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RESUMEN

La relaxina es una hormona peptidica que se produ-
ce en el cuerpo luteo, que se localiza principalmente
en suero sanguineo, placenta y ovarios de mamiferos, --
asi como en elasmobranquios v algunas aves durante la
gestacion (1.2). La relaxina es similar a la insulina
respecto a la secuencia y numero de aminoacidos que las
conforman, ambas hormonas constan de dos subunidades u-
nidas por puentes disulfuro y tienen pesos moleculares
de aproximadamente 6000 daltones (3-6)., a pesar de ello
tienen actividades muy diferentes.

La relaxina en la etapa tardia de la gestacidn su-
prime la actividad espontanea del miometrio, favorece
la dilatacion v relajacidn del cervix, asi como de si--
fisis pabica v otras uniones pélvicas {(2.4.5).

A pesar de la importancia de esta hormona en los
procesos de reproduccioén sclo ha sido purificada en un
pequefio numero de especies. tales como cerda, rata., ti-
burdn, conejo, humanc y equino. utilizando diferentes
métodos de obtencidn, purificacion y pruebas bioldgicas
(3.7=17).1lcs cuales resultan ser muy costosos ya que la
relaxina existe en muy baja concentracién y se requiere
un alto numero de Srganos ricos en esta hormona.

El objetivo de este trabajo fue estandarizar un --
método para la obtencidn vy purificacion de relaxina de

rata.
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RESUMEN

La relaxina es una hormona peptidica que se produ-
ce en el cuerpo luteo, que se localiza principalmente
en suero sanguineo, placenta y ovarios de mamiferos, --
asi como en elasmobranquios y algunas aves durante la
gestacién (1,2). La relaxina es similar a la insulina
respecto a la secuencia y numero de aminoacidos que las
conforman, ambas hormonas constan de dos subunidades u-
nidas por puentes disulfuro y tienen pesos moleculares
de aproximadamente 6000 daltones (3-6), a pesar de ello
tienen actividades muy diferentes.

La relaxina en la etapa tardia de la gestacidén su-
prime la actividad espontanea del miometrio, favorece
la dilatacidn y relajacidén del cervix, asi como de si--
fisis pubica y otras uniones pelvicas (2.4.5).

A pesar de la importancia de esta hormona en los
procesos de reproduccion solo ha sido purificada en un
pequenno numero de especies. tales como cerda, rata, ti-
burén. conejo. humano v esguinc, utilizando diferentes
métcdos de obtencidén, purificacion y pruebas bioldgicas
{2.7=77).1los cuales resultan ser muy costosos va que la
relaxina existe en muy baja concentracidén v se redquiere
un alts numeroc de Odrganos ricos en esta hormona.

El objetivo de este trabajo fue estandarizar un --
métcdo para la obtencidn v purificacion de relaxina de

rata. . ‘ . - . ’ . .




El establecimiento de la metodologia se hizo en --
base a métodos previamente descritos, se utilizaron o--
varios de ratas de 20 dias de gestacién, los cuales se
sometieron a homogenizacidén, agitacioén, centrifugacién
v dialisis, para posteriormente pasarlos por filtracién
en gel v cromatografia de intercambio idnico.

La prueba bioldgica para comprobar la obtencién de
relaxina se realizdé directamente en Gtero e intestino
de ratas multiparas por medio de registros electrofi---
légicos de relajacién y contraccién tanto "in vivo" co-
mo "in vitro".

Los resultados obtenidos demostraron la presencia
de relaxina y con ello la estandarizacién de un método
de obtencion practico y reproducible en nuestro medio,
que permita llevar a cabo futuros provectos de investi-

gacidén.
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INTRODUCCION
1.~ DEFINICION.

La relaxina (R) es una hormona peptidica que se --
localiza principalmente en suero sanguineo, placenta y
ovarios de mamiferos, asi como en elasmobranquios y al-
gunas aves durante la gestacidén (1.2). Esta hormona ---
pierde su actividad durante la incubacidén con enzimas
proteocliticas o agentes reductores. Es termoestable y
puede ser sometida a calor v presién en autoclave de 20
a 30 minutos sin perder su potencia en forma significa-
tiva. Cuando la R se encuentra en soluciones salinas --
estériles es igualmente estable, pero es conveniente --
refrigerar para prevenir su inactivacién (2).

Los primeros estudio de R fueron publicados por --
Hisaw en 1926, quién observéd que la llamada "'relajacién
de la sifisis pubica en cobayos es controlada por hor--
monas. Posteriormente =n 1930, Fevold., Hisaw y Meyer --
demostraron que un extracto acuoso del cuerpo luteo(CL)
de cerdas provocaba relajacion de la sifisis pubica en
cobavos tratados con estrogenos y ovarictomizados. A --
esta sustancia la denominaron relaxina (3).

EStudios bioquimicos realizados demostraron que la
R es similar a la insulina desde =1 punto de vista es--
tructural (3). Frieden vy Hisaw después de utilizar agen
tes reductores sugirieron la presencia de puentes disu;

furo en l1a molécula de R y su importancia quedd mani---

3
|
3
|
]




fiesta con la pérdida de la actividad biolégica de la R
después de su reduccién. Actualmente se sabe gque la R
consta de dos subunidades unidas por puentes disulfuro,
esta caracteristica la hace muy parecida a la insulina
(3-6), la cual consta de una cadena A con 21 residuos
de aminoacidos vy una cadena B de 30 residuos con un pe-
so molecular (PM) de 5800 daltones (D) aproximadamente
(fig. 1).

