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ABREVIATURAS USADAS El'l ESTE TRABAJO 

PSH.- Hormona estimulante de los folículos 

LH.- Hormona luteinizante 

TSH.- Hormona estimulante de la tiroides 

HCG.- Hormona gonadotropina coridnica humana 

HMG.- Hormona gonadotropina menopáusica humana 

PMSG.- Hormona del suero de yegua preñada 

PGP2alfa.- Prostaglandina P2 alfa 

CMC.- Carboximetil celulosa 

DEAE-C.- Dietilaminoetil celulosa 

Ac(NH4).- Acetato de amonio 

ET-OH.- Etanol 

min 6 ' .- Minutos 

h .- Horas 

g.- Gramos 

mg.- Miligramos 

ml. - Mililitro a 

M.- Molar 

mM.- Milimolar 

nm. - Nan6metro s 

PM.- Peso molecular 

V.- Volumen 
o C.- Grados centígrados 

rpm.- Revoluciones por minuto 

(I 



Pe.- Polvo cetdnico 

Ex-C-GlP.- Extracto crudo de glucoprote!nas 

Sn.- Sobrenadante 

P.- Precipitado 

R.- Residuo 

DO.- Densidad dptica 
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INTRODUCCION 

La hormona estimulante de loe foliculos {PSH), también 

conocida como folitropina, luteoantina, tilakentrina, gona

dotropina A, gonadotropina I o prolán A, (3,23,25,30,33) ea 

una de las hormonas gonadotrdpicas producidas en la glándu

la hipófisis lerroneamente llamada glándula pituitaria)+, -

específicamente por las células basdfilaa de la adenohip6fi 

sis. (8,30) 

+"El término hipófisis (derivado del griego y que sien! 

fica de pequefio tamaño) fué empleado primero por Sol

mering, y es más apropiado que el término pituitaria. 

Galeno y los anatomistas medievales creyeron que la -

hip6fisis funcionaba como un órgano secretor, que ab

sorbía liquido y desechos del cerebro para expulsar-

los por la cavidad nasofaríngea. Esta creencia di6 

pie' para la utilización del término pituitaria (del -

latin que sienifica l~gamo, hureor viscoso), que no es 

adecuado a la luz de nuestros conocimientos actuales 

respecto a dicha glándula". (9,36) 

El contenido de FSH en las hipófisis de diferentes es

pecies es el siguiente: (24,30) 

bovino a 

ovinos y porcinos 

conejos y r~tas 

caballos 

muy bajo 

intermedio 

alto 

muy alto 



(2 

COM.POSICION QUillllCA DE LA FSH 

La FSH, al igual que otras dos hormonas hipofisiarias 

(hormona luteinizante-LH-, y hormona estimulante de la ti-

roides-TSH-) es de naturaleza glucoproteica, consistente de 

un núcleo proteínico con cadenas de carbohidratoa termina-

das en ácido siálico. (7,17,34) Está formada de dos subuni

dades distintas denominadas alfa y beta, (7,13,17) manteni

das juntas por uniones no covalentes. (7) Se ha demostrado 

en varias especies, incluyendo al humano, que las subunida

des alfa son comunes a las tres hormonas glucoproteicas hi

pofisiarias, extendi~ndose esta característica a la gonado

tropina de origen placentario en el humano. (7,13,17) 

Por otro lado, existe gran variedad en la subunidad b~ 

ta, la cual confiere tanto especificidad hormonal como de -

especie, (13,17) aunque se han encontrado fracciones poli-

peptídicas comunes en las diferentes subunidades beta, las 

que se supone están involucradas en el enlace con la subun,! 

dad alfa común. Varios estudios químicos y espectrosc6picos 

han reforzado este punto de vista y conducido a la hip6te-

sis de que en determinadas especies las áreas de unión en-

tre las subunidades de todas estas hormonas son id~nticas. 

De esta manera se pueden obtener mol~culas híbridas por re

combinación de la subunidad beta con cualquiera de las sub

unidades alfa. (7,13) 

Cada una de las subunidades por separado tiene una ac

tividad biológica insignificante o nula, pero cuando se re

combinan se restaura su actividad, algunas veces al mismo -
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nivel o mayor todavía que el de la hormona nativa, caracter!.!;i 

tica dada por la particular subunidad beta usada para la re-

combinaci6n. (13,17,34) 
El contenido de carbohidratoe de la FSH es de aproximad! 

mente 25%. Las cadenas de carbohidratoa se componen de manos~ 

galactosa, fucosa, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactoaamina 

y ácido siálico (ácido N-acetilneuraminico}, siendo este ~lt1 

mo de gran importancia para la actividad biológica máxima de 

una hormona glucoproteica, ya que alarga su vida media circu

latoria. El contenido de ácido siálico de la FSH ea de 5~, ( 

13, 17, 34) teniendo una vida media circulatoria de aproxilnada

mente 2 horas, (17} 

La unidad pülisacárida se une a la cadena polipept!dica 

mediante un puente entre la N-acetilglucosamina y la aaparagl 

na.++(17) 

(3,7) 
La FSH está constituida por los siguientes aminoácidos: 

Acido aapártico++ 

Treonina 

Serina 

Acido glutdmico 

Prolina 

Glicina 

Alanina 

Valina 

Ciste!na 

l1letionina 

Isol(!ucina 

Leuoina 

Tirosina 

Fenilalanina 

Histídina 

Liaina 

Arginina 

Tript6fano 
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++ .- La aaparagina y el ácido asp<trtico son distinlioa dnica-

mente en una mol6cula NH2 que tiene la asparagina y que 

no presenta el ácido aspártico; (18) es posible que esa 

molécula se pierda o no durante la purificación de la -

hormona, y esn sea la causa de que algunos autores repo! 

ten aaparagina y otro a ácido aspárticr>, 

Tiene un punto isoeléctrico de 4.5 {11,23) - 4.6 en ove

jas, 4.8 en cerdos-, (30) es soluble en agua, en solucidn s~ 

lina fisiológica y en aoluci6n alcoh6lica al 50%. Tambián es 

es soluble en un pH de 4,4 bufferado con acetato y contenien

do 20.5~ de sulfato de sodio. (23) 

Su peso molecular varía de 29 000 a 70 000 (17,23,24,30) 

FSH ovina PM 30 000 1 (13) 33 800 (17) 6 67 000 (24,30) 

FSr! porcina PM 29 000 (24,30) 

FSH bovina PM 37 300 (17} 

J.i'SH equina PM 33 200 (17) 

Estas diferenci~s entre los valores del PM pueden ser d! 

bidaa a cambios estructurales durante la extracci6n y purifi

caci6n de las hormonas; además de que las hip6fisia usadas p~ 

ra la extracci6n se recolectan en rastros, (2,17) en donde ae 

pueden encontrar glándulas de animales sexualmente maduros, -

inmaduros, intactos, gonadectomizados, gestantes y vacíos, y 

se ha demostrado que el extraco de FSH hipofiaiaria de monas 

ovarectomizadas es distinto al de monas intactas. (17) 
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PROPIEDADES FISIOLOGICAS DE LA FSH 

En primer luear, hay que tomar en cuenta que la PSH y la 

!JI no son entidades fisioldgicas completamente separadas y 

que sus acciones individuales presentan un inter~a más bien -

qu!mico y aca.d~mico, observándose que laa gonadotropinae al -

igual que las hormonas sexuales actdan de manera ein\$rgica. 

