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1- INTRODUCCION

- LA GONADOTROFINA CORIONICA HUMANA
A) Antecedentes histdricos y cientificos.

La gonadotrofina coriénica humana (hCG) es una glicoprotefna que es producida por el
tejido placentario, especificamente por el sincitiotrofoblasto (1), que puede detec-

tarse y medirse en suero y orina de mujeres embarazadas.

Ya en 1905 Halban (1,2) sefald que debia existir una substancia o substancias de
origen placentario causante de los cambios caracteristicos del organismo materno

durante el embarazo.

En 1913 Aschner (2,3) describié la hiperhemia ovédrica, la formacidn del cuerpo
1iteo y el estro de las cobayas virgenes tratadas con extractos placentarios
humanos; el descubrimiento de 1a hCG se atribuye tradicionalmente a Aschheim y
Zondek (1-3) quienes en 1927 demostraron su presencia en sangre y orina de emba-
razadas, que cuando se inyectaban a ratonas inmaduras y virgenes causaba el cre-
cimiento ovarico y formacion del cuerpo amarillo; asi, establecieron que la me-

dida de esta hormona debia ser 1a base de las pruebas de embarazo.

A través del tiempo se han realizado una serie de estudios en diferentes labora-
torios (4-14) con el fin de obtener un mayor conocimiento de las propiedades fi-
sico-quimicas de esta glicoproteina: como el peso molecular (P.M.), punto iso-
eléctrico (pl), subunidades que Ta integran, secuencia de aminodcidos, contenido
y composici6n de carbohidratos, asf como su posicidn en la cadena polipeptidica,
etc. Algunos de los resultados de estos estudios se muestran en la Tabla 1; como
puede observarse, los datos son heterogéneos, lo que algunos autores To atribuyen
principalmente a que Tas fracciones de hCG purificadas en sus laboratorios contie

men diferentes cantidades de carbohidratos y que como consecuencia de ésto, el



patrén cromatografico, electroforético y 1a actividad biolfgica se alteran.

Actualmente se acepta que la h€G tiene un P.M. de 36,700 a 38,000 (2, 13), que su
pl es de 4.5 y que contiene de 30 a 33% de carbohidratos (2, 6, 10); que est§ for
mada de dos subunidades (6, 15-18) denominadas a (alfa) y B {beta), que no estin
covalentemente unidas (2) y que por si solas no presentan actividad biolégica

(8, 17, 18). La alfa tiene 92 aminodcidos y la beta tiene 145; sus P.M, van de
14,500 a 15,000 y 22,000 a 23,000 respectivamente (2, 13); ademis, ya se conoce

la secuencia de sus aminodcidos (16, 17) y su contenido de carbohidratos (6).

Las funciones que se le han atribufdo a 1a hormona en e].organismo son:

- Rescatar y mantener el cuerpb amarillo en el periodo de peri-implantacifn
{1, 2, 19, 20) alrededor del dfa 8 ai 10 después de 1a ovulacitn y también
se ha informado que en otras especies hay otra molécula similar a la hCG
("hCG-Tike") que se produce en el microvilli de 1a morula misma: Cuando

se produce en concentraciones por debajo del nivel normal generalmente se

presenta aborto espontdneo (1, 2, 9, 19, 21-24).

"~ Tiene una accidn sinérgica con la prolactina, el estradiol y la progesterona

cuando estas hormonas tienen niveles apropiados en sangre (2, 19, 25, 26).

- Estimula la sintesis de andrfgenos testiculares fetales y Ja proliferacidn de

células de Leydig del feto masculino (2, 27-29).

- Estd en estudio su posible efecto inmunosupresivo, el cual probablemente eli-
mina el proceso de inmunorechazo por parte de la madre hacia el feto (2, 19).
Resulta interesante mencionar que la hCG ademds de producirse en el sincitio-

trofoblasto se detecta en células neoplasicas como los adenocarcinomas, hepa-



tomas, en carcinomas ovdricos y testiculares; también se ha sugerido que estas
células la producen para protegerse del inmunorechazo por parte de las células
sanas; sin embargo, la hormona de este origen tiene bajas proporciones de car-
bohidratos y como consecuencia su actividad bioldgica sobre los Grganos blanco

caracteristicos es despreciable o nula (2, 4, 5, 11, 13, 19).

~ Se le conocen funciones homélogas a las de la hLH (hormona luteinizante humana)

en ambos sexos {1-3, 9).

~ Finalmente se le ha detectado en esperma y testfculo humano (2, 18) y en blas-
tocistos de animales antes de 1a nidacidn, en ratona, rata y coneja (2, 20),

aunque no se sabe que funcidn tiene en esas estructuras.

B) Métodos de obtencibn y purificacidn.

Se le ha obtenido a partir de orina de mujeres embarazadas (4, 5,.30, 31) en el
primer trimestre del embarazo; de preparaciones comerciales poco purificadas (6-
12), de extractos placentarios normales (14, 32-34), o con malformaciones tumo-

rales (14, 31, 32) y a partir de cultivo'de tejidos (2, 33).

Los métodos de obtencidn de hCG a partir de orina se basan de manera general en
1a separacifn de pigmentos y sales con un sistema de kaolin con una solucidn al-
calina. El producto es acidificado y se 1iofiliza (30). E1 polvo se redisuelve
en una solucidn amortiguadora y a partir de équi son variables los pasos de puri-
ficacidn subseéuentes (ver Tablal) ya que, mientras algunos autores 1llevan dicho
polvo a una gel filtracidn (7) y después a un intercambio i6nico (anidnico o ca-

tiénico) otros invierten la secuencia de los procedimientos (4, 5).
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Cuando se trata de preparaciones comerciales solo se utilizan los procedimientos

de purificacidn (6-12).

Si el origen es el tejido placentario normal o patoldgico (14, 32-34), este se con-
gela o procesa de inmediato; Se pesa y homogeniza en agua destilada o en el amorti-
guador apropiado. Se eliminan los restos grandes de tejido por medio de filtracidn
en gasas y la suspensidn se centrifuga para poder eliminar células y fragmentos ce-
lulares grandes. E£E1 sobrenadante se lleva a los pasos de purificacidon de cromato-

graffa en gel o de intercambio idnico ya descritos.

C) Métodos de deteccién y cuantificacidn.

Las diferentes fracciones eluidas de la cromatografia en gel o de intercambio idni-
co ya liofilizadas se pesan para determinar sus rendimientos en polvo y se someten
a métodos de cuantificacifn de proteinas para conocer la concentracidn de ug de

proteina por mg de polvo.