Las cadenas constitutivas de la R de cerda al i---
gual que las de insulina se denominan A y B. La cadena
A de la R contiene 22 residuos de aminoacidos (2500 D),
mientras que la cadena B contiene 30 residuos (2820 D).
La R demostré ser similar a la insulina con respecto a
la distribucién de sus enlaces disulfuro, es interesan-
te hacer notar gque existe la misma distribucién relati-
va de los residuos de cisteina en las dos cadenas, aun
cuando no existe homologia en otras posiciones (12,13).
La identidad en el patrdn del cruce de eslabones de R e
insulina podria sugerir la duplicacidén de un gen ances-
tral que permitid la evolucion de dos hormonas con dife

rentes funciones (4-6).

2.- LOCALIZACION.
Estudios histolobgicos v biocensayos indican que --
los CL's de rata v cerda son los que producen grandes

cantidades de R durante la gestacidn, encontrandose tam




FIGURA 1
SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LAS CADENAS A Y B DE RELA--
XINA E INSULINA.
La estructura primaria de relaxina porcina (arriba) e -
insulina (abajo) con sus residuos de cisteina alineados,
En la estructura de insulina. los residuos subrayados -
son aquellos homologos © sustituidos en relacién a las

cadenas respectivas de relaxina.
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bién gque durante la gestacién tardia los covarios de ra-
ta contienen altos niveles de R biologicamente activa,
mientras que otros tejidos reproductives ne la contie--
nen, entre los que se incluye placenta, Utero vy glandu-
las metriales (1,14,15). Los estudios con radioinmunoen
sayo (RIA) efectuados en rata (16) muestran la presen--
cia de R desde el dia 10 de gestacion, los niveles se -
incrementan marcadamente en los siguientes 4 dias con -
rangos entre 50-100 ng/ml del dia 14 al 20. En el dia
21, es decir. en el pre-parto aparecen niveles de R mas
elevados (aproximadamente 140 ng/ml de suero), los cua-
les al parecer estan asociados con el fotoperiodo (17).
También se detectd R durante el parto vy los niveles ma-
ximos son de 180 ng/ml de suero.

Los niveles de inmunoactividad de R han sido medi-
dos en ovarios de ratas durante varios estados reproduc
tivos mediante RIA (16). Se encontraron niveles de R ex
tremadamente bajos =n los covarios de ratas inmaduras --
cque aun no ciclan {(aprox. 2 pg/mg equivalente a tejido
fresco (etf). Durante el ciclo estral de las ratas adul
tas la concentracion de R es baja pero varia con las e-
tapas del mismo. Los niveles maximos se encuentran en -

la etapa de estro (aprox. 20 pg/mg etf) (18).

3.-FUNCION.

A nivel fisioldbgico 1a R es producida en altos ni-
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veles por el CL de los ovarios en etapas tardias de la
gestacién en mamiferos (1,4-6,18-22), y en algunas espe
cies como ya se ha mencionado, en tejidos reproductivos
adicionales (1). Los organos blanco en donde actia esta
hormona son el Oteré, cervix uterino, vagina, asi como
uniones pubicas vy sacroiliacas (5).

Estudios experimentales han establecido varias fun
ciones de la R en la reproduccién de mamiferos. La R ac
tda en combinacién con estréogenos sobre los érganos que
intervienen en la reproduccién. Sus funciones incluyen
dilatacion v relajacion del cervix, efectos sobre la mo
tilidad del utero, sobre el crecimiento de glandulas ma
marias, en la relajacién de sifisis pubica vy otras unio
nes pélvicas (2,4,5) y especificamente, durante el par-
to de la R es importante para: 1) prevenir una excesiva
actividad miometral (21-25), 2) incrementar la respues-
ta miometral a oxvtocina (21,22,26,27), 3) aumentar la
dilatacién cervical (2,4.5,21-23,25), 4) en combinacién
con estrégenos asegura un alto indice de supervivencia
fetal v acorta la duracién de alumbramiento (21,22,28),
5) v en combinacién con estrogenos vy progesterona indu-
ce el desarrollo de glandulas mamarias (21).

En algunas especies como el conejo vy la oveja., pa-
rece ser que la progesterona es la rsponsable de inhi--
bir la actividad contractil uterina en la mavor parte -

de la gestacién. Sin embargo la R también puede ser im-
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portante en estas especies. asi como en otras durante -
el periodo de declinacidn de la progesterona e incrgmeg
to de estrdgenos en el utero cerca del término de la --
gestacion para prevenir una evolucidn prematura de la
actividad del parto. No obstante lo anterior, =n cobayo
Yy rata., la progesterona parece no tener efecto sobre la
reduccidén de la actividad miometral. Por otra parte, la
administracidn de R inhibe la actividad miometral en ra
tas no gestantes "in vivo" e "in vitro”, estas vy otras
evidencias indican que la R puede ser importante para
restringir la actividad contractil uterina en la rata

(22,24,25).

4 . -DESARROLLO.

Existen diferencias entre la rata vy la cerda con -
respecto a la regulacidén de la biosintesis y secresién
de la R a traveés de la gestacion. En la rata los nivelers
de R que se incrementan en los ovarios durante la segun
da mitad de la gestacidon son paralelos a 1os niveles de
R en sangr=. En la cerda 1los niveles de R se incremen--
tan en los ovarics durante las ultimas tres cuartas par
tes de la gestacion pero no se elevan mas alla de 10 ng
/ml en la sangre hasta aproximadamente la etapa pPrena--
tal. Los factores responsables de estas diferencias en
estas dos especies scn aun desceonocidos (1). Estudios -~

recientes demuestran que la pituitaria tiene un efecto

-—
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supresivo sobre la secresion de R y por lo tanto en su
bioéintesis, asi como en secresién de progestercna y -—--
crecimiento de CL en ratas gstantes, Por otra parte du-
rante la segunda mitad de gestacién la placenta juega -
un papel importante en promover la sintesis y secresidn
de R, asi como del crecimiento del CL y secresién de --

progesterona (29-30).