(10) 

El papel de la FSH en la hembra es el de eati!llUlar el d! 

sarrollo folicular en el ovario al inicio de 6ste, y además -

se requiere para la formacidn del antro folicular (13,15) ya 

que la receptividad del ovario al comenzar el crecimiento y -

desarrollo folicular parece que depende eaenoialmente de la -

cantidad de FSH circulante. {4) 

Una acción más importante de la PSH actuando sin4rg1ca-

mente con el estrógeno, es causar la formacidn de los recept2 

res de FSH y de LH en las c6lulas granulosas foliculares, (17) 

además de que el estradiol {E2) aumenta la accidn estimulato

ria sobre la esteroidogéneais. (4,35) Para la maduracidn com

pleta del folículo y la produccidn de estrdgenoe ováricos son 

necesarias tanto FSH como LH. (4,11,15,17,33) 

En el macho la FSH tiene importancia para el desarrollo 

de las gónadas antes de la pubertad, ya que parece ser neces! 

ria para iniciar la secuencia espermatogénica. (17,29) la FSH 

sola no parece influir en la eecreci6n de asteroides por los 

testículos, {29) pero en adición con la LH causa un marcado -

incre:r.ento en la concentración de testosterona en la linfa -

testiculltr, (37) 



(6 

Los efectos de esta hormonu están por tanto onsi confil1! 

dos a una acción directa sobre el epitelio germinal, en donde 

propicia síntesis proteínica y mantiene a dicho epitelio, y -

sobre las células de sost~n (Sertoli) de los tubos seminife-

roe, en las que estimula la secreción de proteína ligadora de 

andrógeno, manteniendo por tanto altos niveles de testostero

na en la luz del tubo seminífero. (11,13,17,29) 

A manera de resumen, se puede decir que la progreei6n -

rítmica y sincrónica de la espermatogénesis es el resultado -

de la accidn combinada de la FSH y de los andrógenos secreta

dos por las c6lulas instersticialea testiculares (Leydig) ba

jo la estimulacidn de la LH. 

Aunque se ha considerado que en machos la secreción de -

gonadotropinas no se realiza en forma c!clica, algunos estu-

dios en animales sugieren la existencia de un ritmo circadia

no que quizá esté bajo la influencia de la glándula pineal; -

lo anterior está apoyado en variaciones diurnas en la concen

tracidn de testosterona en el plasma. (22) 

Control de la secreción de FSH 

La regulación de la secreción de FSH y LH por la adenoh!, 

p6fisis está basada en una interacción entre un agente neuro

hormonal del hipotálamo y un sistema de retroalimentaci6n en 

el que participan los esteroides sexuales (eatr~genos y and~ 

genos). (13,15,24,28) 

Se han demostrado factores de liberación capaces de lib~ 

rar FSH y LH de la hipdfisis in vitro y tambi~n in vivo en 
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animales y humanos, adernáe de que tambi~n estimulan la e!nta

sis de FSH y Ui in vitro. Se presume que una sola hormona hi

potalámica participa en la regulaci6n de la secrecidn de FSH 

y LH. (22) 

Los niveles elevados de asteroides sexuales retroalimen

tan al hipotálamo para que éste a su vez disminuya la produc

ción del factor liberador de FSH, que por tanto dejará de es

timular u la hipófisis y ésta suspenderá la producción de la 

FSH, (13 115,24) 

Además, ciertas condiciones del medio como los cambj.os -

de estación y por tanto la duración de los días, llegan al hi 
potále.mo mediadas por algdn exteroceptor como el ojo e influ

yen sobre la producci6n del factor liberador de la FSH. (24, 

26,33) 
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USOS Di LA FSH 

La FSH o algunas otras hormonas con !unciones de FSH co

mo la gonadotropina del suero de yegua preñada (PMSG), lago

nadotropina menopáusica humana {HMG), también conocida como -

perg0nal, (2,23) o simplemen~e el extracto hipofisiario ante

rior son utilizadas para tratar algunos desórdenes de tipo S! 
xual tanto en hembras como en machos. 

En hembras se utiliza para el tratamiento del aneetro d! 

bido a infantilismo genital, a ovarios atrásicos o por bajas 

concentraciones de gonadotropinas; también se usa para corre

gir calores silenciosos, estro normal pero sin posterior fe-

cundaci6n por falta de ovulaci6n, y en algunos casos para pr~ 

ducción de estro en el periodo de reposo sexual o bien, para 

adelantar la aparición de los primeros calores. En machos es 

usada para casos de retardo sexual, ausencia de libido, azoo! 

permia u oligospermia o atrofia testicular. (16,23,24,25,30) 
En humanos se recomienda en los casos de amenorrea o de 

ciclos anovulatorios con esterilidad cuando es de origen hip~ 

fisiario -hipoeonadismo hipogonadotrópico con escasez o falta 

de gonadotropinas urinarias-. (19) 

Hiperovulaci6n 

Actualmente, el uso sobre todo de la PSH y de la .RriSG se 

centra en la induccidn de la hiperovulacidn en el ganado para 

la transferencia de embriones. (1,2,5,6,14,20,21,26,32) 

La hiperovulacidn es el incremento de la respuesta ovul! 

toria natural producido por la administración de hormonas ex6 

genas, y tiene como objetivo aun:entar el n11mero de dvulos vi! 
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bles en cada ciclo astral, ya que existe en el ovario Wlli can 

tidad mucho mayor de dvuloe de loe que podrían ser liberados 

a lo largo de toda la vida de una hembra, aumentando de esta 

manera el potencial reproductivo de la misma. 