La siguiente etapa que las hormonas deben pasar en su caracterizacion es la valo-
racidn de su capacidad inmunogénica (capaéidad de una molécula de producir anti-
cuerpos en un organ%smo); su actividad inmunolégica, en la que la hormona se cuan-
tifica por medio de técnicas inmunolégicas in vitro ya estandarizadas (35) y su
actividad biolégica practicando bioensayos en animales de laboratorio; estos pue-
den ser cualitativos (hiperhemia ovdrica en ratona inmadura; o la expulsidn de
espermatozoides’ en anfibio) (I, 36) o cuantitativos, que generalmente se basan

en el aumento del tamafo en: ovario, {tero, vesiculas seminales, o prostata en
ratas inmaduras o hipofisectomizadas (I, 3, 36). La cuantificacidn depende de

la aplicacion de las dosis Gtiles de la hormona problema, cuyas respuestas se

comparan con las que se obtienen en grupos similares de animales, los cuales



reciben dosis equivalentes o similares de una hormona estdndar, ya sea interna-
cional o de referencia. Los bioensayos se han aplicado para el diagnfstico de
embarazo desde 1927 {ver Tabla 2); sin embargo estas técnicas muestran desventa=
jas como son: disponibilidad de muchos animales; variabilidad en la respuesta de
un lote a otro y a veces en diferentes épocas del afo; consumen grandes cantida-
des de hormona; las pruebas se deben realizar a veces en periedos largos y tienen
una sensibilidad pobre. Estas son las razones por las que dichos procedimientos
se utilizan menos cada dia, aunque su especificidad 1os mantiene ain dentro de

muchos laboratorios, sobre todo aquellos que extraen y purifican hormonas.

Las alternativas para fines diagndsticos son las pruebas inmunolbgicas (2, 36-39).
Desde 1960 se han descrito las técnicas de inhibicidn de la hemoaglutinacidn y la
de partfculas de latex en placa (ver Tabla 2) las que continian utilizdndose con
pequeiias variantes (40, 41). En nuestro pais estos métodos son lqs mds utilizados
debido a que presentan Jas siguientes ventajas: bajo costo, rdpidos en su realiza-
cibn y muchos se pueden practicar fuera del laboratorio; son confiables en un 953
después de 1a sexta semana del GO1timo perfodo menstrual, con sensibilidades que
van desde 0.5 a 1.5 U.1. (Unidades Internacionales) por ml de orina (2, 3, 36-38);

cuando se aplican antes del perfodo sefialado su confiabilidad decae dramdticamente

(21, 23, 36, 37, 42, 43).

Debido a que los ginecOlogos y clinicos de los hospitales reclaman la necesidad
de pruebas de mayor sensibilidad y altamente confiables para estar en posibilida-
des de poder asignar un tratamiento adecuado a pacientes con embarazo de alto
riesgo, con abortos espontdneos frecuentes o en quienes se sospeche la presencia
de posibles tumores malignos (relacionados o no con el tejida placentario) o como

-simple monitoreo de los perfiles hormonales a través del embarazo, se ha recurrido



a la metodologia del radioinmunoandlisis {RIA) que en 1969 se desarrolld para la
hCG (21-24, 37). Esta técnica se fundamenta en la competencia entre una hCG ra-
dioiodada (con 251 6 '3!'I) y una hCG "frfa" por unirse a un anticuerpo especifi-
co para la hormona. Esta metodologia tiene una sensibilidad de 25 mU.I. por ml
de suero, lo que hace posible detectar el embarazo desde el séptimo dia después
de la ovulacion. E1 procedimiento se ha comercializado en paises desarrollados

y en México se importa en forma de estuches.

La G1tima modalidad de estos métodos de deteccidén y cuantificacion de hormonas son
los métodos de radioreceptor que se basan en una varianpe del RIA en este caso una
hormona "marcada" compite con otra "frfa" por una proteina ubicada en la membrana
celular de un 6rgano blanco (él receptor), el cual es capaz de reconocerlas y unir
las de manera altamente especifica debido a que presenta una configuracidn tridi-
mensionél complementaria y se piensa que las une por medio de atrgcciones electros
tdticas, puentes de hidr6geno, enlaces hidrofobicos, etc. Este método es altamen-
te sensible ya que detecta concentraciones tan pequefias que van de.0.3 a 4.0 ng de
hCG por ml de suero (2, 20, 21); se realiza en 2 horas y es altamente reproducible;
. tiene la sensibilidad del RIAy la espec;ficidad del bioensayo, por 1o cual se le

considera un método con gran futuro dentro del campo de la endocrinologia.

D) Mecanismos de accidn hormonal,

Se sabe que las hormonas son sefiales quimicas que colaboran en la coordinacidn del

metabolismo de un organismo multicelular.

Los cambios en el medio ambiente tanto interno como externo alteran los niveles de
hormona circulante y a su vez los niveles hormonales influyen en los ajustes del

. medio interno.



Algunas hormonas pueden actuar sobre uno, dos o varios 6rganos blancos y hay

también el caso contrario en donde un receptor puede unir una 6 mds hormonas.

La unidn de la hCG y la hLH a su receptor tanto ovérico como testicular se ha de-
mostrado en estudios radiocautogrdficos (44-50), en homogenados celulares altamente
purificados (47, 51-54) y en células dispersadas enzimiticamente (50, 55, 56).

No obstante el mecanismo intimo de la accibn hormonal que en dichas células se
desencadena aunque se estudia intensamente aln no estd por completo dilucidado.
Algunos investigadores (57-62) plantean que este complejo hormona-receptor inicia
1a respuesta de la célula de manera similar a como 1o describe Sutherland y col.
(63) para las células hepdticas. La hormona circulante en la sangre es el PRIMER
MENSAJERO que interactia con ei receptor membranal el que a su vez, estimula al
sistema adenil ciclasa incorporado 2 la membrana plasmitica de su 6rgano blanco;
esta enzima induce la conversibn de ATP (adenosin trifosfato) a cQMP (5 adenosin
monofos fato ciclico) o SEGUNDO MENSAJERO, el cual ejerce el efecto caracteristico
de la hormona, que a nivel de ovario induce la sfintesis de estrégeﬁos y progeste-
rona y a nivel de testfculo la elaboracidn de andrbgenos y testosterona, etc. (59-
61, 64). Sin embargo otros autores (45, %4-66) proponen que el sitio receptor no
solo es membranal s}no que describen receptores intracitopldsmicos y mds ain, muy
recientemente se han descrito procesos de internalizacidn del complejo hormona-

receptor para hCG y hiH (67-69).

- RADIORECEPTORES.
A) Antecedentes histéricos y cientificos.

Para que se desarrollara esta metodologia fue necesario conocer primero las con-

diciones de marcaje de las hormonas proteicas (70, 71) con '2°I o con 3!l y que



a la metodologia del radioinmunoandlisis (RIA) que en 1969 se desarrolld para la
hCG (21-24, 37). Esta técnica se fundamenta en la competencia entre una hCG ra-
dioiodada (con '2%1 6 '*!'I) y una hCG "frfa" por unirse a un anticuerpo especifi-
co para 1a hormona. Esta metodologia tiene una sensibilidad de 25 mU.I. por ml
de suero, lo que hace posible detectar el embarazo desde el séptimo dia después
de la ovulacion. El procedimiento se ha comercializado en pafses desarrollados

y en México se importa en forma de estuches.