S5.- PURIFICACION.

LLa primera R que se aislo con un alto grado de pu-
reza es la del CL de cerdas gestantes, logrando tres --
preparaciones altamente purificadas las cuales fueron -
designadas como CM-B, CM-a v CM-a', de las cuales se ob
tuvieron resultados sobre su actividad biolégica. PM, -
punto isoeléctrico y contenido de aminoacidos (3.,6,13),
haciendo de esta especie el primer RIA a partir de los
niveles de R en plasma durante la gestacién y parto en
la cerda (31).

La R se ha extraido ademas de ovarios de cerdas --
gestantes (3,32), de ratas (7,32), tiburones (8,90, va-
cas (33) y humanos (34): de la placenta de la vegua (11,
35), conejo (4.10) y humana (36,37). Sin embargo, sola
la R de ovarios de cerda (3), rata (7), tiburén (8), --
placenta de conejo (10) y de equino (11) han sido total
mente purificadas y caracterizadas. Actualmente solo se

han hecho RIA's de rata (16) v de equino (38:.
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Con respecto a la R de rata, se han obtenido dos -
formas altamente purificadas, designadas CM1 y CM2, las
cuales segun Sherwood (7) son diferentes en cuanto a la
mobilidad electroforética vy a sus puntos isoeléctricos.
La composicidén de aminoacidos de ambas son similares pe
ro no idénticos. Bioensayos con sifisis pabica demostrg
ron que no hay diferencias en cuanto a potencia biolégi
ca entre ellas.

El rendimiento o produccién de la R de rata es si-
milar al de R porcina en relacién a mg/g etf de ovario.
Utilizando el método de Sherwood vy Col. para la obten--
cidn y purificaciéon de R porcina, el promedio total de
rendimiento de esta para las tres preparaciones fue de
0.24 mg/g etf de ovario, y el promedio total de rendi--
miento de la R de rata fue de 0.28 mg/g etf de ovario.

Las dos preparaciones de R de rata CM1 y CM2 con--
tienen 58 y 57 residuos de aminoacidos respectivamente.
Sus PM's. calculados en base a la composicidn de sus am1
noacidos son 6370 y 6180 D para cada una de ellas (7).

El PM (6000 D aprox.) v el contenido de aminoaci--
dos de la R en las diferentes especies estudiadas es si
milar pero no idéntico (3,4,7-11). Si comparamos los --
dos tipos de R mas estudiados (porcina y rata) encontra
mos gque las unicas diferencias en el contenido de ami-
nocacidos son

1) La presencia de histidina, prolina y tirosina en la

14-
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R de rata v la total ausencia de estos amincacidos
en R porcina.

2) El alto contenido de acido glutamico mas glutamina -

en la R de rata.
Los puntos isoeléctricos de CM1 (pH 7.6) v CM2 (pH 9.4)
son menores que los de las tres R's porcinas, CMB (pH -
10.55), CMa (pH 10.72) y CMa' (pH 10.77) respectivamen-
te (3,7).

Como se puede observar existe polimorfismo en la R
Yy puede ser atribuido a diferencias genéticas en la se-
cuencia de aminoacidos del Carbono o Nitréogeno terminal
(7). © bién este polimorfismo 2s generado por los proce
sos de separacién convencionales, por protedlisis, por
una enzima tipo carboxipeptidasa u otras enzimas (32).

Existen asi mismo, diferencias en cuanto a la acti
vidad de la hormona en diferentes especies, y aunque se
han postulado diferentes causas a estas diferencias no
hay un consenso sobre la verdadera causa (7).

Como meéetodc oprtative 4= purificacidn se encuentra
el métcdo de purificacion de octadecylsilica (ODS). el
cual se basa 2n un sistema de adsorcion por columnas de
ODS para reducir drasticamente el grado de heterogeni--
dad de la R. disminuvendc la proteolisis durante el pro
ceso de separacion de la hormona. Este método indica --
que solo existe una forma principal de R vy que las otrac

moléculas variantes son artefactos de loS Procesos de -

15




TABLA I.

METODOS UTILIZADOS PARA PURIFICAR

RELAXINA DE DIFERENTES ESPECIES

ESPECIE

CROMATOGRAFIA

'BIOENSAYO

REFERENCIA " TIPO DE
EXTRACCION

SHERWOOD,0.D. OVARIO DE ACETONA ACIDA SEPHADEX G-50  LIGAMENTO

AND CERDA cMe INTERPUBICO
O'BYRNE,E.M. DE RATON
1974 (3)
SHERWOOD,O.D. OVARIO DE AMORTIGUADOR  SEPHADEX G-50  LIGAMENTO )
1979 (7) RATA cMe INTERPUBICO |

DE RATON i

WALSH, J.R. OVARIOS DE ODS '

AND CERDA SEPHADEX G-30 ]
NIALL,H.D. Y RATA cMC t
1980 (32) )
YAMAMOTO . S . PLACENTA ACETONA ACIDA SEPHADEX G-50  ADMINISTRACION!
1981 (35) HUMANA INHIBIDORES oMC DE ESTROGENOS '

REINING, J.W.
LAMBERT,N.D.
SCHWABE.C.
1381 (3)

FIELDS,M.J.
ROBERT. R.
AND
FIELDS.P.A
1982 (23

ZLDRIDGE,R.X.
AND

FIELDS,P.A.