Esta gran cantidad de óvulos se convertirían en embrio-

nes al ser fertilizados, pero por otra parte, esta hembra hi

perovulada no podría llevar a término la eestacidn de todos -

estos embriones, por lo que es necesario extraerlos para ser 

transferidos a otras hembras que se deben encontrar en el mi!! 

mo momento del ciclo estral y que actuarían como incubadoras 

para llevar a término la gestación. (2,5,21,32) 

La posibilidad de estimular la maduración de los ovoci-

tos para obtener un mayor nWllero de óvulos de un animal fu~ -

demostrada en 1927 por Engle, que experimentó en ratones: y -

Casida y col. la apllcaron a la vaca en 1940, esta técnica se 

llamó hiperovulaci6n. (5) 

La técnica de la transferencia de embriones se inicid en 

1890 cuando Heape transfirid con éxito dos dvulos fertiliza-

dos de coneja, y a partir de 1949 el método fUd utilizado en 

animales domásticos. (2,21) 

Para producir la hiperovulación se aplican hormonas que 

induzcan el crecimiento de una gran cantidad de folículos en 

los ovarios, siendo las más utilizadas la PMSG y la FSH, aun

que los primeros trabajos fueron hechos con extractos hipofi

siarios. También se pueden usar otras hori;,onas como la FL'\iG o 

pereonal. {l,2,5 1 6,14,20,21 1 26,32) 

Para controlar el tiempo de ovulaci6n se puede adminis-

t rar LH, gonadotropinas con LH o similares como HCG, o bien -
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prostaglündina.s como la PGF2 alfa. (2,5) 

En la actualidad, la FSH tiende a sustituir a cualquiera 

de las otras hormonas, ya que se han obtenido mejores respue~ 

tas con ésta que con la PMSG o que con el pergonal, (1,2) a -

pesar de que con la PMSG se requiere por lo general de una s~ 

la aplicacidn, mientras que para la FSH se necesitan varias. 

(l,2,5,6,14,20,21) 

Ejemplos en el trabajo de Arriola, A.S.P. y Jacob, Z.M.R. 

se us6 para la PMSG una sola aplicacidn de 3 000 U.I. por an! 

mal por via intramuscular el dia 13 del ciclo astral (día O = 
estro), despuás de la aplicación de PMSG, se les administró -

una dosis de 30 mg de PGF2 alfa por via intramuscular. 

Para la FSH, la dosis fU6 de 40 mg por vía intramuscular, 

dividida en 8 dosis, aplicadas 2 diarias con intervalos de 12 

horas, y disminuyendo progresivamente en 4 días, empezando el 

tratarr.iento el dia 9 del ciolo astral. 

Dia 9 del ciclo 8 mg 12 h 8 mg 

" 10 11 11 6 " ... 6 " 
" 11 •• 11 4 11 " 4 " 
" 12 11 .. 2 11 " 2 11 

Después de 72 horas de la primera aplicacidn de FSH, se 

inyectd una dosis de 30 mg de PGF2 alfa por vía intramuscular. 

A la fecha, en M6xico sdlo un laboratorio produce FSH, -

ya que los demás manejan gonadotropina coridnica o -la mayo-

ría- extracto hipofisiario anterior, que contiene todas las -

hormonas producidas en la adenohipdfisis, por lo que su apli

cación es un tanto general. (27) Do ahi la importancia de la 

purificHci6n de la FSH para un uso más específico corno la hi-
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perovi..llacidn paru la transferencia da 01t.briones. 

PURIFICAClON DE LA FSH 

La purificación de las hormonas gonadotr<Spicus a partir 

de tejido hipofisiario, se basa en el empleo de la precipita

ción etandlica y de la cromatografía sobre carboximentil cel~ 

losa y dietilaminoetil celulosa., y tambi~n sobre el empleo de 

sefadex. (3,7 1 10) 

La eatimacidn de la actividad bioldgica de la FSH puede 

ser efectuada tanto por ensayon inmunológicos como biológicos. 

(3,1,10) 

Algunos de los ensayos biol<Sgicos se presentan en el CU! 

dro de la página siguiente. (30,31) 

En este trabajo se empleará para la purificación la pre

cipi Lacidn etan6lica y la cromatografía sobre carboximetil e~ 

lulosa y dietilaminoetil celulosa; y para la eatimacidn de la 

actividad bioldgica, el m6todo propuesto por Steelman y Poh-

ley, que se basa en el crecimiento de los ovarios bajo estin.:i¿ 

lación de HCG y FSH. ( 3, 7,31) 

Para poder hacer una evaluación correcta de la respuesta 

ovárica a las gonadotropinas ex6eenas, se deben tomar en cue~ 

ta los siguientes factoress cantidad de gonadotropinae end6g! 

nas, estímulaci6n previa de los ovarios, ndmero de fol!culos 

presentes, cnlidad intrínseca de la respuesta folicular, fac

torca inil1bitorioa de gonadotropinae y, por áltimo, el tipo -

je preparación de gonadotropinas y el ~odo de administración. 

\. 4) 
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DlFr.RENTES BIOENSAYOS PA.RA DETilllMlNAR LA ACTIVIDAD BluLOGICA 

DE LA F S H 

-------------------------------------------------------------
Animal experimental Reacci6n Autor (es) 

l_E!!E~!~~~~~----------------~---------------------~-------
Ratas machos inm!! 
duras hipofisect2 
mizadas, tratadas 
con HCG 

aumento de peso 

testicular 

.Pa.eai, Wijnans, 

de Jongh 

-------------------------------------------------------------
Ratas machos hipo aumento de peso 
fisectomizadoa - testicular Greep Y col. 
-------------------------------------------------------------
Sapos machos descarga de es- H b . o son 

-----------------------E~~~~~~~!~~~-----------------~------
Ratas hembras in
maduras hipofisec 
tomizadas -

crecimiento 
folicular 

Ratas hembras aumento de peso de 
inmaduras los ovarios 

Evans y col. 

Fevold y col. 