La (1tima modalidad de estos métodos de deteccién y cuantificacidén de hormonas son
los métodos de radioreceptor que se basan en una varianpe del RIA en este caso una
hormona "marcada" compite con otra "frfa" por una proteina ubicada en la membrana
celular de un drgano blanco (él receptor), el cual es capaz de reconocerlas y unir
las de manera altamente especifica debido a que presenta una configuracidn tridi-
mensionél complementaria y se piensa que las une por medio de atrgcciones electros
tdticas, puentes de hidrfgeno, enlaces hidrofdobicos, etc. Este método es altamen-
te sensible ya que detecta concentraciones tan pequefias que van de.0.3 a 4.0 ng de
hCG por ml de suero (2, 20, 21); se realiza en 2 horas y es altamente reproducible;
. tiene 1a sensibilidad de] RIA y la espec;ficidad del bioensayo, por 1o cual se le

considera un método con gran futuro dentro del campo de la endocrinologia.

D) Mecanismos de accién hormonal.

Se sabe que las hormonas son sefiales quimicas que colaboran en la coordinacidn del

metabolismo de un organismo multicelular.

Los cambios en el medio ambiente tanto interno como externo alteran 10s niveles de
hormona circulante y a su vez los niveles hormonales influyen en los ajustes del

. medio interno.



reciben dosis equivalentes o similares de una hormona estdndar, ya sea interna-
cional o de referencia. Los bioensayos se han aplicado para el diagn6stico de
embarazo desde 1927 (ver Tabla 2); sin embargo estas técnicas muestran desventa=
jas como son: disponibilidad de muchos animales; variabilidad en la respuesta de
un lote a otro y a veces en diferentes €pocas del aho; consumen grandes cantida-
des de hormona; las pruebas se deben realizar a veces en periodos largos y tienen
una sensibilidad pobre. Estas son las razones por las que dichos procedimientos
se utilizan menos cada dfa, aunque su especificidad 1os mantiene ain dentro de

muchos laboratorios, sobre todo aquellos que extraen y purifican hormonas.

Las alternativas para fines diagndsticos son las pruebas inmunoldgicas (2, 36-39).
Desde 1960 se han descrito las técnicas de inhibicidn de la hemoagiutinacidn y la
de particulas de latex en placa (ver Tabla 2) las que continilan utilizdndose con
pequefias variantes (40, 41). En nuestro pais estos métodos son lqs mds utilizados
debido a que presentan las siguientes ventajas: bajo costo, rdpidos en su realiza-
cibn y muchos se pueden practicar fuera del laboratorio; son confiables en un 953
después de 1a sexta semana del G1timo perfodo menstrual, con sensibilidades que
van desde 0.5 a 1.5 U.1. (Unidades Internacionales) por ml de orina (2, 3, 36-38);

cuando se aplican antes del perfodo sefialado su confiabilidad decae dramaticamente

(21, 23, 36, 37, 42, 43).

Debido a que los ginecdlogos y clinicos de los hospitales reclaman la necesidad
de pruebas de mayor sensibilidad y altamente confiables para estar en posibilida-
des de poder asignar un tratamiento adecuado a pacientes con embarazo de alto
riesgo, con abortos espontdneos frecuentes o en quienes se sospeche la presencia
de posibles tumores malignos (relacionados o no con el tejido placentario) o como

.simple monitoreo de 10s perfiles hormonales a través del embarazo, se ha recurrido



2.~ Material

[. RECOLECCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

a) Material:

50 Bolsas de pldstico
1 Caja de Poliuretano
1 Congelador a -30°C

I1. EXTRACCION Y OBTENCION DE £OS RECEPTORES
a) Material:

1 Charola de plastico de 30x38 cm con hielo

2 Vasos de precipitado de 100 ml

1 Probeta de 100 ml

2 Pipetas gerolégicas de 1 ml .
100 Tubos de ensayo de 12x75 mm

1 Aguja de raquia del No. 18

1 Jeringa de 25 ml

3 Gradillas de plastico

3 Pipetas Pasteur
"1 Homogenizador

1 Estuche de diseccidn

1 Balanza de torsidn

1 Centrifuga IEC Modelo PRG

i Centrifuga Beckman Spinco Modelo L (con rotor SW-25)

1 Centrifuga Sorvall RC2-B (con rotor SS-34)'
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b) Reactivos Y Soluciones

TRIS (HidroximetiIaminometano) (Merck)
Ditiotrejtoy (Bayer)
Sacarosa (Merck)
Cloruro ge magnesjo (Baker)
Acido clorhidricg (Merck)

Ditiotreitol 1 mM
Cloruro de Magnesig 1 mM
Sacargsg 0.25 M (Hyland)

Aforar 1 litro Y ajustar PH 7.8 con dcido c]orhidrico

Y guardap en cuarto frio

Solucisp amortiguadora de TRIS-HcL (para incubacién)

TRIS 10 mM

Suero de albiming boving 0.1%

Trasy1o} 10 u.1. (Bayer)
Cloruro de calcio 1 mM (Baker)

Aforar 5 3 litro y ajustar g1 PH a 7.2 con dcido
clorhfdricg Y guardar ep Cuarto frig.
Soluciones de sacaroga (para gradiente) a7 50%, 40y
Y 30%.
111, CUANTIFICACION DE PROTEINAS
a) Materia).
50 Tubos de vidrio de 1.5x15

3 Pipetas volumétricas de 1 my




1 Balanza analftica Mettler (sensibilidad
de 100 png)

1 Agitador Vortex (Labline Inst. Inc.)

| Incubador (J.M. Ortiz)

1 Reloj de alarma

1 Espectrofotdmetro Hitachi-Perkin Elmer

Coleman 124.

b) Reactivos y Soluciones
Agua deionizada
Tartrato de sodio y potasio (Merck)
Sulfato de cobre hidratado {Mallinckrodt)

Albimina de suero bovino

fraccién V de cOhﬁ (Calbiochem) .
SOLUCION A"
Carbonato de sodio . 100 gr (Baker)
Tartrato de sodio y potasio 2 gr
Hidrdxido de sodio 1 N 500 m1  {Merck)

Aforar a 1000 m1 con agua deionizada, filtrar y

se conserva en frasco de poliuretano

SOLUCION "B"
Tarirato de sodio y potasio 2 gr
Sulfato de cobre 1gr
Hidroxido de sodio 1 N 10 ml

Aforar a 100 m! con agua deionizada, filtrar y conservar

en frasco en vidrio ambar.

o1



SoLucIon "c"
Reactivo de feﬁol segin Folfn y Ciocalteau 1ml
Agua - 15 ml
Esta solucién se prepara en el momento de usarla
IV.- PURIFICACION DE GONADOTROFINA CORIONICA HUMANA (hCG)
a) Material:
5 Pipetas seroldgicas de 1 ml
5 Pipetas seroldgicas de 10 ml
1000 Tubos de vidrio de 13x100 mm
"10 Micropipetas Pasteur
5 Vasos de precipitado de 10 ml
5 Vasos de precipitado de 50 ml
5 Vasos de precipitado de 100 ml
10 Bolsas de Celofan
b) Reactivos y soluciones:
Sephadex G-15 (Pharmacia)
Carboximetil-celulosa (Sigma Chemical)
Dietilaminoetil-celulosa (Sigma Chemical)

Ampolletas de hCG Prégnyl (Organén) (Lote 40)
de 5000 U.1.

