion de proteina a un pH de 5.6. Debido al bajo
rendimiento de proteina en los picos de pH 5.6 de pH no se logré conocer el analisis
electroforético. En contraste la fraccion eluida a pH 4.96 mostré un paton electroforético
similar a la fraccion de origen (PAG40) en donde se apreci6 una banda de proteina de 53.0
kDa y una pequefia de 28.0 kDa, respectivamente (Figura. 9, Panel A), mismas fracciones
de proteina que resultaron inmunoreactivas a PAG como se aprecia en el recuadro B de la

misma figura.
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Figura 8. . Patron representativo de distribucion de PAG40-160. Patrén representativo de distribuciéon de PAG40-
160 (fraccion recuperada con 160 mM de NaCl en la cromatografia de DEAE-Sephacel) a través del
cromatoenfoque. La columna cromatogréafica con el intercambio i6nico PBE-118 se equilibré previamente con
0.025M de trietilamina a pH 11.0 y después la columna recibi6 6.7 miligramos de proteina. La columna se
eluyd con un gradiente de pH que corrié 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 evaluacion
cromatografica y la segunda flecha después de la aplicacion de 1.0 M de NaCl.
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Figura 9.Patrén electroforético PAG40-160. Panel A) Patrén electroforético en SDS-PAGE bajo condiciones
reductoras de la isoforma predominante (pl 4.96 y 5.2) recuperadas durante el cromatoenfoque. PM= indica el
peso molecular de las proteinas de referencia y con flechas internas las bandas de proteina predominantes (53.0
y 28 kDa). Panel B) Patron inmunoelectroforético de la fraccion PAG40-160 mM antes y después del
cromatoenfoque. Cada fraccion se analizé con una concentracion de 10 pg de proteina y la presencia de la
glicoproteina asociada a la gestacién (PAG) se detectd con el anticuerpo primario PAG1 (antibody, NBP2-
56541, Novusbio), diluido 1:1000 durante 20 h a 4°C 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
unadilucién de 1:5000 a través del estuche comercial (AP-Conjugated Sustrate kit, BIO-RAD). La flecha sefiala

las proteinas de referencia con su respectivo peso molecular.




7 DISCUSION

Las proteinas provenientes de un extracto de origen ovino de placentomas de 100 dias de
gestacion se precipitaron con una solucién saturada de sulfato de amonio hasta obtener una
fraccion de proteina del 40% (PAG40), fraccion de proteina que se purifico en el intercambio
ionico DEAE-Sephacel para recuperar fracciones de proteina con 80 y 160 mM de NaCL
(datos no publicados, Nava K. et al. 2019). Estas Gltimas fracciones se analizaron mediante
la técnica de inmunotransferencia o Western blot y el producto final de cada fraccién de
purificacion se analiz6 mediante el cromatoenfoque para obtener e identificar isoformas de
la proteina. Con estos dos ultimos procedimientos se logro identificar la presencia de tres
proteinas inmunoreactivas asociadas a la gestacion 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 inmunodeteccion se recurrié al empleo del
anticuerpo primario policlonal generado en conejo en contra de la secuencia de los
aminocidos:
KCHQSRELPRIPPESAVDTMLTARSVDGDQGLGMEGPYEVLKDSSSQENMVEDCL
YETVKEIKEVAAAAHLEKGHSGKA, correspondiente a la PAG 1 de origen humano
(NBP2-56541), el empleo de este anticuerpo permitié identificar proteinas inmunoreactivas
a PAG de origen ovino con distinto peso molecular.

El hecho de que las PAG’s se consideren como glicoproteinas con distinto contenido
de oligosacéaridos, establece un panorama de multiples bandas cuando se ejecuta la
electroforesis en SDS-PAGE, este evento supone que la presencia de proteinas 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 fraccion PAG40-160mM, fraccion obtenida con 160 mM de
NaCL en la cromatografia de DEAE-Sephacel muestra un patron electroforético bajo
condiciones no reductoras (en ausencia de B-mercaptoetanol) que se caracterizd por la
presencia de proteinas predominantes con alto peso molecular (100 a 138 kDa) y que