-------------------------------------------------------------Ratas hembras hi-
f

. t 1 d aumento de peso de po isec om za as Pa l 
tratadas con 

1 1 
yne Y co • 

estr6 enos os ovar os -----N------------------------------------------------------
Ratones hembras 
inmaduros trata 
dos con HCG -

Ratas hembras 
inmaduras tr!!;_ 
das con HCG 

Ratas hembras 
inmaduras tr~ 
tadas con HCG 

aumento de peso de 
los ovarios 

aumento de peso de 
los ovarios 

aumento de peso de 
los ovarios 

Brown 

Simpson, Evans 

Steelman, Pohley 



O B J E T I V O 

El presente trabe.jo tiene como 

fin el extraer y purificar la horm2 

na folículo estimulante (P S H) a 

partir de hipófisis de equino. 
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MATERIAL '{ lllE'.i.'ODOS 

A) EQUIPO 

Licuadora con vaso metálico 

Bomba de va.cío 

Agitador magnático 
o 

Cámara fria a 4 C 

Cámara a - 15°C 

(14 

Oentrifuga refrigerada DAMON/IEO DIVISION mod, PR-600 
con capacidad para 4 litros 

Potenciómetro ORION RESEARCH mod, 301 

Espectrofotómetro BECKlríAN mod. 25 con luz ultravioleta 

Balanza analítica SARTORIOS mod. 1402 con sensibilidad 

de 0.1 mg 

Balanza e-ranataria TRIPLE BEAM BALANCE con capacidad -

para 2610 g 

B) MATERIAL 

Pinzas de diseccidn y tijeras 

Papel aluminio 

Papel filto Whatman # 1 

Bolsa de diálisis 

Espátula 

Manguera millipore 

Jeringas da 1 ml (insulina) 

Matraces Erlen Meyer graduados de diferentes capacidades 

Vasos de precipitado graduados de diferentes capacidades 



C) 
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Probetas graduadas de distintas capacidades 

Pipetas graduadas de 10, 5 y 1 ml 1/10, de 2.0 ml 2 en 

1/100 y de O.l ml l/10 en 1/100 

Embudo BUchner de 20 cm de 

liiatrnz kitasato de 1000 ml 

Matraces bola de 1000 ml 

Hielo seco 

REACTIVOS 

- Acetona (CH3)200 
LAB. lliON'l'ERREY 

- Bter (C2H5)2 O 
LAB. J.T. BAKER 

- Alcohol etílico absoluto 

LA.B. MERCK 

- Acido Clorhídrico HCl 

LAB. J .T. BAKER 

- Hidróxido de sodio NaOH 

LA.B. t~EBCK 

diámetro, de 

c
2
H

5
0H 

- Acetato de amonio CH
3

COONH
4 

LAB. JllERCK 

- Glicina (glicocola) H2NcH2COOH 

LAB. 3IGMA 

- Carboximetil celulosa (eme} 
LAB. l·'.ERCK 

- Dietilaminoetil celulosa (DEAE-0) 

LAB. J .T. BAKER 

poro fino 



- Albdmina. sérica bovina (fracoidn V) 

LAB. J.T. BAKER 
- Solución salina fieioldeica 

(16 

D) i.'.ATERIAL BIOLOGICO 

- 450 hipófisis de equino obtenidas en el rastro, no 

importando el sexo, edad ni estado fisiológico -

del animal donante 

- FSH-P (origen porcino) 

equivalente a 5 mg por ml 

BURNS-BIOTEC LABORATORIES, INC. 

- HCG 
equivalente a 250 U.I. por ml 

LAB. SANJ:i'ER 
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E) METCW 

Se divid16 en las siguientes etapas 1 

I) Obtenci6n del polvo cetónico (diagrama No. l) 
11) Obtención del extracto crudo de glucoprote!naa (dia-

grama No. 2) 

III) Separación de TSH-LH-FSH (diagrama No. 3) 

IV) .Purificación de FSH (diaerama No. 4) 

V) Bioensayo de FSH 

I .- OBTE:iCION DEL POLVO CETüNICO 

- Se colocaron las 450 hipófisis en 750 ml de acetona -

fría 

- ee dejaron fijar por 72 h 

- se quit6 el tejido conjuntivo adherido a la glándula 

- se separ6 el ldbulo anterior del posterior 

- se dejaron secar los 16bulos anteriores por 24 h a 4°c 
- se cortaron en trozos pequeños 

- se deposi tnron los trozos en el vaso de la licuadora -

agregándoles 300 ml de acetona fria y aproxi:na.damente 

250 g de hielo seco 

- se licuó durante 5 min 

- se filtr6 el licuado en el BUchner con papel filtro y 

bomba de vacío y se desechó el filtrado 

- el residuo se licuó con 300 ml de acetona fr!a y aprox. 

250 g de hielo 8eco 

- se filtró y se desechó el filtrado 

- el residuo se licu6 nuevamente con 300 ml de ~ter frío 

y aproximadamente 250 g de hielo seco 
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- se filtr6 y se desechó el filtrado 

- el residuo se dejó secar por 46 h a 4ºC 

- este residuo se denomin6 polvo cetónico (PC) y se pes6 

II •• OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO DE GLUCOPROTEDA3 

- Por cada 10 g da PC se agregaron 120 ml de acetato de 

amonio al 101~ pH 5 .1 y 80 ml de etanol absoluto 
o - se agit6 durante 24 h a 4 C 

- se centrifugó a 2500 rpm por 15 min a 4ºC guardando el 

eobrenadanta (Sn) 

- el precipitado se resuspendi6 con 10 ml de ac. de amo

nio al 10% pH 5.1 y 4 ml de etanol absoluto por cada -

10 g de PC 

- se centrifugó a 2500 rpm durante 15 min a 4ºc ~ardan
do este Sn con el primero 

- el precipitado se resuspendi6 con 30 ml de etanol abs,g, 

luto por cada 10 g de PC 
o . 

- se oentrifug6 a 2500 rpm durante 15 min a 4 e agregán-

dose este Sn n los dos anteriores y desechando el pre

cipitado 

- el total de Sn se midid y se dejd en agitaoidn durante 

48 h a 4ºc 
- se agreg6 etanol absoluto fr!o por goteo en una canti

dad igual al doble del volumen obtenido con los tres -

Sn. Este proceso se conoce con el nombre de precipita

ción etandlica y se llev6 a cabo en la cámara fria a -

4°c 
o - oe agitó durante 60 min a 4 O y se decant6 por aspira-
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oi6n 