Solucion amortiguadora de fosfatos 0.50 M pH 7.5
Acetato de amonio (Merck)
Hidrdxido de sodio

Acido clorhidrico

Agua

Glicina (Merck)

(Merck)
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V.- ELECTROFORESIS
a) Material:

Tubos de vidrio de 6x100
Parafilm
Ldmpara fluorescente
Agitadores de madera
Fuente de poder de 500 volts y 125 mA
Cimara para electroforesis (Buchler)

Refrigerante Lo-temptrol-154

b) Reactivos y soluciones:
TRIS (Tris-hidroximetil-amino-metano)
TEMED (N, N, N', N', Tetrametiletilendiamina) (Herck)

Acido clorhidrico

Acrilamida : {Merck)
Bis-acrilamida : (Merck)
Persulfato de amonio . A (Merck)
Rivoflavina : (Merck)
Sacarosa

Glicina

Azul de Coomassie R-250 (Schchardt Minchen)
Metanol v (Merck)
Acido Acético (J.T. Baker)

Azul de Bromofenol (Merck)

SOLUCION "A" (pH 8.9)
Acido clorhidrico 0.1 N 48 ml
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TRIS (tris-hidroximetil~amino-metano) 36.6 g
TEMED (N, N, N', N', tetrametiletiendiamina 0.23 ml
Disolver el tris con el &cido clorhidrico,

agregar el TEMED, ajustar pH con HC1 y aforar

con agua.

SOLUCION "B" (pH 6.7)

Acido clorhidrico 48.0 ml

TRIS (tris-hidroximetil-amino metano) 5.98 g

TEMED . 0.46 m

“ Agua _ 100.0 ml
SOLUCION "¢

Acrilamida : 28.0 g

Bisacrilamida 0.735 ¢

Agua c.b.p. 100.0 ml
SOLUCION "D"

Acri]amida < : 28.0 g

Bisacrilamida 2.5¢

Agua 100.0 ml

SOLUCION "E"

Rivoflavina ' 4,0 mg

Agua 100.0 ml
SOLUCION "F" .

Sacarosa o . 40.0 g

Agua ' 100.0 ml
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Solucién de trabajo I (Poro grande)
1 volumen de solucidn B
2 volimenes de solucidn D
1 volumen de solucidn E

4 volimenes de solucidn F

Solucidn de trabajo II
Persulfato de amonio 140 mg
Agua c.b.p. 100 ml

Lta solucidn es estable a 4°C durante una semana

Solucidn de trabajo III (Poro pequefio)
1 volumen de solucién A
2 vollmenes de solucion C
1 volumen de agua
4 volimenes de solucidon de trabajo II
Se prepara momentos antes de emplearse y se

mantiene en agitacion con agitador magnético

Solucidn Amortiguadora electrodo pH 8.3 {concentrado)

TRIS 6.0 g
Glicina 28.8 g
Agua c.b.p. 100.0 ml

EY pH se ajusta con HC1 0.1 N y se afora

Solucibn fijadora

Acido tricloracético (Mallinckrod) 12.5%

Soiucién colorante
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Azul brillante de Coomassie R~250 lg
Para disolver se agita durante 30 minutos

con dgitador magnético, se diluye la solucidn 1:20
con dcido tricloracético al 12.5% y se filtra con
papel Whatman No. 42. Se prepara solo la cantidad

necesaria (20 ml por gel)

Solucibn de azul de bromofenol
Azul de bromofenol lg

Agua c.b.p. 1000 ml

Solucibn decolorante
Acido acético , 5 ml

Agua c.b.p. : 100 m1

VI.- IODINACION DE LA HORMONA LUTEINIZANTE HUMANA (hLH).

a) Material:

10 Tubos de vidrio de 13x100
30 ) Tubos de vidrio de 12x75

1 Tubo de pléstico de 12x75

2 Pipetas seroldgicas de 1 ml

2 Pipetas seroldgicas de 5 ml

2 Pipetas seroldgicas de 10 ml

2 Micropipetas (H.E. Pedersen) de 25 pl
i Micropipeta (H.E. Pedersen) de 10 pi
1 Micropipeta (H.E. Pedersen) de 5 ul

1 Micropipeta (H.E. Pedersen) de 200
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4 Tornillos de micropipetas (Succionador de pipetas)



1 Agitador Vortex (Labline Inst. Inc.)
1 Contador de radiaciones gamma por centello,

Packard Modelo 3001

10 Gasas
1 Centrfifuga IEC Mod PR 6
1 Balanza Analitica (Mettler) (sensibilidad de 1 mg)

b) Reactivos y soluciones:
Cloramina-T (Merck)
Metabisulfito de Sodio (Mallinckrodt)
Celulosa Whatman CF-11
Hormona hLH-LER-960
Todo!?® (Behring Institut.)

Alcohol etilico absoluto (Merck)

Albimina bovina (solucién al 30%) ({Hyland)

Fosfato monobdsico de sodio (Merck)

Fosfato dibdsico de sodio {Merck)

Suero Normal Humano

VII.- APLICACION DE LA TECNICA
a) Material:
200 Tubos de vidrio de 12x75
10 Tubos de vidrio de 13x100
Pipetas seroldgicas de 1 ml
Pipetas seroldgicas de 2 ml
Pipetas seroldgicas de 10 ml

Pipetas seroldgicas de 15 ml

E— S - N D & B ]

Micropipetas Pasteur



1 Charola de hule de 34x48 cm con hielo

2 'Gradillas de alambre 29x10 para 30 tubos c/u
Alicuotas de receptor
Hormona hLH marcada

Hormona hiH O suero problema

1 Agitador Vortex super mixer (Labline Inst. Inc.)
1 Incubadora con agitacion (Dubnoff P.S.)

1 Centrifuga IEC-PRE

1 Potenciémetro (Corning modelo 7)

1 Balanza analitica Mettler

b) Reactivos y soluciones:
TRIS (hidroximetil-amino-metano)
Albimina de suero bovino .
Cloruro de calcio

Acido clorhidrico
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La figura 1 corresponde a un esquema de todos los pasos de 1a técnica.

I.-

Recoleccidn del material bioldgico:

La recoleccién de los ovarios se realizé en el rastro de la ciudad, se coloca-

ron

en bolsas de plastico y se congelaron inmediatamente en hielo seco dentro

de una caja de poliuretano; en el laboratorio se conservaron en congelador a

-30°C.

11.- Extraccién y obtencidn de los receptores:

Los

receptores membranales se obtuvieron de acuerdo con el esquema de homogeniza-

¢i6n y centrifugacién de B.B. Saxena et al (21) {Figura No. 2) que a continuacidn

se describe.

1.-

800 a 1200 g de ovarios se depositaron en un recipiente de cristal, previamen-

te enfriado y mantenido en hielo.

Se disectaron los cuerpos amarillos con tijeras y bisturf y se'registré su

peso.

Se homogeneizaron en 10 volimenes de solucion amortiguadora TRIS-HCL (para

centrifugacién) (pH 7.8) en una relacidn peso: volumen.