resultaron inmunoreactivas a PAG. También se observé una escasa presencia de bandas de
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proteinas de 53.0 y 28.0 kDa, respectivamente. En contraste, cuando las muestras fueron
sometidas a un calentamiento y al agente reductor, el patron electroforético denoto que la
banda de 100-130 kDa casi desparece en su totalidad y se enriquecieron la proteinas de 53.0
y 28.0 kDa, este resultado sugiere que la banda de alto peso molecular correspondié a formas
agregadas de la proteina nativa de PAG, evento que se ha documentado y descrito para otras
glicoproteinas de origen hipofisario (Perera et al. 2004); sin embargo, no se descarta la
posibilidad de que se trate de una variante hiperglicosilada de la proteina dado que en
extractos purificados de placenta de bisonte americano (Kiewisz et al. 2008) y europeo
(Szafranska et al. 2005; Kiewisz 2009) se demostrd la existencia de una proteina 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 proteinas depende de la
presencia de diferentes sitios de glicosilacién, por ejemplo, la familia de proteinas para la
especie ovina, bovina y caprina cuentan con siete sitios posibles de glicosilacion (Xie et al.
1997; Garbayo et al. 2000), a diferencia de la especie porcina en donde solo se han descrito
tres sitios de glicosilacion (Szafranska et al. 2006) (Szafranska et al. 1995; Panasrewicz et
al. 2004; Szafranska et al. 2004) Luego entonces, el incremento de sitios de glicosilacion
como ocurre en la especie ovina se puede correlacionar positivamente con el incremento del
peso molecular de la proteina 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 proteina con peso molecular relativo de 53.0 kDa (Figura 8 y Figura 9) que se
identificd en este estudio bajo condiciones reducidas (en presencia de Pmercaptoetanol)
resulto ser la mas abundante y al comparar su peso molecular con resultados previos en la
misma especie (EI 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) confirmd 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 dias de gestacion.
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En concordancia al resultado anterior, esta proteina resulto ser inmunoreactivaa PAG
mediante el analisis por Western blot. Este resultado coincidioé de manera precisa al patron
electroforético reportado para la proteina de 53.0 kDa y descrita en el instructivo del
anticuerpo. Esta banda de proteina es identificada exclusivamente por la secuencia
polipeptidica de PAG 1 de origen humano y con la cual se generd el anticuerpo, este resultado
por lo tanto, confirma la existencia de PAG en extractos de placenta ovina de 100 dias de
gestacion, que es reconocida de manera especifica por epitopos del anticuerpo que reconocen
a PAG 1 humana y se amplia a la especie ovina. A este respecto, el desarrollo de sistemas
inmunologicos heterélogos como el ELISA (Friedrich et. al 2010) el RIA (Barbatos et, al.
2009) e inmunodifusion radial (EI Amir 2003 B) han permitido identificar y cuantificar a
diferentes variantes de esta familia de proteinas de distintas especies, por lo tanto, se puede
inferir que entre variantes de esta proteina entre especies comparten secuencias de
aminoacidos que pueden ser reconocidas de manera indistinta por epitopos de anticuerpos
policlonales de ensayos heterdlogos.

Finalmente, el estudio previo de nuestro laboratorio encaminado a identificar la
secuenciacion de aminoécidos de la fraccién de proteina PAG40 eluida con 80 mM de NaCl
(estudiada aqui) demostré que la banda de esta proteina de 53.0 kDa y que se analiz6 a través
de la secuenciacién de aminoacidos, cuenta con una homologia del 100% en su secuenciacién
de aminoécidos para PAG 3, PAG 4 y una proteina similar a PAG de origen ovino, lo que
confirma categdricamente que nuestra proteina mayoritaria identificada en este estudio se
trata de una variante de masa de 53 kDa presente en placentomas de la especie ovina de 100

dias de gestacion.

Un hallazgo interesante fue la presencia de una proteina inmunoreactiva a PAG con
un peso molecular de 28.0 kDa que podria tratarse de formas inmaduras de la proteina en
diferentes estadios de glicosilacion. 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
oligosacéaridos 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 eliminacion del grupo de oligosacaridos con la aplicacion de glicopeptidasa F en PAG1,
PAG 2y PAG 11, con un peso molecular previo de 63.0, 57.0 y 44.0 kDa, respectivamente,
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disminuyen drésticamente a un valor cercano 37.0 kDa y en algunos casos hasta de 21.0 kDa,
estas evidencias pueden sugerir que la incorporacion de oligosacéridos durante la sintesis de

la proteina da origen a la proteina madura.