- se centrifugó a 3000 rpm por 20 min desechando el Sn 

- el precipitado se reeuapendió con 100 ml de etanol ab-

soluto 

- se centrifugó a 3000 rpm durante 20 min desechando el 

Sn 

- se resuspendi6 el precipitado con 100 ml de acetona -

fría 

- se centrifug6 a 3000 rpm durante 20 min desechando el 

Sn 

- el precipitado se dej6 secar por 48 h a 4ºc y se pes6 

- este precipitado se denominó extracto crudo de gluco--

proteinas (Ex-C-GlP) y contiene TSH, LH y FSH 

- se resuspendi6 con 75 ml de ao. de amonio 5.0 mM pH -

4.5 

III.- SEPARAClON DE TSH-LH-FSH 

- el Ex-C-GlP se depoaitd en una bolsa de diálisis 

- se suspendió la bolsa de diálisis en una probeta 

- ee aforó la probeta a 2000 ml con acetato de amonio 
5.0 mM pH 4.5 

- se agitó durante 24 h a 4°0 

- el Ex-C-GlP dinlizado se deposit6 en un matraz bola --

* agregándole 1 e de CMC previamente activada por cada -

100 rng de Ex-C-GlP y 400 ml de ao. de amonio 5.0 mM pH 

4.5 
- se acitd durante 2 h a 4ºc 
- se filtró en el BUchnor con papel filtro y bomba de va 
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c!o 
- se reouper6 el filtrado que se denomin6 CM-1 y que con 

tiene principalmente FSH 

- el reuiduo se resuspendi6 con 400 ml de ac. de amonio 

l.O M pH 6.5 

- se agitó durante 2 h a 4°C y se filtró 

- se recuperó el filtrado que ee denominó CM-2 y que con 

tiene principalmente LH 

- el residuo se resuspend16 con 400 ml de ao. de amonio 

l.O M pH 9.5 
- ee agit6 durante 2 h a 4°C y se filtrd 

- se recuperó el filtrado que se denominó CM-3 y que con 

tiene principalmente TSH 

- el residuo (CMC) se guardó en 200 ml de agua destilada 

- de la fracción CM-1 se tomó una muestra de 25 ml para 

leer pH y determinar proteinaa por DO a 270 nm 

- el reato de la fraccidn CM-1 y las otras dos fracoio-
o nea se guardaron a -15 O 

* .- ACTIVACION DE LA CMO 

- lavar con agua destilada 

- filtrar 

- lavar con NaOH l.O N y dejar reposar por 24 h 

- lavar con agua destilada y filtrar 

- lavar con HCl l.O N y dejar reposar por 24 h 

- lavar con agua destilada y filtrar al momento de 

usarla 
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IV.- PURIFICACION DE FSH 

- A la fracci6n CM-1 se le agregó l g de DE.Al-O previa~ / 

"'* mente activada por cada 100 mg de Ex-C-GlP y 400 ml de 

glicina. 1.0 Y. pH 9.5 

- se agitó durante 2 h a 4°0 y se filtró 

- se recuperó el filtrudo que se denominó CM-l-DEAE-1 

- el residuo se resuspendi6 con 400 ml de ac, de amonio 

l.O M pH 6.5 

- se agitó por 2 h a 4ºc y se filtró 

- se recuperó el filtrado que se denominó CM-l-DEAE-2 

- el residuo se resuspendid con 400 ml de ac. de amonio 

5.0 mM pH 4.5 

- se agitó durante 2 h a 4°0 y se filtró 

- ee recuperó el filtrado que oe denominó CM-l-Ilir-E-3 

Este mismo proceso se llevó a cabo con la fracoi6n CM-2, 

guardando el dltimo residuo (DEAE-C} en 200 ml de agua -

destilada. 

La.e fracciones obtenidas fueron las siguientes: 

CM-l-DEAE-1, CM-2-DEAE-l que contienen TSH 

CM-l-DEAE-2, CM-2-DEAE-2 que contienen LH 

Ci.t-l-DEAE-3, CM-2-DEAE-3 que contienen FSH 

De las últimas dos fracciones se tomó una muestra de 25 

ml cada una para leer pH y determinar proteinas por DO -

a 270 nm. 

El resto de estas dos dltimas fracciones se guarda al -
o igual que las otras a -15 e 
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~ ~.- ACTIVACION DE LA DEAE-C 
- Lavar con agua destilada 

- filtrar 

- lavar con HCl 1.0 N y dejar reposar por 24 h 

- lavar con agua destilada y filtrar 

- lavar con NaOH l.O N y dejar reposar por 24 h 

- lavar con agua destilada y filtrar al momento 

de usarla 



OBTENCION DE POLVO CETONICO 

HIPOFISIS 
~ 

Fijar en acetona fria/72 h 
'} 

Limpiar 

"' Separar lóbulo a ,,--------- ----- ---'-·· -----· ······ ·---,, ' 

Ldbulo anterior Ldbulo posterior 

Secar ~ 4°C/24 h 
.¡, 

Cortar 

Tro~zoe 
+ 

Acetona y hielo seco 
t 

Li~uar 

Filtrar 
r---'----;¡, 
J.i' R 

+ 
Acetona y hielo seco 

~ 

.j;" 

F 

Licuar .. 
Filtrar 

.. 
R 
+ 

Eter y hielo seco 
~ 

Licuar 
,¡, 

Filtrar 
.¡;--------1....__--:i. 

P' R 
,i o 

Secado a 4 0/48 h 

POLVO CETONICO 

DIAGRAi"\iA No. 1 
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OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO DE GLUCOPROTEINAS 

POLVO CETONICO 

10 g 
+ 

Ac(NH4) 10% pH 5.1 ~ 120 ml 

ET-OH 100" = 80 ml 
~ 

Agitaci6n/24 h a 4ºc 
.i 

Centrifugar a 2500 rpm/15' --. 
Sa p 

+ 
10 ml Ac(NH4) 10~ pH 5.1 

4 ml ET-OH 100~ 

1 
Centrifugar a 2500 rpm/15' 
Sb p 

+ 

(24 

30 ml ET-OH 100~ 
! 

Centrifugar a 2500 rpm/15' 
---------'--------- -------"' 

Se P 

DIAGRAMA No. 2 A 



Sa + Sb + So 
+ 

2V ET-OH 100% frío 

por goteo 
i 

Agitaoi6n/60' 

~ º I Reposo a 4 C 48 h 
i 

Decantar por aspiración 
¡ 

Centrifugar a 3000 rpm/20' 
f L----·--i 
s p 

+ 
ET-OH 100% 

J 
Centrifugar a 3000 rpm/20' 
~---....L_·----·-i, 
s p 

+ 
Acetona fria 

¡ 
Centrifugar a 3000 rpm/20' 
.-------- .. _J_ __ _ 
\t' ·! s p 
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~ o 
Secado a 4 C/48 h 

EXTRACTO CRUDO DE GLUCOPROtEINAS 

PSH - IR - TSH 

DIAGRAJV;A No. 2 B 



SEPARACION DE FSH - LH - TSH 

Ex - e - GlP 

i 
Diálisis/24 h VB Ac(NH4) 5.0 mM pH 4.5 

~ 
Ex-C-GlP dializado 

+ 
Ac(NH4) 5.0 mM pH 4.5 

+ 
CMC aoti va da 

J 
Agitar/2 h 

J 
Filtrar 

~ _____ _¡___ 1, 

F R 
CM-1 + 

Ac(NH4) l.O M pH 6.5 
~ 

Agitar/2 h 
,¡ 

Piltrar 
..¡..- --- -1_ ____ .¡, 

F R 
CM-2 + 

Ac(NH4) 1.1 M pH 9.5 

Agitar/2 h 

r 
F 

CM-3 

1 
Filtrar 
_.L_ ___ _ 

DIAGRAMA No. 3 

.¡ 
R 
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PURIFlCACIUN DE F S H 

CH - l 
-t 

Glicina l.O M pH 9.5 
+ 

DEAE-0 Activada 
i 

Agitar/2 h 
J 

Filtrar 
--;-¡. 