EY homogeneizado se filtrd en 5 gasas superpuestas para eliminar las fraccio

nes grandes de tejido.

E1 filtrado se 1levé a centrifugacion a 1700 r.p.m. (680 x g) durante 20 minu-

tos a 4°C, én una centrifuga IEC Modelo PR6.

Eliminado el precipitado, el sobrenadante se recentrifugd a 11000 r.p.m.

(14500 x g) en centrifuga Soerval RC2-B con cabezal $5-34 de 8 plazas para

* tubos de 30 ml, durante 60 minutos a 4°C.



10.-

11.-

12.-

III.
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ET1 precipitado de 14500 x g se diluyé 1:1 con la misma solucidn amartigua
dora y se guardd en cuarto frio para someterse a ultracentrifugacién al
dfa siguiente. E1 rotor SW-25 con sus camisas, también se dejb en el cuar '

to frio durante toda la noche.

Para la ultracentrifugacion se hizo un gradiente discontinuo con sacarosa
al 50% (10 m1), 40% (10 m1) y 30% (9 ml). El equilibrio de) peso de los
tubos se checd tres veces antes de colocarlos en la centrifuga, que se ha

bfa enfriado previamente durante 30 minutos.

La centrifugacidn se hizo a 95,000 x g durante 90 minutos en una ultracen
trifuga Beckman Spinco Modelo L, con rotor SW-25 y'tubos de nitrato de

celulosa transparentes (2.5 x 7.5 cm).

Las bandas obtenidas se aspiraron con jeringa de 25 ml y aguja de raquia

No. 18. *
De cada banda se hicieron alicuotas de 1 ml se congelaron a -30°C.

Las proteinas se cuantificaron en una alfcuota de cada banda.

- Cuantificacidn de Proteinas:

La determinacién se realizd con la técnica de Hartree (87) que se basa en la

produccidn de un complejo colorido que forman los grupos amino de las protei-

nas

con los iones cobre presentes, en medio alcalino, cuyo color se intensifi

ca con la presencia del reactivo de Fenol segiln Folin y Ciocalteau.

La cuantificacién de los problemas se hizo contra una curva estandar de albi-

hina bovina (20 a 100 pg/ml), leidas a 500 nm, contra el blanco de reactivos.

Técnica:
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Cada alicuota de 1 ml de las 7 bandas se diluyeron 1:15 con agua bidestilada
y una alfcuota del precipitado de 14,500 x g se diluyd 1:30; se mezclaron per
fectamente con vortex y de cada una de estas soluciones se pipetearon 3 ml -
que fueron repartidos en 3 tubos {1 ml de cada tubo), después se agregaron
0.9 ml de la solucién A, se agitaron e incubaron en bafio Maria a 51°C durante
10 minutos, después de lo cual se enfriaron a 4°C también durante 10 minutos,
se anadid 0.1 ml de la solucidn B con agitacidn, después quedd en reposo a
temperatura ambiente otros 10 minutos; finalmente se agregaron 3 ml de la so-
Jucion C recién preparada y se repitieron los pasos de agitacidn, incubacidn

y enfriamiento; el producto colorido se ley6 en la forma ya descrita.

.

Este mismo método también sirviGé para cuantificar la cantidad de proteinas --
contenidas en las gonadotrofinas coridnicas (hCG) purificadas en diferentes
soportes cromatograficos; se pesaron 40 ug de polvo y se disolvieron en 3 ml
de agua deionizada y se repartieron en 3 tubos siguiendo el mismo procedimieg

to.

IV.- Purificacién de Gonadotrofina Coridnica Humana (hCG):

Los métodos de extraccidon y purificacién de protefnas se basan en el conoci--
miento de sus propiedades fisico-quimicas como son sus solubilidad, punto iso

eléctrico, carga eléctrica neta, tamafio molecular, etc.

Para la purificacion de 1a hCG se utilizaron técnicas de cromatografia de ex-

clusién y de intercambio iénico.

Filtracion en gel: es un procedimiento de exclusion molecular (88), que permi
te la separacidn de substancias (proteinas) segﬁn su tamafio molecular; esta -

técnica se realiza con un soporte inerte que en nuestro procedimiento fue
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Sephadex, que es un polisacdrido en forma de esferas, que al estar hidratado
y empaquetado en una columna, forma espacios entre las esferas y dentro de -
las mismas; estos espacios permiten la seleccidn de las moléculas que son

arrastradas por el eluyente (agua o solucidn amortiguadora), a una velocidad
que depende del tamafio de las substancias retenidas por los espacios del Se-

phadex.

Hidratacion del Sephadex: en agua bidestilada en bafio Maria, a 40°C, durante
dos horas, con agitacidon manual suave. Después de un reposo de 24 horas a tem

peratura ambiente se dejd en cuarto frfo (4°C) durante otras 24 horas.

Montaje de la columna: la columna (1.5 x 15 cm) se niveld evitando la forma-
cibn de burbujas de aire que pudiesen haber quedado bajo el soporte del lecho
inyectando solucidon amortiguadora de fosfatos 0.54M, pH 7.5 con una jeringa
en la salida de 1a columna; después de esto la suspensidn de Sheﬁgdex {G-15)
se deja escurrir por las paredes y cuando el gel se habfa sedimentado se - -
abrié la columna para que el liquido, por arriba de la columna del gel fluye-
ra, dejando una pequefa capa de 1iquido por encima de ella; después de agitar
suavemente con varilla de vidrio la parte superior de la columna del gel, se
continud agregando la suspensidn del Sephadex y se repitieron los mismos pa-
505 cuantas veces fue necesario hasta obtener una columna de'gel de 15 cm;

Ja solucion amortiguadora se dejé fluir a través de la columna durante 24 ho-

ras para obtener la estabilizacidén del lecho (Sephadex hidratado y empaquetado).

Ap]icacién de la muestra: la muestra de 160 mg de la hCG-Pregnyl se aplicd en
un volumen de 1.5 ml de la solucion amortiguadora, después de eliminar el 1i-
guido por encima de Tas mismas; la muestra que se dejé resbalar cuidadosamen-

te por la pared de columna, penetré al lecho, después de lo cual, se aplicd



en la misma forma una capa eluyente (solucidn amortiguadora de fosfatos 0.5
M, pH 7.5); la columna se conectd al recipiente del eluyente y se permitid su
flujo, después de conectarla a un colector de fracciones LKB con Uvicord y

graficador. Se colectaron fracciones de un ml por tubo.

Cromatografia de intercambio i6nico: es una técnica (89) de separacion que -

aprovecha las diferencias en las propiedades dcido-bdsicas de las substancias
{proteinas), con ta utilizacidn de una fase estacionaria {resina intercambia-
dora de iones) a 1a que se unen selectivamente las proteinas y una fase liqui
da {solucidn amortiguadora) que separa a su vez {por variaciones de pH o fuer

za idnica) a las proteinas ya unidas a la resina.

Los dos tipos de resinas que se utilizan en este procedimiento son de tipo --

aniénico y cationico, lo que significa que los grupos funcionales de la resina

tienen estas caracteristicas.