1985 (1¢

3ULLESBACH. E.
SOWAN.L.X.
SHWABE, C.

TE6 (T

TEWART.D.R.
AND

"APKOFF . H.

1986 11)

1
’

\H

OVARIOS DE
TIBURON -
TIGRE

OVARIOS DE
VACA Y
CERDA

PLACENTA DE
CONEZO

OVARIOS DE
CAZON

PLACENTA DE
YEGUA

DE PROTEASAS

ACETONA ACIDA

ACETONA ACIDA
INHIBIDORES
DE PROTEALAS

METODO DE
DOCZI.
ACETONA ACIDA

ACETCONA ACIDA
INHIBIDORES
DE PROTEASAS

SEPHADEX G-50
SEPHADEX G-25
CMC Y HPLC

oDs
SEPHADEX G-50
CMC

SEPHADEX G-30
cMC

SEFPHARCSA CL-
4B

cMC
SEPHADEX G-
SEPHADEX G

cMC

SEPHADEX G-50
PRECIPITACION
CON TCa

CMC

UTERO DE RATON:
"IN VITRO" !

LIGAMENTO
INTERPUBICO
DE RATON Y
COBAYO

UTERO DE
RATON

(

UTERO DE RATON
"IN VITRO" ,
CON t
ESTROGENOS

LIGAMENTO
INTERPUBICO
DE RATON Y
COBAYO

LIGAMENTO
INTERPUBICO
DE RATON




separacion empleados anteriormente (32).
La tabla I muestra en resumen los métodos utiliza-~-

dos para purificar R de diferentes especies.

JUSTIFICACION

o obstante de que la R se encuentra en varios ma-
miferos, los extractos de esta hormona se han preparado
generalmente de ovarios de cerda gestante, los cuales -
tienen una elevada actividad de R y se encuentran oca--
sionalmente en otros paises en forma comercial ya sea -
congelados o deshidratados en acetona. En 1955, a par--
tir de un nomogenado de ovarios de cerdas gestantes se
extrajo "relaxina pura', a ssta preparacion se le consi
dero como una "referencia astandar casera" (house ref--
erence standard) con la cual ze realizaron los primeros
estudios gquimicos v bioldogiccs con el establecimiento -
de bioensavos para la determinacion de algunos de los -
mecanismos de accidn de esta hormona {(2).

A pesar del tiempo gue ha transcurrido desde el --
descubrimiento de la R, ésta ha sido purificada solo en
un pequefio numero de especies Como se menciond antericr
mente, debido principaimentes a que el costc de oSbten---
cioén de esta normona es elevado, va que existe 2n muy -

baja concentracién en &l organismo, por lo que es necea-




sario contar con un alto numero de 6rganos ricos en R -
(ovarios) que permitan la obtencién de una cantidad sig
nificativa de esta hormona. Por otra parte. la falta de
un estandar de referencia comercial dificulta el avance
en el estudio de esta hormona. Aunado a ésto. a traveés
del proceso de obtencidn propuesto por Sherwood (3,7) -
se corre el riesgo de gque la R activa se pierda debido
a una protedlisis, ya que en este método se utiliza fi{
tracién en gel {Sephadex G-50) y cromatografia de inter
cambio iénico (CII) sobre carboxymetil-celulosa {(CMC).
Y el método de Walsh y Niall basado en columnas de ODS
que reduce la protedlisis durante la separacidén de R --
porcina y de rata (32), es mucho mas costosoc que el an-
teriormente mencionado.

Dada la importancia de esta hormona en reproduc---
citn de mamiferos es necesario contar con un método de
obtencidn practico y reproducible en nuestro medio, que
nos permita llevar a cabo futuros proyectos de investi-
gacioén sobre biologia de la reproduccioén, con objeto de
estudiar la posibilidad de sclucicnar los problemas pe-
rinatales gque se presentan entre las poblaciones de ma-
yor riesgo como son las gue se encuentran sometidas a -

desnutricion.




OBJIETIVO

Establecer las condiciones metodolégicas con nues-
tra infraestructura en base a métodos previamente des--

critos para obtener y purificar relaxina de rata.
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MATERIAI., Y METODOS

Para llevar a cabo este estudio se utilizaron 70 -
ratas hembras de la cepa Wistar de 2.5 meses de edad vy
18 machos de la misma cepa de 6 meses de edad para el -
apareamiento, el cual se hizo a razon de 4 hembras por
macho. Desde el primer dia de aparesamiento se inicioe la
toma de citologias vaginales seguidas de una tincion --
por medio de la técnica de Papanicolaou. El primer dia
de gestacion se determind por la aparicién de espermato
zoides en la citclogia vaginal.