F R 
CM-l-DEAE-1 + 

Ac(NH
4

) l.O M pH 6.5 
J 

Agitar/2 h 
J 

Filtrar 
..r-·--L-----;¡, 
F R 

OM-l-DEAE-2 + 

(27 

Ac(NH4) 5¡0 mM pH 4.5 

Agitar/2 h 

11' 
CM-1-DEAE-3 

t 
Piltrar 

R 

El ~iemo proceso se lleva a cabo para la fracción CM-2 

obteniéndose las siguientes fracciones: CM-2-DEAE-l 

CM-2-DEAE-2 

CM-2-DEAE-3 

DIAGRAMA No. 4 
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V.- BIOENSAYO DE F~q 

las 35 ratas se dividieron en 7 grupos de 5 animales ca

da uno de la siguiente manera: 

1 grupo control que recibió 125 u. I. de HCG por animal 

1 grupo tratado con 0.15 mg de FSH-P y 125 U,I. de HCG 

por animal 

1 grupo tratado con 0.3 mg de FSH-P y 125 U.I. de HCíl 

por animal 

1 grupo tratado con 0.15 mg de CM-1 y 125 U.l. de HCG 

por animal 

1 grupo tratado con O. 3 mg de CM-1 y 125 U. I. de HCG 

por animal 

1 grupo tratado con 0.15 mg de CM-1-DEAE-3 y 125 U, I. 

de HCG por animnl 

1 grupo tratado con o • .) mg de CM-l-DEAE-3 y 125 u. I. 
de HCG por animal 

las soluciones con la correspondiente dosis por animal -

se prepararon usando como diluente solución salina fisiológi

ca, y en base a la concentración de prote!na por rul obtenida 

por la lectura de la DO en las soluciones problema, y a los -

mg por ml de hormona contenidos en la preparación co:nercial -

de FSH-P. Para la HCG se tomó como base las U.I. contenidas -

en la preparación comercial. 

A cada animal se le apl~· ·}6 O. 5 ml de la preparación co-

rrespondiente por vía subcutánea cada 12 h durante 3 días, s~ 

crificándose 24 h despu6s de ln dltima inoculnci6n. 

Se extirparon ambos ovarios, se limpiaron del tejido ad

yacente y se: pesaron en la balanza analítica. 



(29 

RESULTADOS 

En la tabla I se pueden observar los resultados de la 

lectura de pH de las fracciones que contienen FSH, en la ta-

bla II se encuentran lns lecturas de DO de concentraciones e~ 

nocidas de nlb6mina aérica bovina y de las fracciones que con 

tieoen FSH. Estos resultados están graficados en la figura No. 

l, en la que conjuntamente con la tabla Ill se observa la con 

centraci6n de proteína de las fracciones con FSH. 

Los resultados referentes al peso de los ovarios de lue 

ratas después de haber recibido diferentes dosis de FSH están 

dar (FSH-P) y de FSH problema (CM-1 y CM-1-DBAE-3), se mues-

tran en la tabla IV, y por último, loa datos concernientes a 

la potencia relativa de dos fracciones con FSH, se encuentran 

tanto en la tabla V como enlae figuras No. 2 y 3 • 



pH DE LAS FRACCIONES QUE CONTIENEN 

F S H 

F R A C O l O N 

Cltl-1 

CM-1-D~E-3 

CM.-2-DEAE-3 

TABLA I 

pH 

5.6 

6.6 

6,2 

(30 



DENSIDAD OFTICA DE LAS FRACCIONES QUE C~NTiiNEN FSH 

(}ara ser comparada con la DO de concen~racionee c2 

nocidas de albi1mina sérica bovina) 

(31 

FRACCJON 

CM-1 

Conc. Proteica (me/ml) DO (a 270 nm) 

0.286 

CM-l-DME-3 

CM-2-DEAE-3 

No. de tubo 

l 

2 

3 

4 

5 

6 

1.56 

0.78 

0.39 

0.195 

0.097 

0.048 

0.074 

0.067 

0.805 

0.42 

0.214 

.0.125 

0.011 

0.045 

-----------------------------------------------------------
TABLA II 



o.e 

....... 0.1 

i 
._, 0.6 

z; 
o 
H 
o 

~ 
~ 0.3 
z 
8 

0.2 

0.1 

CM-l 

0.1 0.2 

CM-1-DEAE-3 

CM-2-DEAE-
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CURVA ESTANDAR 

PARA LA DETERMINA-

CION DE PRO'IEINA DE 

LAS FRACCIOílES QUE 

CONTIENEN F S H • 

{Se utilizó albáini

na sérica bovina a 

diferentes concen-

traciones y lectu-

ras a 270 nrn -véase 

la tabla II-) 

0.3 0.4 º·' o.6 0.1 

DO 

Figura No. 1 



CONCENTRACION DE PROTEINA DE LAS 

FRACCIONES QUE CONTIENEN F S H 

(Obtenida por la comparación de 

la DO de estas fracciones con-

tra la DO de concentracionea e~ 

nooidas de albúmina ª'rica bov! 

na) 

P'RACCION CONOENTRACION (mg/ml) 

CM-1 0.52 

CM-l-DEAE-3 0.1 

CM-2-DEAE-3 0.09 

---------------------------------------------
TABLA III 
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B I O E N S A Y O 

Peso de loa ovarios (mg) después de haber 

recibido 125 u.r. de HCG y diferentes do

sis (mg) de 1SH-P (ST) y de PSH-problema 

(C-1 y O-l-D-3) 