En el presente trabajo se utilizaron la DEAE-C (dietil-amino-etil-celulosa) --
que tiene como grupo funcional:
+

R-0- CH2 NH - (CZHS)Z
y 1a CM-C (carboxi-metil-celulosa) cuyo grupo funcional es:

R0 - CH, - CO0 - Na*
En ambas resinas R significa la molécula de celulosa y los grupos funcionales
en la ionizacidn son:

-coof) v )
Estas resinas requieren de un procedimiento de lavado para eliminar las impu-

rezas y ademas deben activarse los grupos intercambiadores de iones.

Dicho brocedimiento consiste en lo siguiente:
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A 100 g de DEAE-C se agregaron 3 litros de agua y se agitd durante 15 minutos;
después de una hora de sedimentacidn espontdnea se elimind el sobrenadante --

que contenia las pequefas particulas.

E1 procedimiento se repitid cinco veces, después de lo cual se afadieron 2500
ml de dcido clorhidrico 1 M; se agité durante 15 minutos y filtrd en tela de
seda. Este lavado dcido fue seguido de lavados con agua bidestilada (pH 5.8),
hasta que el filtrado tuvo el mismo pH. Después se lavdé con 2500 ml de hidré-
xido de sodio, se agité y filtrS. Finalmente la celulosa se lavé con amorti-
guador de bicarbonato de amonio 0.002 M, pH 7.5 hasta que se obtuvo este pH

en 1a suspensioén.

El1 lavado y activacifn de 1a CM-C se hizo con la misﬁa técnica, pero se cam--
bié el orden de las soluciones: primero hidrdxido de sadio 1 M, seguido de --

agua y después el acido clorhidrico 1 M.
EY amortiguador fue en este caso acetato de amonio 0.01, pH 6.2,

Ambas resinas se conservaron a 4°C y con azida de sodio para prevenir la con-

taminacion.

£1 montaje de la columa fue igual que el ya descrito para el Sephadex,pero en
este caso se permitid Que la columna alcanzara su equilibrio, el cual corres-
pondié al momento en que el pH del eluyente fue igual al del amortiguador ini-

¢ial que entrd a la columna.

La secuencia de elucidn para el intercambiador catidnico (CM-C} (Columna 2.75

x 28 cm) fue la siguiente:
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No. de eluyente Nombre Molaridad pH Vol. (m1)
12 Acetato de amonio 0.004 5.5 100
22 Acetato de amonio 1.0 6.8 100
32 Acetato de amonio 1.0 8.6 100
mas hidroxido de
sodio 0.1 N
42 Hidréxido de sodio 0.1 12.0 100
58 Agua deionizada | 5.5 100
62 Acido clorhidrico 0.1 2.5 100

Se colectaron fracciones de 5 ml por tubo.

La secuencia de elucifn para el intercambiador aniénico (DEAE-C) (Columna 2.75

X 28 cm) fue la siguiente:

No. de eluyente Nombre Molaridad pH Vol. [(m1)
1 Glicina 0.1 9.4 100
22 Acetato de amonio 1.0 6.8 100
32 Acetato de amonio 0.004 5.5 100
4= Acido clorhidrico 0.1 2.5 100
52 Agua deionizada 5.5 100
62 Hidroxido de sodio 0.1 12.0 100

Las fracciones de ambas columnas fueron recogidas en volimenes de 5 ml por tu
bo con un colector de fracciones y registradas a 280 nm en cuarto frio {4°C),
la mayor concentracion de proteinas (picos), fueron 1levadas a didlisis con

agua defonizada y después de 4 cambios a liofilizacion.

V.- Electroforesis de disco en gel poliacrilamida. (90)
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La electroforesis es la técnica donde existe movimiento de particulas carga-
das & de iones macromoleculares en solucidn, debido a la influencia de un cam
po eléctrico. Dependiendo de su signo de carga, estas substancias migran hacia
el citodo 6 el anodo; las diferencias en velocidades de migracién proporcionan
una técnica excelente para la separacion y el andlisis de substancias que se

encuentran mezcladas y que resultan de dificil separaci6n por otros métodos.

La migraci6n de las particulas cargadas en un campo eléctrico dependen princi
palmente de tres factores:

a)- De la naturaleza de la carga y de la particula.

b)- De la solucion amertiguadora.

¢)- Del campo eléctrico.

Cada uno de estos factores influyen en el sistema por sus propieqﬁdes: la par-
tfcula, por su tamafo, magnitud y signo de su carga neta as{ como también por
otros pardmetros moleculares, especialmente el coeficiente de fricbién. 1a so-
Tucidn amortiguadora por su pH, fuerza idnica, viscosidad y ausencia de compo-
~ nentes que produzcan corriente alterna. |

Las técnicas electroforéticés se han desarrollado en diferentes matrices, ya
sean medios 1iguidos o geles, como la electroforesis en gel de poliacrilamida,

que se utilizd en este trabajo.

Esta técnica se basa en la introduccidn de discontinuidades en la composicion
de la solucidn amortiguadora, pH y el tamafio del poro del gel que sirve como
matriz, separando de esta manera a las moléculas por medio de un efecto de --
criba o tamizado, de acuerdo con el tamafio y forma de las moléculas o de la -

carga que presente,



Preparacitn de los geles:

1.- Sellar con parafilm un extremo de los tubos de 10 cm x 75 mm.

2.- Llenar el tubo con solucidon de poro pequeiio, hasta la altura de 60 mm.
3.- Estratificar e) menisco con agua bidestilada con ayuda de una micropipeta.
4.- Polimerizar45 minutos,

§.- Eliminar el agua de cada uno de los tubos.

6.- Lavar con solucidn de poro grande y escurrir,

7.~ Agregar solucidn de poro grande y'estratificar. .

8.~ Fotopolimerizar 20 minutos.

9.~ Escurrir el agua y lavar con solucion de poro grande.

10.- Poner la muestra de 100-200 pyg de proteina en polvo. )

11.- Agregar 0.2 ml de solucién de poro grande a los tubos.
12.~ Estratificar el menisco con agua, con la ayudé de una micropipeta.
13.; Fotopolimerizar 20 minutos. .
Electroforesis: |

14.- Colocar los geles en la cdmara, con la muestra hacia arriba.

15.- Poner una o dos gotas de amortiguador electrodo en el extremo superior de

los tubos de los geles, con el fin de que no haya burbujas que se pongan

al paso de la corriente.

16.- Repartir la solucién amortiguador-electrodo en los compartimientos de la

cédmara electroforética.

17.- Poner 2 m1 de solucion de azul de bromofenol al 0.001% en el compartimien-

to superior,



18.- Colocar la tapa de la cdmara y conectar en los electrodos correspondien-
tes, nivelar y conectar la fuente de poder; se aplica un voltaje inicial
de 2 mA por tubo de gel durante 2 minutos y después se aumenta a 4 mA

por tubo.

19.- Detener el paso de la corriente cuando el disco de bromofenol (frente de

referencia), 1legue a una distancia de 1 cm del extremo inferior del gel.

Fijacion de proteinas:

20.- Colocar los geles en dcido tricloracético al 12.5%, 30 minutos.