Por otro lado, Xie en 1997 aplicando tunicamisina como un inhibidor de la
glicosilacion demostré un patron electroforético de las proteinas PAG’s de bajo peso
molecular (8 y 10 kDa), adicionado a lo anterior se sabe que el patron de glicosilacion puede
ser bi, tri, y tetra-antenario de oligosacaridos (Atkinson et al. 1993). Por lo tanto, podemos
sefialar que la proteina observada de 28.0 kDa durante la purificacion de PAG40 puede ser
una proteina que puede estar en un diferente estadio de desarrollo y que fue obtenida durante
la purificacion de la proteina. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que se trate de
una proteina madura que es sintetizada en este periodo de gestacion en ovinos, ya que se ha
informado de proteinas cercana a este peso molecular en la placenta ovina de 60 dias de
prefiez (EI Amiri et al. 2004) y recientemente se han observado proteinas PAG de 19.0 a 26.0
kDa en el oso pardo (Panasrewicz et al. 2019), a pesar de ello se desconoce la funcion de esta
proteina, asi como su estudio de secuenciacion y patrén de aminoécidos. Finalmente, existe
la posibilidad de un grupo de formas de estas proteinas se trate de péptidos generados durante
el proceso de extraccion de la muestra original y que son arrastrada durante la purificacién
final y que es reconocido de forma inespecifica por el anticuerpo al contener sitios de
reconocimiento especificos luego entonces para verificar que se trata de una posible isoforma
de PAG es necesario realizar un estudio de secuenciacién de la proteina como se realizé en
este estudio para PAG40-80 mM.

La isoforma aislada a partir de la fraccion PAG40-80 y de la fraccion PAG40-160
mM mediante el analisis por cromatoenfoque (Figura 6 y 8) permitio confirmar mediante el
western blot (Figura 7 y 9) que la proteina de 53.0 kDa y que represento la mayor proporcién
de la proteina que eluyo en el rango de pH acido y que correspondié al pico de proteina
identificada a pH 4.96 se trata de PAG. Este patron de distribucion de la proteina en el
cromatoenfoque es el primero en ser informado para esta proteina. El punto isoeléctrico
identificado resultd 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 acido predominaron. Por lo tanto, podemos asumir que el
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procedimiento desarrollado para la obtencién del grupo de isoforma de la PAG ovina no
interfiere en el patrén 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 analisis de la misma fraccion se identifico un patrén
de tres proteinas en el rango de 4.0 a 6.0 de pH. Siendo la proteina cercana pH 5.0 la
mayoritaria. La presencia de otras proteinas 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 modificacion postraduccion como el proceso de
glicosilacion dentro de las proteinas (Perera et al. 2007) y este evento se lleva a cabo de
forma especifica en células de la placenta durante el desarrollo gestacional (ElI Amiri et al.
2003 A; 2003 B y 2004), y mediante ensayos de proteccion de ribonucleasa (Green et al.
2000; Garbayo et al. 2000) se ha demostrado que este patron diferencial de expresion de
PAG’s ocurre a lo largo de la gestacion, hace pensar, por lo tanto, que la presencia de
proteinas de peso molecular de 100-130 kDa, 53.0 kDa y 28.0 kDa son proteinas de PAG
presentes en el tejido placentario como productos de modificacion postraduccion y que
pueden estar presentes durante el proceso de purificacion y que se recuperaron durante la
extraccion del extracto placentario ovino (Szafranska et al. 2006) y que no se trata de

artefactos del proceso de extraccién y purificacion desarrollado en nuestro estudio inicial.

En este estudio se confirmd la presencia de tres proteinas inmunoreactivas a PAG en
tejido placentario de 100 dias de gestacion con un anticuerpo policlonal heter6logo a la
especie en estudio. La proteina de 53kDa resulto ser la predominante con un pl de 4.96. Es
de destacar que durante en la revision de la literatura se present6 que la variante de 55 a 57

kDa corresponde a la PAG predominante durante su purificacion.

Aunque se cuenta con esta informacion es necesario la realizacion de estudios
bioldgicos in vivo e in vitro con el fin de conocer la relacion estructura-funcion de esta familia
de proteinas como se ha descrito para otras glicoproteinas involucras en el proceso

reproductivo (Perera-Marin et al. 2007).
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Finalmente, bajo las condiciones de la inmunotrasferencia desarrollada y el estudio con
el cromatoenfoque se logré identificar una proteina predominante inmunoreactiva a PAG con
un peso molecular de 53.0 kDa y un pl de 4.96. Es necesario un método de inmunodeteccion

homologo (inmunotrasferencia) para confirmar nuestros hallazgos.