--------------------------------------------------------------------------------

l 

2 

3 

4 

5 

CONTROL ST-0.15 

33.5 

36.6 

40.6 

42.9 

50.2 

51.1 

55.3 

57.2 

62.0 

ST-0.3 Cl-0.15 Cl-0.3 01D3-0.15 ClD3-0.3 

53.0 

63.2 

69.6 

80.3 

62.1 

31.7 

42.9 

49.5 

55.3 

61.7 

33.7 

41.5 

41.9 

60.3 

66.2 

44.4 

46.l 

47.4 

49.4 

56.2 

44.8 

46.3 

49.9 

60.9 

69.7 

-----·---------------------------------------------------------------------------
X 203.a 289.l 348.2 241.l 243.6 243.5 271.6 

--------------------------------------------------------------------------------
TABLA IV 



POTENCIA RELATIVA DE DOS FRACCIONES 

QUE CONTIENEN F S H 

(La potencia fuá medida siguiendo la 

t6cnica del bioensayo propuesta por 

Steelman y Pohley) (31) 

F R A e e l o N POTENCIA 

CM-1 26.08 :!: 18.0 " 

CM-l-DEAE-3 44.45 ! 9.6 ~ 

TABLA V 

( 35 
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LINEAS DE REGRESION DEL ENSAYO DE UNA 

PREPARACION DE PSH DE .POTENCIA DESCONOCIDA 

CON'fllA UNA PREPARACION cor~ERCIAL DE p s H 

(FSH-P) UTILIZADA COMO ESTANDAR 

26.08 :!: 16.0 'fo 

0.15 

DOSIS ( mg ) 

Figura No. 2 

0.3 



...... 

~ 
_. 

rn 
() 
H 

;¡ 
> o 
rn 
s 
r:t1 
A 

o 
Ul 
(>1 
Pf 

70 

60 

50 

40 

o 

(37 

LINEAS J.lE REGRESION DEL ENSAYO JJ~ UNA 

PREPARACION DE PSH .UE POTENCIA DESCONOCIDA 

CONTRA UNA PREPARACION COMERCIAL DE F S H 

( FSH-P) UTILIZADA COMO ESTAHDAR 

0.15 0.3 
DOSIS ( me ) 

Figura No. 3 
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D I S C U S l O N 

Como puede observarse en la tabla I, el pH de las frac-

ciones que contienen la FSH está elevado a comparación del pH 

con el que se inició la cromatograf!a (ver material y métodos 

y los diagramas 3 y 4), lo que pudo haber influido para que -

la concentración de la hormona en esas fracciones resultara -

tan baja. (fig. No. 1 y tabla III) 

Otra causa de eta concentración tan baja pudo haber sido 

que el etanol empleado para la precipitación etanólica no se 

haya usado a la concentración adecuada, ya que se han report~ 

do diferentes resultados de recuperación de FSH empleando di! 

tintas concentraciones de etanol, (3,7) 

Sin embargo, al correr la prueba de actividad biológica 

de la FSH mediante el método propuesto por Steelman y Pohley 

(31), se observó que la fracción CM-1 en la que la FSH sólo -

está separada de las otras hormonas glucoproteicas hipofisia

rias, tuvo una potencia relativa de 26.08 ! 18.0 % (tabla V y 

fig. No. 2), que aunque baja, indica la presencia de FSH. Lo 

anterior se refuerza al purificar dicha fracción con DEAE-C y 

observarse un aumento considerable de la potencia relativa en 

esta fracción purificada (CM-l-DEAE-3), siendo esa potencia -

de 44.45 ! 9,68 % . (tabla V y fig. No. 3) 

Los resultados obtenidos con la prueba de potencia de la 

fracci6n CM-l-DEAE-3 coinciden con los reportados por Steelman 

y Pohley. (31) 



(39 

El problema mencionado podria ser corregido utilizando -

otros amortiguadores o usando los mismos pero más concentra-

dos, para que pudieran mantener el pH dentro de los limites -

deseados, y realizar la precipitaci6n etan6lica con algunas -

de las concentraciones de etanol recomendadas en la literatu

ra, (3,7) 
Por lo que respecta al bioensayo, los resultados obteni

dos son satisfactorios de acuerdo a los reportados, (31) pero 

hay que recordar que este m~todo no es el dnico para determi

nar la actividad biológica de la FSH. (3,7 1 10) 
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O O N O L U S I O N E S 

l.- Se obtuvo y purific6 FSH en dos fracciones. 

2.- De las fracciones anteriores, la más purificada mos

tr6 mayor actividad biológica de acuerdo al ensayo de Steel-

man y Pohley, lo que demuestra la extracción y purificaci6n -

de la FSH a partir de las hipófisis equinas. 

3.- Sería de bastante utilidad realizar un ensayo con la 

fracción CM-1-DEAE-3 (FSH purificada) en bovinos y otras esp! 

cies para determinar la actividad de esta hormona en animales 

con anestro fisiol6gico, y sobre todo, en aquellos destinados 

a la hiperovulación. 



FOR.WLAS PARA OBTENl!:R LA PO'rENCIA RELATIVA 

DE DOS FRACCIONES QUE CONTIENEN 

F S H 

Tomado de Finney, D.J. (12) 
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:L w = SUma. de pesos de ovarios de p animales que no recibieron 

FSH 

I::.x1= Suma de pesos de ovarios de ll1¡ unimales que recibieron 

s
1 

mg de FSH-P 

LX= 2 
Suma de pesos de ovarios de m2 animales que recibieron 

e
2 

mg de FSH-l' 

"-<-Y1= Suma de pesos de ovarios de ~ animales que recibieron 

t 1 mg de FSH problema 

~j' = 
L 2 SUma de pesos de ovarios de n2 animales que recibieron 

t 2 mg de FSH problema 

Como existe el mismo nrunero de animales por grupo: 

P = mi= m2= nl= 0 2 

N = Nrunero total de animales 

N = P + ml+ m2+ 11¡+ º2 

Z = Total de todos los pesos de los ovarios 

ü =L:w +!_X¡+~~x2+Ty1+7."Y2 

ss
2 

= 2::<• - 6) • m1si + m2s~ - ~~!~!-;-~~~~~~ 
2 

(nltl + n2t2) 
- --------------

N 



Sólo sí1 m1= n1 , m2= n2, s1= t 1 , y s2= t 2 entonces 

- - (mlsl+ m2e2)(nltl+ n2t2} 
Set =) (a - a)( t - t) = ---------·---------------

- N 

(ml 8 1 + m2 8 2 )( Z) 

- ----------------
N 

(n
1

t
1
+ n

2
t

2
)(z) 