Tincidn:

21.- Poner los geles en 20 ml de colorante azul de Coohassie. 75 minutos.

Decoloracidn:

22,- Pasar los geles por agua y colocarlos por separado en 20 m! de dcido acé
tico al 5%, durante 24 hﬁras. .

Montaje de Geles:

23.- Pasar 1os geles momentaneamente en formol al 2% y montar en tubos de vi-
drio de 10 cm x 9 mm.’

24.- Sellar los extremos del tubo con parafilm, cuidando que no queden burbu-

Jjas de aire y conservar los geles en la obscuridad.

VI.- Radioiodacién de la hormona luteinizante humana (hLH).

Concepto:

Es el procedimiento para introducir dtomos de iodo radiocactivo (lodo!2% &
Iodo'*!), a la molécula de proteina en los residuos de tirosina, ya Sea por -
métodos quimicos, enzimdticos o electroliticos (70,71,91,92), sin que modifi-

quen en gran medida la actividad bioldgica o inmunolégica de dichas proteinas.

E1 método quimico que mayor difusi6n ha tenido es el de la Cloroamina-T (70),
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que se usa rutinariamente en este laboratorio por presentar las siguientes venta-

jas:

La reaccidn es rdapida

Se realiza con pequefias cantidades de reactivos y hormona

La hormona se marca con la alta actividad especifica

Los reactivos que emplean son de facil obtencidn

Tienen la desventaja de afectar la actividad biolégica y la actividad inmunolégi-

ca con el transcurso del tiempo.

En la lodacidbn el agente oxidante es el reactivo Cloramina T, (N-monocloro-p-
toluen-su]%on-amida). Esta sal en solucidn acuosa, forma el dcido hipocloroso
1o que favorece una oxidacién suave del lodo, que se ioniza (I-I(')-I(+)) y
cuyo catibén reacciona con los iones‘feno]ato de los residuos de la tirosina
que estdn expuestos en las protefinas. .

I
o @cnz-gu-coo-a
I NH

HO -@ CHp-CH-CO0-R  + 21
NH

La reaccién es fuer;emente dependiente del pH, del tiempo y de la concentracidn
de reactantes (I*, ndmero de tirosinas expuestas en la molécula, etc.) y se de-
tiene agregando un agente reductor, el metabisulfito de sodio que reduce el iodo-
nio a iodo. La mezcla de la hormona marcada y el iodo reactivo que no reacciond

se separan por medio de un intercambiador catidnico de celulosa (Whatman CF-11).

La figura 3 es un esquema de todo el procedimiento de la jodacidn de 1a hormona.

Método:
1.- Se pesa la cloramina (15 mg) y se disuelve en 3 ml de solucidn amortiguadora

de fosfatos 0.05 M, pH 7.5 (Solucidn A).
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2.- Se pesa metabisulfito de sodio 15 mg y se disuelven 1.5 ml de la misma solu-

cidn amortiguadora {Solucidn B).

3.- E) lodo'?® se diluye con solucidn amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH 7.5

(Solucién C).

4.- En un tubo de vidrio de 13 x 100 se empaca 1.5 ml de celulosa Whatman CF-11,

que se equilibra con 1a solucidn amortiguadora de fosfatos 0.05 M, pH 7.5.

5.~ Se pipetean 15 ul de la solucidén A, 15 ul de la solucion B y 10 pl de la so-
lucién C y las tres micropipetas se depositan sobre un cuadro de alambre in-

curvado adecuadamente para no permitir el movimiento de las propipetas.

6.- Se saca del congelador, una alicuota de hLH, 1a cual contiene 2.5 ug de pro-
tefna en 25 pl de solucibn amortiguadora de fosfatos 0.05 M, pH 7.5, a 1a
cual se le agregan 1os 10 pl de 1a solucidén C mds 15 ul de sotucion A, esta
mezcla se agita durante 60 segundos.

7.- Transcurrido ese tiempo se agregan los 15 ul de metabisulfito de sodio y se

agita durante 30 segundos.

8.- Esta mezcla se aplica a 1a columna de celulosa y se eluye con 5 ml de solucidn
amortiguadora. Este proceso se repite 6 veces, cambiando en cada caso los tu-
bos de 13 x 100 mm bajo la columna, en que se recoge cada fraccién. Estos 30

ml contienen el lodo!2*® 1ibre, que no se incorpord a la proteina.

9.- £1 séptimo tubo, que es ahora de 12 x 75 nm, colecta la elucion de 1 ml de
suero normal huméno, gue se aplica a la columna, con lo cual se libera la
hormona marcada. Esta operacifn se repite 6 veces, de tal modo que los tubos

7, 8,9, 10, 11 y 12 contienen la hormona marcada.
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12,-

13.-

14.-
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Se toman alficuotas de 0.1 ml de cada tubo, se determinan sus cpm (cuentas

por minuto) y se suman para obtener l0s cpm totales.

+ c.p.m - *I Libre
c.p.m - *H (Hormona marcada)
c.p.m - Totales

El porcentaje de I* incorporado a la hormona (& % de eficiencia), se calcula
con la relacién de las cuentas de la hormona marcada y las cuentas totales.
% de I* incorporado

a 1a hormona = c.p.m. *Hormona x 100
c.p.m. Totales

Se acepta como un buen marcaje cuando se tiene un porciento de incorpora-

¢ibn de I* mayor del 35%.

Se procede a calcular a la actividad especfifica (relacifn de la radioacti-
vidad a la masa) de la hormona marcada lo que se hace con Ia'relacién de}l
porcentaje obtenido, multiplicando por la radioactividad utilizada, divi-

dido entre las cantidades de proteina (hormona) empleada.

Actividad especifica = % de eficiencia x mCi
ug de proteina

Se considera que la actividad especifica es adecuada cuando es mayor de

140 nCi/ug.

Se grafican las cuentas de los tubos para detectar las fracciones mds Gti-
les de la ‘hormona marcada, que generalmente corresponden a los tubos 7, 8,

9 que contienen la mayor radioactividad.

Un tercer parametro que hay que calcular es el porcentaje de proteina da-
fiada en la marcacibn, para lo cual se utiliza una precipitacitn etan6lica

en la forma siguiente:
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Se seleccionan los tubos con mayor nimero de cuentas por minuto del pico de
la hormona marcada y se pipetean de cada uno de ellos 5 ul en tubos de 12 x

75 mm, por duplicado.

Se les agrega a cada uno 100 ul de solucidn amortiguadora de fosfato al 0.01
M, pH 7.5 que contiene cloruro de sodio 0.15 M, y albimina de suero bovino
(B.S.A.) al 1%, mds 1.5 m} de etanol absoluto; se agitan los tubos y se pasan

a cuarto frio (4°C) durante 2 horas,

Transcurrido el tiempo de incubacidn se centrifugan a 2000 r.p.m. durante

30 minutos a 4°C en una centrifuga refrigerada (1EC-PR6).