8 CONCLUSION

Bajo las condiciones de la inmunotransferencia desarrollada y el estudio con el
cromatoenfoque se logré identificar y aislar proteinas inmunoreactivas PAG's, partir de
placentomas en el dia 100 de gestacion ovina), con diferente peso molecular y con un punto
isoeléctrico de 4.96. Es necesario un método de identificacion homologo
(inmunotransferencia) para confirmar nuestros hallazgos. Se cuenta con material bioldgico

suficiente para la induccion de sus correspondientes anticuerpos.
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10 ANEXOS

10.1 ANEXO 1: CARACTERISTICAS GENERALES DE LA
GESTACION EN LA BORREGA

El periodo de gestacidn transcurre entre la concepcion (fertilizacion de un évulo con
el espermatozoide) y el momento del parto. Después de la fertilizacion, el cigoto o huevo
comienza a dividirse y pasa de una unidad unicelular a una multicelular. La primera division
mitdtica o segmentacion del huevo o cigoto da origen a dos nuevas células idénticas y sus
subsecuentes divisiones se conocen como blastomeros que contintian su division para formar
la morula, en donde las células de la periferia comienzan a liberar sodio hacia los espacios
intercelulares con ello se logra un incremento de liquido lo que permite la formacién del

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

La primera segregacion celular en el blastocisto da origen a dos subpoblaciones, las
periféricas y las centrales. De las células perifericas de este blastocisto se forma el
trofoblasto, que da origen a la mayoria de las membranas extraembrionarias; de la
subpoblacion de células centrales se forma el embrioblasto, que da origen al embrién. La
segunda segregacion de células a partir de las células de la masa celular interna da origen a
la formacién del hipoblasto y epiblasto; el epiblasto dard origen a las capas germinales,
endodermo, mesodermo y ectodermo, proceso conocido como gastrulacion (Galina et al.
2021). El desarrollo del blastocisto con el aumento del liquido en el blastocele termina por
romper la zona peldcida, liberando al blastocisto que entra en contacto con el endometrio y

comienza la etapa de implantacion.

La implantacion para su estudio se divide en 5 fases: 1) Toma como referencia la
inclusion de la eclosion del embridn de la zona pellcida; 2) Fase que se conoce como pre-
contacto y orientacion 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 esté existiendo un intercambio de secreciones entre la madre y el
embrion; 3) La tercera fase conocida como aposicion, hace alusion al posicionamiento del

blastocisto en una de las tres zonas del Gtero, denominadas céntrica, excéntrica e intersticial,
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en las borregas es céntrica, posteriormente la inter digitalizacion de las vellosidades
coridénicas determina el tipo de placentacion segun la especie; 4) Esta fase comprende a la
adhesion donde se involucran glicoproteinas, integrinas, selectinas y galactinas que son
sefializadores de comunicacion celular; 5) La ultima fase corresponde a la invasion
endometrial, que consiste en la invasion de las células de trofoblasto al epitelio del
endometrio durante la formacion de la placenta, esta fase depende de la especie. (Geisert
2015).

Para la especie ovina, el trofoblasto invade parcialmente al epitelio del Gtero, dando
como resultado una placentacion de tipo sindesmocorial. Existe la formacidn de vellosidades
agrupadas en pequefas zonas del corion, constituyendo cotiledones, informacion que se

describe mas detalladamente en la seccion de placentacion.

En los ovinos, la implantacion inicia entre el dia 15y 16 posterior a la concepcion y
el proceso culmina entre la cuarta y quinta semana de gestacion. El reconocimiento de la
gestacion debe efectuarse simultdneamente. Este reconocimiento materno consiste en evitar
la lutedlisis a través de sefiales emitidas por el cigoto como hormonas y /o proteinas, de tal
manera que el ciclo estral se interrumpe, por otro lado, la produccién y secrecion de
progesterona por el cuerpo lGteo se mantiene. En esta especie, el sefializador es el interferon
tau (IFN- 1), el cual interfiere con la secrecion de prostaglandina F2a, asi evita la lute6lisis y
bajo estas condiciones el ambiente uterino se ve favorecido para la implantacion y desarrollo

del embrion.