1.- EXTRACCION DE OVARIOS. i

Para proceder a la extraccion de ovarios las hem-
bras se sacrificarcn con eter a los 20 dias de gesta-—-
cidén. Los ovarios se trabajaron de acuerdo al método de
Sherwood y Col. para la obtencion de R de (7). Inmedia-
tamente después de la extraccion se peasron y colocaron
en un amortiguador de pH 7.0 formado por cloruro de so-
dio 0.14 M ¥ fosfato monobasico de sodio 0.01 M a razén
de 100 mg de tejidc/ ml de amortiguador. Los ovarios se
guardaron congelados =n hielo seco hasta completar 2.5
g de tejido de ovario. éstos se homogenizaron completa-
mente en el mismo amortiguador a aproximadamente 4°C.
El tejido homogenado se somatié a agitacion suave duran
te 24 horas a 4°C. Después de la agitacidn el tejido se

centrifuge® a 40,000 rpm por 1 hora a aprox. 4°C en una

I se
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ultracentrifuga BECKMAN L5-40, con un rotor 60 T. El sqg
brenadante se separd del tejido residual. para trabajar
se bajo condiciones de dialisis contra clorurc de sodio
0.025% a 4°C por 48 horas. La concentracion de proteina
se midid por el método de Lowry (39) antes de proceder
a pasarlo por columnas de Sephadex G-50.

2.- FILTRACION EN GEL.

Se montd una columna de 2 x 90 cm para filtracién
en gel con Sephadex G-50 (finc). La columna se equili--
bro ¥ corrié con un amortiguador de pH 5.0 y 0.01M for-
mado por acetato de amonio y acido acético. Se disefc -
un depdsito en la parte superior de la columna para que
se mantuviera con flujo ias 24 horas del dia. Se reguld
un flujo de aproximadamente 8 ml/h para la colecta de -
fracciones de acuerdo al método descrito por Sherwood -
(7). Se revizd la homogenidad del empaque de la columna
Yy 2l velumen vacio con azul dextran, el cual se regis--
trd a las 48 horas. Posteriormente se colocd en la co--
lumna insulina bcvina (1.0 ml=80 U) de accion lenta pa-
ra conocer el tiempo de salida de la misma, vya que su -
PM es similar al de la R. Después de las 48 horas se i-
nici® la colecta cada 30 minutos durante 12 horas con -
un flujo de 8ml/h a 4°C; al término de este periodo se
determiné el <ontenido de proteinas en las fracciones -
colectadas con el uso de un cromatégrafo de ligquidos de

alta presién (HPLC)-.
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El extracto de R (15.0 mg de proteina) se sometid
a filtracidon en gel en las mismas condiciones que la --
filtracion anterior.

3.- CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO.

Se montd una columna de 1 x 8 cm para CII con ~--
Dowex AG 50-W-X8 de 200 a 400 mesh. Para activar la co-
lumna se corri® acido clorhidrico 2N (30 ml), posterior
mente se lavo con agua desionizada hasta eliminar el --
cloro, haciéndose pruebas con nitrato de plata para com
probar la total eliminacidén del mismo. Una vez elimina-
do éste, la columna se equilibrd y corrid con un amort}
guador de pH 5.0 y 0.01M formado por acetato de amonio
Yy acido aceético. Se regulo un flujo de aproximadamente
6 ml/h para la colecta de fracciones. Se revizo el volg
men vacio con azul dextran.

Antes de someter a CII las fracciones de sephadex
que indicaban la presencia de una proteina de PM simi--
lar al de R, se colocd en la columna insulina bovina --
(1 ml=80 U) de accién lenta para conocer el tiempo de -
salida de la misma, por su similitud con la moléecula de
R.

Una vez recuperada la insulina, las fracciones de
sephadex G-50 gue indicaban la supuesta presencia de R
se pasaron por CII (157.5 pg de proteina). La columna -
se corri6 con el amortiguador antes mencionado (pH 5.0)

hasta que las proteinas no adsorvidas se eluyeron. Para
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remover las proteinas adsorvidas se provocd un cambio -
en la carga de la columna con el amortiguador de equili
brio mas cloruro de sodio 15mM (10 ml). Después de 1.5

horas se inicio la colecta de fracciones cada 30 minu--
tos durante 6 horas con un flujo de 6 ml/h a 4°C. Las -
fracciones colectadas se leyeron en un cromatografo de

liguidos de alta presion a 280 nm para determinar el --

contenido de nitrdgeno proteico en las diversas fraccio

nes.

4.~ BIOENSAYO.

Las pruebas bioldgicas para comprobar la obten---
cion de R por cromatografia y determinar su actividad -
se llevaron a cabo en intestino vy dutero de ratas multi-
paras de la cepa Sprague-Dawley tanto "in vivo" como --
"in vitro".

En el primer caso. las ratas se separaron en dos -
grupcs. los cuales se anestesiaron con a2ter para proce-
der a una laparotomia amplia en 3 planos =2n decubito su
pinc. Al primer grupo se le disecd una parte de intes--
tino (ileon), mientras gue al segundo grupo se le corté
uno de los cuerncs uterinos vy se conectaron al transduc
tcr del epoligrafo GRASS. Se aplicd una fuerza de ten-—---
sién de 0.4 g para calibrar el aparato v poscteariormente
se gotearon tanto sobre =1 utero como sobre el intesti-

no 200 pl (47.0 pg de proteina) del extracto obtenido -
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de la CII v se registré la respuesta del tejido.

En el segundo caso la rata se anestesi®é con pento-
barbital (50 mg/kg de peso), posteriormente se extraje-
ron intestino v Utero vy se mantuvieron a 37°C en una so
lucidn de Hartman. Se tomaron aprox. 2.5 cm del tejido,
se fijaron en una camara de organo aislado de 20 ml y -
se conectéron al poligrafc, el cual fue calibrado ante-
riormente. Después de observar la actividad contractil
norlam del te3jido se adicionaron a la camara 200 pl --—-
(47.0 ug de proteina) de las fraccicnes que indicaban -
la presencia de R. Entre fraccidn v fraccidn se hizo un
lavado con la solucién de Ringer Krebs vy se tomdé en ---
cuenta el tiempo de recuperacion del tejido para proce-
der a una nueva aplicacién.