Syt = 2 (y - y)(t - t) = t1~y1 + t,;:12 - ---------------
N 

Curva de regreeidn lineal de la preparacidn estándar: 

be = ~~~-~!=-~-~;rt~~!!_ 
A 

Curva de regresión lineal de la preparación problemas 

Sxs 3st + Sy~ se2 

bt = -----------------
A 

Relaci6n de las pendientee1 

bt 
R = -------

b s 

La potencia de la preparación problema es: 

R X 100 relativa al estándar 
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v = varianza de dosis 

V = 

Error estándar de R: 

Por lo tanto la potencia ea: 

R X 100 :t R 

F6rmulaa de las curvas de regresi6n lineal: 

Ye = a + bs a 

Yt ... a + bt t 

- ml81 + m28 2 
s Q ------------

N 

11it1 + n2t2 
t = ------------

N 

z 
a = ---- - be s - bt t 

N 
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CALCUWS PARA OB·?.ENER LA .POTENCIA DE LA 

FRACCION CM-1 

Z ~ = 203.a 
289.1 

348.2 

24-l. l 

243.6 

p • m1= m2• n1= n2= 5 

N = 5 + 5 + 5 + 5 + 5 = 25 

z "" 1325.8 

ª1 = tl = 0.15 

ª2 = t2 = 0.3 

ss2 • 5 co.15) 2+ 5 co.3) 2 - f2i2!!zl_!_2i2!1»
2 

25 

• 0.36 

St2 = 5 (0.15) 2• 5 (0.3) 2 - ~l2!!~L-!_Zl2~-3~_
2 

Set 

Sxs 

25 

= 0.36 

• Í2l2!!2l_!_i2i2!J~_l2i2~!5) + (5(0.3il -------------
• 0.2025 

25 

= o.15(289.1)+0.3c34a.2> - 12i2!!zl!zl2!2v_C!Jg~~-
25 

• 28.503 

Syt = 0.15(241.l)+0.3(243.6) - L2l2!!2~!212!J~_C!~~2~~]-
25 

= - 10.077 

A = (0.36)(0.36) - (0.2025) 2 

= 0.0885938 
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28.503(0.36) + (-10.077)(0.2025) 
ba = ---------------------------------0. 0885938 

= 92.788547 

bt = gº~22Ji2!g2g2l_!_i:!2!211li2!~§l_ 
0.0885938 

= 24.201891 

R = g~.!g2!~2! 
92.788547 

= 0.2608286 

Potencia de la fraccidn CM-1 = 0.2608 X 100 

.. 26.08 %[ 2 2 2 2 ;; 
74916.52 - <g2J!~)+ 1g~2!!l +<11~!g> +<~1!!!) +(g1J!§) ¡' 

5 5 5 5 5 .... 
V = --------------------------------------------------------4 + 4 + 4 + 4 + 4 

""107.5594 

,.-....---------------" _______ _...,_. _____ - ·--- --·-··---·- -- . -\ 

~R = ~~21~2221-~[2!J§_:_~l2!~§2~gLl2!g2~2l_!_l2!g§Q~gl~i2.:.J§l~·, , 
(92.7885) 0.0885938 

..J 

= 0.1800414 

Por lo tanto 

Potencia de la fraocidn CM-1 = 26.08 ! 18.0 % 



Curvas de regrai6n lineal (de la figura No. 2) 

- 5(0.15} + 5(0.3) 
s = ------------------

25 

• 0.09 

- 5(0.15) + 5(0.3) 
t • ------------------

25 

= 0.09 

a= !Jg2!~ - 92.788547(0.09) - 24.201891(0.09) 
25 

• 42.502861 

Ys1 = 42.5 + 92.78(0.15) = 56.41 

Ys2 = 42.5 + 92.78(0.3 ) = 70.33 

Yt1 • 42.5 + 24.2 (0.15) = 46.13 

Yt2 = 42.5 + 24.2 (0.3 ) = 49.76 
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CALCULOS PARA OBTENER LA POTENCIA DE LA 

FRACCION CM-1-DEAE-3 

-:_.-:_w = 203.8 

289.1 

348.2 
P = D1i_= m2= 11iª n2= 5 

N = 5 + 5 + 5 + 5 + 5 = 25 

z = 1356.2 

Ss2 = 5 (0.15) 2+ 5 (0.3) 2 - Íz!2!!22_!_2!2!~
2 

25 

= 0.36 

St2 = 5 (0.15) 2+ 5 (0.3) 2 - ~lQ!!2l_!_2iQ•3]
2 

25 

Sst 

Sxs 

Syt 

e: 0.36 

= ~!2!!22_!_íi2!Jil.[212!!22_!_2i2!Jll __ 
25 

= 0.2025 

25 
= 25.767 

r - ·-

= 0.15(243.5)+0.3<211.6> - 1212!!22!2!2!J2LL!12§!~l 
25 

= - 4.053 
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A = (0.36){0.36} - (0.2025) 2 

= 0.08859)8 

25.767(0.)6) + (-4.053)(0.2025) 
bs = ---------------------------------0. 0885938 

= 95.439951 

25.767{0.2025) + (-4.053)(0.36) 
bt = ----------·-----------------------

0. 0885938 

.. 42.426642 

42.426642 
R ,. -----· .. ---

95. 439951 

"' 0.444537 

Potencia de la fraccidn CM-l-DEAE-3 = 0.4445 X 100 

= 44.45 "' 

(48 

77273. 68 - ~gQJ.:,~) 2 
... (~~2!!>2 + {J~~!g> 2 

+ (~~~.!2> 2+ (27!,:2) 
21 

L s s s s s J 
V m --------------------------------------------------------4 ... 4 + 4 + 4 + 4 

= 69. 531 
..., -------- - -\ 

~ R = í -~2!21! __ ~ r2!~§_:_~!~!1~~2JH.2!g2gzL!_i2!1112J1~i2:J~l-
1~ 95. 4399) 2 0.0885938 
- -· = o.0968 

Por lo tanto : 

Potencia de la fracción CM-1-DEAE-3 = 44.45 ! 9.68 % 



Curvas de regresidn lineal lde la figura No. 3) 

- 5(0.15) + 5(0.3) 
s = ------------------

25 

= 0.09 

t = _21~!!2l_!_~i~!Jl_ 
25 

= 0.09 

a = _!]2§!~- - 95.439951{0.09) - 42.426642(0.09) 
25 

= 41.84 

Ys1 = 41.84 + 95.43(0.15) = 56.15 
Ys2 = 41.84 + 95.43l0.3 ) = 70.46 

Yt1 = 41.84 + 42.42(0.15) = 48.2 

Yt2 = 41.84 + 42.42(0.3 ) • 54.56 

(49 
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