Una vez que se efectla el reconocimiento, la placenta paulatinamente comienza a
secretar hormonas como el lactégeno placentario, progesterona entre otras que le permiten a
la madre adaptarse fisioldgica y conductualmente a la gestacion. Un ejemplo de esto es la
produccidn y secrecion de lactdgeno placentario que en ovinos estimula la hiperplasia de las
glandulas uterinas y secrecion del histotrofo, asi como el crecimiento de la glandula mamaria

y el crecimiento fetal.
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10.2 DESARROLLO DE LA PLACENTA

La placenta es un érgano endocrino transitorio que se desarrolla durante la gestacion;
la placenta evoluciona de forma paralela al proceso de gastrulacién. Este 6rgano tiene la
principal, pero no Unica funcion de intercambio de gases y nutrientes entre la madre y el feto.
La placenta, esta constituida por tres membranas: amnios, alantoides y corion y el saco

vitelino que resultan de la union 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 embrién forma el corion;
en contraste, el amnios y el alantoides son una evaginacion del intestino primitivo, que da

origen al sistema vascular de la placenta fetal.

El amnios por su parte contiene liquido amni6tico, se mantiene en contacto directo con el
embridn protegiéndolo y brindando flotabilidad, mientras que el corion es la membrana mas
externa, esta en contacto con el endometrio uterino de la madre por medio de un tejido
denominado trofoblasto o trofoectodermo, este tejido forma pliegues llamados vellosidades
coridnicas, la distribucion 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 carunculas y en conjunto forman el placentoma. El saco vitelino y
alantoides: se llenan de liquido conforme el embridn crece y se desarrolla, la fusién de estas

dos membranas forma el corioalantoides y es la porcion fetal de la placenta.
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Cotiledones

Imagen 1. Placenta sinepiteliocorial de rumiante con cotiledone. Tomada por Giovanna Ledn Legaspi.

10.3 CLASIFICACION HISTOLOGICA DE LA PLACENTA.

La fusion del epitelio uterino con las células trofoblasticas, da origen a la placenta
denomina sinepiteliocorial o sindesmocorial, constituida entre la madre y el embridn 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 distribucion de las capas entre el feto y la madre.

Tejido mesenquimatoso
Vasos sanguineos fetales
@D Células del trofoblasto

Tejido conectivo materno
Vasos sanguineos maternos

Imagen 2. Capas histoldgicas entre la madre y el feto presentes durante la gestacion de rumiantes. Tomada por Giovanna
Ledn Legaspi

40



Como ya se mencion0 en las funciones de la placenta, esta no se limita al intercambio
gaseoso y nutrientes, adicionalmente, desempefia la funcion de sintesis y secrecion de una
gran y variada cantidad de hormonas tales como las gonadotropinas, estrogenos,

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

Caracteristicas de la placenta ovina

Distribucion de las vellocidades | Cotiledonaria

Posicionamiento placentario Central

Histologia Sinepiteliocorial

Tabla 1. Caracteristicas de la placenta ovina.

10.4 DIAGNOSTICO DE GESTACION EN OVINOS

El diagndstico de gestacion en la especie ovina se determina a través de mdaltiples
métodos dependiendo de la etapa de gestacion. Para ello, existen tres tipos de diagndsticos:

conductual, clinico y de laboratorio.

El diagndstico conductual se refiere a la observacion de la conducta que presenta la
borrega y con ello identificar su regreso o no al estro, asi, en caso de un diagndstico negativo,
la borrega presenta conducta de celo aproximadamente 17 dias después de la monta o la

inseminacién artificial, sin embargo, el no retorno al estro puede deberse a un cuerpo luteo.

El diagnostico clinico implica la intervencion del MVZ por lo que este diagnostico es
dependiente de la habilidad y experiencia de este. El diagnéstico por ultrasonido se hace de
manera transabdominal entre los dias 40 y 50, se busca localizar los cotiledones, que se
observan como estructuras redondas similares a pequefias donas, que mediante el efecto
Doppler se busca detectar el movimiento y latido cardiaco fetal. También se puede hacer
ultrasonido via rectal posterior al dia 35, esta opcion tiene un mayor grado de invasion. Otro