Para asegurar que la actividad biocldgica demostra-
da durante el bicensayo por los extractos de R prove---
nian de esta hormona v no de otra que tuviera un PM si-
milar, por ejemplo insulina. se hizo una prueba con és-
ta ultima sobre intestino de rata "in vitro” siguiendo
la técnica del bioensayo anterior.

Para determinar los indices de medicién en el re--
gistro electrofisiologico se tomd en consideracion:

(a) la altura del pico 21 cual nos indica la fuerza de
contraccion; {(b) la distancia entre pico y pico que nos
seflala la frecuencia con que se presentan las contrac--

ciones; (c)} lo ancho de la base del pico lo que nos da
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el tono muscular.

basales (fig. 2).

Considerando como 100% los registros
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FIGURA 2

INDICES DE MEDICION DEL REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO.

(a) Indica la fuerza de contraccién
(b) Frecuencia de contracciones.

(c) Tono muscular.
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RESUIL.TADOS

1.- EXTRACCION DE OVARIOS.
El peso promedio del ovario fue de 0.085 * 0.016 gr. --
Esta diferencia antre ellos se debe principalmente al -
peso de la rata, va gue en la mavoria de los casos, una
rata de mavor pesc presentaba ovarios mas grandes que -
una de menor peso, encontrandose también alrededor del
ovario una mayor cantidad de grasa, la cual no podia
eliminarse totalmente, va que en ocasiones se presenta-
ba envolviendo al CL o muy cercana a 21, lo cual impe--
dia para no llevarse parte del mismo. Por lo tanto para
reunir 2.5 g de tejido se necesitd un promedio de 15 ra
tas. Se recolectaron 4 grupos de ovarios los cuales des
pués del proceso de dializadc se sometieron a cuantifi-
cacién de proteinas por el métcodo va mencionado. La ta-
bla II presenta la concentracién de proteinas de los di
ferentes dializados. Como se puede observar hay una di-
ferencia en la concentracion de los mismos. Esto se a--
tribuye al peso de los ovarios, principalments a su con
tenido de grasa., demostrando asi de que =1 hecho de que
un ovario tenga un mayor peso no significa que tiene u-
na mayor cantidad de proteina.
2.- FILTRACION =N GEL.

En este trabajo se utilizd la insulina como un con
trol cromatograficc externo, asi #sta corrid a traves -

de la columna de Sephadex G-50 en un tiempo aproximada-
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TABLA II. CONCENTRACION DE PROTEINAS
DE LOS DIFERENTES DIALIZADOS.

DIALIZADO DENSIDAD QPTICA PROTEINAS
280 nm ug/10ul
1 0.395 49.70
2 0.059 11.187
3 0.0765 17.485
4 0.1495 39.646

L. -~
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mente de 57 horas, encontrandose el pico maximo entre -
los tubos 17-19, con una absorbancia de 0.07-0.08 a una
densidad optica de 280 nm (fig. 3a).

Con cada dializado se hizo una corrida en la colum
na de Sephadex G-50 ajustando la carga de proteinas a -
15.0 mg.

El extracto de R presentd® un pico maximo promedio
en los tubos 12 v 13 entre las 54 y 55 horas con una ab
sorbancia de 0.060 (fig.3b).

3.- CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO.

La insulina presentd un pico maximo alrededor de -
las 4 horas entre los tubos 5 y 6 con una absorbancia -
de 1.4 - 1.6 a una densidad optica de 280 nm (fig. 4a),
mientras que las fracciones colectadas de la columna de
Sephadex que presentaron mayvor contenido proteico, al -
ser pasadas por CII presentaron un pico maximo promdio
a las 3.5 horas en el tubo 5 con una aborbancia de 1.48
(fig. 4b).

La tabla III presenta 2l promedio de recuperacion
de proteinas en las preparaciones de R obtenidas duran-
te el proceso de separac:0n, desde el homogenadc del te
jido hasta el dializado, se recuperd un promedic de ---
6.712 * 2.0 mg de proteina/ g de tejido fresco. En el -
proceso de filtracién en gel se recuper® 1.514 £ 0.013

mg de proteina/g de rtejido fresco ¥y en CII 0.028 * 0.01

mg de proteina/g de tejido fresco. La recuperacion to--

-
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FIGURA 3

CONTENIDO DE NITROGENO PROTEICO EN LAS FRACCiONES OBTE-

NIDAS DE SEPHADEX G-50.

3a. Filtracion en gel de insulina bovina (1 ml) de ac--
cidén lenta. El pl1co maximo se encuentra entre los -
tubcs 17-19 con un tiempo de 57 horas.

3b. Filtracidn en gel-dé& extracto de relaxina de rata
(15.0 mg). Presenta un pico maximo en los tubos 12

v 13 entre las 54 v 55 horas.
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FIGURA 4

CONTENIDO DE NITROGENO PROTEICO EN LAS FRACCIONES OBTE-
ﬁIDAS EN CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO.

4a. Cromatografia de intercambio idénico de insulina bo-
vina (1 ml) de accidén lenta. El pico maximo se encuen--
tra en los tubos 5 vy 6 alrededor de las 4 horas.