método se realiza aproximadamente a los 100 dias de gestacidn y se puede hacer la palpacion
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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 diagnostico por pruebas de laboratorio es de los métodos mas confiables ya que
miden en suero, leche u orina la concentracion de hormonas propias de la gestacién como,
lactogeno placentario, factores de crecimiento, glicoproteinas asociadas a la gestacion
(Alvarez Oxiley. 2022) estas pruebas ademas de ser confiables se pueden realizar en las
primeras semanas de la gestacion, el costo de estas pruebas puede variar. Cabe mencionar
que PAG no es el Unico marcador que permitiria realizar un diagnostico temprano, los
leucocitos tienen un aumento entre los dias 16 y 20 post inseminacion, la progesterona
aumenta en leche entre los dias 20 y 24 post inseminacion (Scully S et al. 2014), solo por

poner unos ejemplos.

DIAGNOSTICO DE GESTACION

Calendario de Dx ovino.

D10 D 15-17 D 35 D 40 -50 D90
Medicion de N:l r:sttor:)no Ultrasonido via Ultrasonido via Palpacion externa.
P4 ' rectal transabdominal Peloteo.

La borrega
rechaza al
macho

Imagen 3. Diagnéstico de gestacion en ovino. Sugerencias de técnicas para diagnostico de gestacion en ovinos
dependiendo de tiempo te prefiez. Tomada por Giovanna Ledn Legaspi.
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10.5 ANEXO 2: TABLA DE HISTORIA SOBRE PAG

Afo | Investigador Hallazgo

1978 Staples. Deteccidn del antigeno asociado a la gestacion.

1982 | Butler. Reconocen dos antigenos: Proteina especifica de la prefiez PSP’s
AyB
47 — 53 kDa.

1986 | Sasser. Primero en medir por radioinmunoensayo PSPB en suero para
hacer diagnostico de gestacion temprano.

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

1991 | Zoil. Aislé y purificd PAG bovino de tejido cotiledonario.
encuentra 4 puntos isoeléctricos:4.4, 46, 5.2 y 5.4.

1991 | Xie. Integracion de PAG a la familia de glicoproteinas asparticas

1991 | Xie. PAG no presenta actividad enzimatica

Green.

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

1994 | Ranilla. ovPAG cambia su concentracion a lo largo de la gestacion, siendo
detectable en suero.

1995 | Xie. Identificacion 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, ovPAG6E1 y ovPAG6ES.

1998 | Garbayo. Aislamiento y caracterizacion 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 proteoliticas.

1999 | Green PAG en gatos.

1999 | Green PAG en caballos

1999 | Austin Sugiere que PAG tienen un rol hormonal

2000 | Hughes. Clasificacion de las PAG en antiguas y modernas.
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Afo | Investigador Hallazgo

1978 Staples. Deteccidn del antigeno asociado a la gestacion.

2000 | Garbayo. PAG caprina

2001 | Chen PAG en roedores

2002 | Sousa PAG en zebu

2002 | Metelo Deteccion de PAG en leche de bovino

2003 | El Amiri. Aislamiento y purificacion de 3 PAG’s ovinas: ovPAGS55,
oVPAGS57 y ovPAGS9.

2005 | Szafranska | PAG en bisonte europeo

2005 | Wooding sugiere que PAG actGia como un puente molecular entre la placenta
y el Utero

2007 | Brandt PAG en ciervo de cola blanca.

2008 | Barbato PAG en bufalo de agua

2009 | Majewska PAg en camélidos

2009 | Barbatos Diagnostico de gestacion temprano en borregas por
radioinmunoensayo

2010 | Friedrich Medicion de PAG por ELISA en muestras de leche de bovino

2013 | Shahin Monitoreo de PAG caprina usando ELISA

2013 | Barbato Purificacion y RIA en PAG de bufalos.

2016 | Lipka PAG en Alce europeo

2017 | Majewska. Pag en primates

2017 | Barbato Uso de PCR para identificacion de PAG 2 en bufalo

2019 | Panasiewicz | PAG en 0so0s pardos

2020 | Silva- Uso del test de diagndstico rapido de bovino empleado en otros

Chavez rumiantes

2020 | Oliveira Filho | La concentracion de PAG en bovinos al dia 24 puede ser empleada
para detectar de forma temprana la gestacion.

2021 | Singh La concentracién de PAG en leche de cabra entre el dia 26 a 51
puede ser empleada para hacer diagndstico temprano de gestacion,
siendo un método menos invasivo

2022 | Barbato Revision de PAG

Tabla 2. Historia de PAG.
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10.6 ANEXO 3: TABLA DE PESO MOLECULAR Y PUNTO

ISOELECTRICO DE PAG EN DISTINTAS ESPECIES.

Autor ano Especie dato Observacion P.l
Xie et al. 1991 Rumiantes | 47, 67 kDa 47 kDa*
Xie et al. 1997 ovinos 45, 70 kDa
Garbayo etal. | 1998 Caprinos | 55, 59, 62 495.1, 5.3
kDa 5.5,
El Amirietal. | 2003 Ovino 55, 57 y 59 | ovPAG-55* 4.1, 43,
(a) kDa. 47, 50 y
5.9
El Amirietal. | 2004 Ovino 58, 61, 58, 40-85
66, 66,
60,59, 55
Green et al. 2005 bovinos 55, 65, 75| 75 kDa*
kDa
Bella A.et al. 2007 Mamiferos | 39.7 - | 76.4, 69.9*
66.2(alpaca)
339 - 522
(perros y
gatos)
589 - 65.3
(humano)
Kiewisz 2009 Bisonte 50, 55, 67, 71 3.7-74
Barbato 2013 Bufalo de | 55to 78 kDa | 55 kDa*
agua
Beriot et al., 2014 Cérvidos 31 a58 kDa
Lotfan et al. 2018 Bufalo 41.2 kDa 9.64
Panasiewicz et | 2019 Oso pardo | 55,66, 72, | 55kDa*
al.. 26, 36, 45
kDa

Tabla 3. Peso molecular y punto isoeléctrico de PAG.

*Molécula predominante
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10.7 ANEXO 4: CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES
(METODO DE BRADFORD)

10.7.1 Curva Estandar
Preparar concentraciones de Albumina Sérica Bovina (1, 2, 4, 8, 10, 20 ug)
Llevar a cada solucion a un volumen final de 800 pl con agua desionizada.
Agregar 200 pl de reactivo de Bradford (concentrado)
Dejar que reaccione durante 5 min.

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

10.7.2 PREPARACION DE ALBUMINA SERICA BOVINA
Se tomd de la solucidon estandar (BSA al 20%), se tomaron 10 ul que contienen 2 mg de
proteina. Esta concentracion de proteina se ajustd a un volumen de 2 ml con agua
desionizada, generando una concentracion de 1 pg/pl de solucién.
10.7.3 ELECTROFORESIS SDS-PAGE
a) Solucion A: Acrilamida al 30%, Bisacrilamida 0.8%
Acrilamida 30.0g

Bisacrilamida 0.8 g

Agua 100.0 ml

b) Solucion B: (Amortiguador para gel resolvedor)
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d)

e)

TRIS 18.17g
SDS 040g¢g
Agua 100.0 ml

Ajustar a pH 8.8 con HCI concentrado

Solucion C (amortiguador del gel concentrador)
TRIS 6.06¢

SDS 0.40g

Agua 100.0 ml

Ajustar a pH 6.8 con HCI concentrado

Solucion D (amortiguador de corrida)
1X 2X
TRIS 1.52¢ 2.28¢

Glicina 7.21g 1081¢g
SDS 050g 0.75¢g
Agua 500ml 750 ml

Ajustar a pH 8.3 con NaOH 10 N

Solucién E (amortiguador de muestras no reductoras)
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f)

9)

Solucion C 125 ml
SDS al 19% 0.10 ml
Glicerol (0.05%) 1.0ml

Azul de Bromoferol (0.05%) 0.4 ml

Solucion F (Persulfato de amonio al 10%)
Persulfato de amonio 100 mg

Agua 1.0 ml

Solucion G (amortiguador de muestras reductoras)

B-mercaptoetanol 10 pl

Solucién E 990 pl

Marcadores de Peso Molecular

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

GEL 7.5% 10% 12.5%
RESOLVEDOR
Solucion B 2.5ml 2.5 ml 2.25ml
Solucion A 2.5ml 3.33ml 3.75ml
Agua 5mi 5mil 3mi
TEMED 5 pl 5 pl 7.5l
Solucion F 50 pl 50 pl 30 ul

Gel Concentrador (4%)

Solucion C 1.26 ml

Solucion A 0.66 ml

Agua 3ml

TEMED 5l

Solucioén F 25 ul

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

el gel resolvedor.
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