4b. Cromatografia de intercambio i6nico de las fraccio-
nes obtenidas de Sephadex G-50 (157.5 ng de extracto de

relaxina). Presenta un pico maximo a las 3.5 horas en -

el tubo 5.
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TABLA III. RECUPERACION DE PROTEINAS DURANTE EL PROCESO.

FRACCION PROTEINA % DE RECUPERACION
" MG/G TEJIDO FRESCO

pIaLizAaDO 6.712 + 2.0 100

SEPHADEX G-50 1.514 *+ 0.03 22.56

DOWEX W-50 0.028 = 0.01 0.41
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tal fue de 0.041%.

4.- BIOENSAYO.

Las figuras 5a v 5b muestran la respuesta biologi-

ca en Utero de rata "in vivo” e "in vitro” al contacto

del extracto de R obtenido de la CII.

Fig. 3a: Al adicionar 200 ul de las fracciones equiva--

lentes a 47.0 ug de proteina sobre atero "in vivo" se

present® una disminucién del 60% en la fuerza de con---

traccidn, 12% en el tono muscular vy aumentd 44% la fre-
cuencia de prasantacioéon de las contracciones.

Fig. 5b: En 2l casc de 1dtero "in vitro'" se presenté un

fenomeno similar. Disminuy® en un 63% la fuerza de con-

traccidn, un 21% el tono muscular vy 43% la frecuencia -

de presentacidn de las contracciones.

Las figuras 6a v 6b muestra la respuesta bioldgica

en intestino tanto "in vivo" como "in vitro” al contac-

to con 200 ul

(47.0 nug de prot=ina) del extracto de R

obtenidc de la CII.

Fig. 6a: "in vivo” se prasentc una disminucién, tanto -

en el ftono muscular como =n la fuerza de contraccidén. -

La caiaa del tcono muscular fue del 30%, mientras que de

la fuerza de contraccidn fue de un 100% vy mostrd una e-

vidente disminucién 2n la frecuencia de presentacidédn de

las ccntracciones de un S50

o

Fig. 5b: "In vitre” el fendmeno es muy similar al ante-

rior en cuanto a la disminucidén de la fuerza de contrac
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FIGURA 5a
REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO DE LA RESPUESTA BIOLOGICA

EN UTERO DE RATA "IN VIVO" AL CONTACTO DEL EXTRACTO DE

RELAXINA (200 ul) OBTENIDOS DE LA CII.
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FIGURA 5b
REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO DE LA RESPUESTA BIOLOGICA -

EN UTERO DE RATA "IN VITRO” AL CONTACTO DEL EXTRACTO DE

RELAXINA (200 ul) OBTENIDOS DE LA CII.
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FIGURA 6a
REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO DE LA RESPUESTA BIOLOGICA
EN INTESTINO DE RATA "IN VIVO" AL CONTACTO DEL EXTRACTO

DE RELAXINA (200 ul) OBTENIDOS DE LA CII.
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FIGURA 6b
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REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO DE LA RESPUESTA BIOLOGICA __
EN INTESTINO DE RATA "IN VITRO"™ AL CONTACTO DEL EXTRAC-

TO DE RELAXINA (200 ul) OBTENIDOS DE LA CII.
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cién en un 100% v la frecuencia de presentacion de las

contracciones en un 50%. El tono muscular no presentd -

ninguan ‘cambio aparente.

La figura 7 muestra la respuesta bioldgica en in--

testino "in vitro" al contacto con insulina {2004t ). Co-
mo se puede observar no presenta ningun cambio aparente.
Tanto la fuerza de contraccidn como la frecuencia de

presentacién de las contracciones v el tono muscular se

mantienen normales.
El fendmeno del registro bioldgico claramente pue-—

de dividirse en dos fases: la primera de aumento de ---

fuerza de contraccidén sin cambio aparente del tono mus-
cular, asi como una elevacion en la frecuencia, seguida
por una segunda fase en la que se abate casi totalmente

la actividad contractil y disminuyen tono y frecuencia,

al lavar se recupera la fuerza de contraccidn.

ool O\ LR DPHALULIRW &~ 7

T

=




FIGURA 7
REGISTRC ELECTRCFISIOLOGICO DE LA RESPUESTA BIOLOGICA -

EN INTESTINO DE RATA "IN VITRO" AL CONTACTO CON INSULI-

HuUi l Ny =--
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NA BOVINA DE ACCION LENTA (200 ul).
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DISCUSION

La R ha sido purificada de diversas especies (5,4,
7-11,32-37) entre las gue se encuentra el cerdo (3,32)
y la rata (7,32). En estas ultimas Sherwood v Col. han
desarrollado métodos de extracciéon y purificacién con -
el uso de filtracién en gel (Sephadex G-50) y CII (CMC)
(7)., v han determinado que el PM de este péptido oscila
entre 5950 a 6015 D aproximadamente.

Shwabe y Col. (5) corroboraron la similitud exis--
tente entre las moléculas de insulina vy R v las catalo-
garon como dos hormonas provenientes de un gen ances---
tral comun pero con actividades muy diferentes: A pesar
de ello. no existen reportes en los cuales la insulina
hava sido utilizada como molécula de referencia para la
obtencidén de R, por esta razdn. en nuestro trabajo se -
empled la insulina como una molécula control en el desa

rollo de la metcdologia =smplzada para la extraccion y
purificac:i6n de R de rata. va gque la similitud entre --
ambas moléculas las llevaria a comportarse de manera si
milar en 21 corrimiento a través de las columnas de Se-
phadex e intercambio idnico empleadas. Estos hechos pu-
dieron ser corroborados con nuestros resultados al ob--
servar gue la insulina pudo ser detectada en las frac--

ciones i17-19 v 5 v 6 en las columnas de Sephadex e in--

tercambio idénico respectivamente, mientras que la molé-
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cula en cuestidén fue detectada en las fracciones 12 y -
13 v 5 en ambas columnas respectivamente debido proba--
blemente a que la R es ligeramente mas pesada que la in
sulina (6000 v 5800 D respectivamente).

Al observar la figura 3b que muestra la grafica --
del extracto de R por sephadex G-50 encontramos gue la
elevacién del pico empieza a aparecar después de las --
53.5 horas cayendo a las 55 horas mostrando una base --
muy amplia debido probablzmente a 1z presencia de otras
proteinas de similar PM o a precursores de R como lo --
menciona Sherwood (7).

Al inicio del trabajo exper:imental, primeramente -
encontramos gran variabilidad =n 2i peso de los ovarios,
lo que probablemente ocasiond diferencias en las concen
traciones de proteinas de cada uno de los dializados., -
hecho que nos llevdo a la utilizacion de porciones de --
dializado que aportaran una carga QProteica igual en ca-
da corrimiento 2n la columna de Sephadex que fue de a--
proximadamente 15.0 mg de oroteina. a pesar de que ----
Sherwood y Col. han recomendado una zarga de 70.0 mg de
proteina para la columna de Sephadex. Nuestros resulta-
dos muestran que a pesar de esta modificacién fue posi-
ble obtener de esa Zolumna fracciones con un contenido
proteico suficiente para el pasc a traveées de la columna
de Dowex W-50 =2n sustitucién a la CMC sugerida por ----

Sherwood (7).
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Durante el trabajo experimental la R mostro ser u-
na molécula estable, va gque se someti® a cambios dife--
rentes de temperatura y no fue inactivada.

El porcentaje de rendimiento de acuerdo a la recu-
peracién de proteinas durante el proceso es similar al
reportado por Sherwood v Col. (7) quienes reportaron un
rendimiento de 0.049%, mientras gque nuestros resultados
muestran un 0.041%, sin embargo, la <arga neta de mate-
rial que se trabajd en nuestro caso fue de aproximada--
mente cinco veces menor.

Otros autores no han reportado el porcentaje de re
cuperacion de proteinas en cada etapa del proceso, lo -
que nosotros consideramos importante para conocer paso
a paso el rendimiento o buen funcionamiento de nuestra
metodologia.

Para la evaluacién de la actividad biolégica de R
se ha utilizado principalmente el ligamento interpubico
de ratén (3.7.9.,11)p por sus caracteristicas fisiclogi-
cas, sin =smbargo Fields ¥y Col. (33) en 1982 utilizaron
utero de ratdn en sus estudios va que 2s sobre aste ti-
po de tejido donde se presenta principalemte la activi-
dad relajante de la hormona. Tomando ésto en considera-
cidn en este trabajo se utilizaron dos tipos de tejido:
utero e intestino de rata. yva que é&ste ultimo es muy --
sensible para responder a diversos estimulos.

Los resultados obtenidos nos muestran que la R pre
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senta un efecto relajante sobre musculo liso por lo que
se podria sugerir este tipo de tejido para las pruebas
de actividades de la hormona.

Para asegurar que la fraccién obtenida en CII que
mostro actividad relajante no correspondia a una molécu
la como la insulina. se hizo una prueba de actividad --
bioldégica de ésta UGltima sobre el tejido va descrito, -
sin encontrar con ello ningun efecto relajante, lo que
nos permite corroborar una vez mas la obtencidén de R --
por medio de la metodologia establecida y que a pesar -
de gque ambas moléculas se comportaron de manera similar
en el estudio cromatografico corresponden a hormonas di

ferentes de aucerdo a su actividad.
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CONCILUSIONES
La recuperacién de proteinas es similar a la obte-
nida por otros autores a pesar de haber utilizado

Dowex AGS0 W-X8 como resina de intercambio idénico.

La utilizacion de tejidos como Utero e intestino -
de rata para el bioensayo demostraron ser muy favo

rables para la respuesta bioldgica de relaxina.

'La metodologia establecida en este estudio es prac

tica y reproducible en nuestro medio para la obten
cién y purificacién de relaxina de rata, facilitan
do asi la elaboracién de futuros provectos de in--

vestigacién.
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Guadalajara, Jal., Junio 9 de 1989.

ING. ADOLFO ESPINOZA DE LOS MONTEROS CARDENAS
Director de la Facultad de Ciencias
Universidad de Guadalajara.

Presente.

Por medio de la presente comunico a usted que la pasante
de Biologia MARISELA PELAYO GONZIALEZ, nlmero de cddigo
079513237 ha terminado satisfactoriamente su trabajo de
tesis titulado "OBTENCION Y PURIFICACION DE RELAXINA DE
RATA", la cudl se desarrolld en el laboratorio de Nutri
cién de la Divisidén de Biologia del Desarrollo en la
Unidad de Investigacidn Biomé&dica de QOccidente del -
I.M.S.S. bajo mi direccidn y asesoria del M. en C. Car-
los Beas Zirate.

Sin otro particular, reiterandole un cordial saludo que-
do de usted

Atentamente.

M. EN TJA MRZEgSK DEL ANGEL MEZA
Laboratorio de-Nutricién

Divisidén de Biologia del Desarrollo
Unidad de Investigacidn Biomédica
de Occidente, I.M.S.S.
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aceptada como Directora de dicha Tesis la M.en C. Alma Rosa
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