Se decantan cuidadosamente en tubos de 12 x 75 mm y se 1levan a contar tanto

el precipitado como el sobrenadante,

Se saca el nimero de cuentas totales {c.p.m. del precipitado'+ c.p.m. del
sobrenadante) y se hace una relacién del % que representan, las c.p.m. del

precipitado con relacién a las cuentas totales esto es el % de proteina

) radioiodada.

19.-

VIiI-

Una iodacion es adecuada cuando la proteina marcada no dafiada es mayor del

92%, 6 la proteina dafada no excede el 8%.

Técnica de radio-receptor:
Control dé] procedimiento:
A continuacidn se da el nombre, clave y contenido de los diferentes tubos

que se utilizaron en la técnica:

Tubos control de cuentas totales (CCT) (Cuadruplicado): 600 w1 de solucidn



amortiguadora mds 100 ul de hormona marcada (H*). Sirven para conocer la ra-

dioactividad total por tubo y para medir la precisidn del pipeteo.

Tubos de control de reaccidn no especifica por cuadruplicado (N.S.}: Son
aquellos tubos que contienen 400 ul de solucidn amortiguadora de TRIS-HCL
pH 7.2 mds 100 ul de hormona marcada (H*) mds 100 ul de precipitado de
14,500 x g mas hormona frfa en una concentracidn en ng 10,000 veces mayor
que la de la H*. Se supone que en estas condiciones la hormona marcada
tiene escasas o ningunas oportunidades de unirse al receptor, puesto que el

exceso de la hormona fria se lo impide.
Sus cuentas se restan a las totales y a los de la fraccidn unida,

Se considera que el NS corresponde a hormona marcada o I* libre que quedS
atrapado pero no unido al receptor o que quedaron absorbidos, a la pared

del tubo.

Tubos de control de la radioactividad que absorben los tubos (RAT) (cuadru-
plicado}: Llevan 600 pl de soiucién amortiguadora mas 100 pl de hormona
marcada (H*) y sirven de control para la radiocactividad total; se aspiran
cuidadosamente, se cuentan de nuevo y se mantienen durante todo el procedi-

miento.

Tubos control 100% de unidén (cuadruplicado): 500 ul de solucidn amortigua~
dora mis 100 ul de receptor mds 100 yl1 de hormona marcada (H*). La hormona
fria estd ausente. Aquf el receptor tiene su mixima unidn con la hormona

marcada (H*).
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Tubos para la curva estdndar (triplicados): tubos con 400 ul de solucibn
amortiguadora mds 100 ul de hormona marcada (H*) m&s 100 ul de receptor y
100 ul de solucidn de hormona frfia con concentraciones que van de 1 ng a
3,000 ng de protefna. Este rango oscilé alredor de estas cifras, dependien

do de la concentracidn de protefna por mg de polvo que se ensaya.

6~ Los tubos problema de sueros: tubos con 1 ml de suero que se diluyen 1:2,
1:4, 1:8, 1:16, 1:32, por triplicado: 100 pl del suero original o diluido
mas 100 ul de hormona marcada (H*) mds 100 ul de receptor mis 400 ul de
solucidn amortiguadora.

7- Los tubos con polvo problemas: se pesan 100 pg y se diluye con solucidn
amortiguadora 100 pl: 1:2, 1:4, 1:8, por triplicado.

Método

La secuencia de la técnica es la siguiente:

En una charola de plastico de 33 x 38 cm se meten 2 gradillas de alambre
¢con tubos numerados y a un lado el recipiente con la solucifn amortiguadora

de TRIS-HCLI; pH 7.2.
Se procede a pipetear en el siguiente orden:

Primero la solucibn amortiguadora de TRIS-HCI; después la hormona fria, y

en seguida 1a hormona marcada y finalmente el receptor.

E1 voldmen final es de 700 ul por tubo {Tabla Ne. 3).
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4. - RESULTADOS

I, Recoleccign ¥ almacenamientg de los ovarips
I1. Obtencidn de los receptores
I11, Cuantificaciﬁn de los receptores
Iv, Purificacisn de Ta hCG
v. Electroforesis de la hcg .
VI, Radioiodacign de la hLH
VIT.

Téchica de radio-receptor




Recoleccidn y almacenamiento de los ovarios.

£l método sequido resultd adecuado y confiable puesto que no fueron de-
tectadas deficiencias o anormalidades en el material bioldgico trabaja-
i0, hasta por periodos de 6 meses.

Jbtencibn de los receptores.

de la centrifugacifn diferencial se obtuvo un precipitado de 14500 x g
(P2) mismo que fue ensayado como pasible receptor en la técnica.

In la ultracentrifugacion de 95000 x g del gradiente discontinuo se ob-
tuvieron 6 bandas, las cuales fueron localizadas en las zonas de 30% y
107 de sacarosa y una banda muy viscosa (al pareéer de sacarosa), en la
rona 50%, la cual fue denominada banda 7.

.uantificacion de proteinas de los receptores. .

.a cuantificacion de las proteinas de las 7 bandas del gradiente discon
;fnuo de 95000 x g asi como el precipitado de 14500 x g se dan en la ta

la 1 yenlagridfica No. 1.

TABLA 1
Nimero de muestras yg protefna/ml
3 900
3 1,300
3 920
3 1,952
3 790
3 1,568
3 46

6 ' ‘ 12,416
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E1 Indice de precisidn de la técnica de Hartree tuvo un coeficiente de
variacién de 4.6,

Purificacion de la hCG,

La hCG se intentd purificar por simple gel filtracidn en Sephadex G-15,
el patrdén cromatogrifico se da en la grdfica No. 2, los picos I y II se
llevan a liofilizacién y determinacién de protefnas.

En la cromatograffa de intercambio catifnico se obtuvieron 3 fracciones
(ver grifica No. 3) que se denominaron: hCG-(M-1,2 y 3. En la tabla 2,

se dan los promedios y el contenido de protefnas de cada uno de los pol

vOoS:.
TABLA 2
Columna: 2.8 x 28 ¢cm ‘ Muestra 240 mg
Palvo (clave) Rendimiento M9 PTOtéinas/mg
(mg)
hCG-CM-1 25 : 90
hCG-CM-2 15 315

hCG-CM-3 . 6 67.5

De la cromatograffa de intercambio aniGnico se obtuvieron 4 fracciones
(ver gréfica 4), que se denominaron hCG—DEAE-1,2;3 y 4; en la tabla 3,

se dan los rendimientos y los contenidos de proteinas para cada polvo.
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TABLA 3
Columna: 2.8 x 28 cm Muestra: 400 ug
Polvo (clave) Rendimiento Mg protefnas/mg
(mg)
hCG-DEAE-1 3.3 628
hCG-DEAE-2 9.5 262
hCG-DEAE-3 8.8 525
hCG-DEAE-4 71 360

Electroforesis.

La figura 4 muestra los patrones electroforéticos'de hCG original (Preg-
nyl-40) y los de sus fracciones separadas por cromatografia de intercam
bio aniénico (hCG~1,2,3 y 4},

La banda de menor movilidad, con un Rf aproximado de 0;250 y presente en
todos los geles, pero con diferente intensidad, corresponde a 1a hormona
Gtil y que en la fraccidn hCG-DEAE-3 demostrd ser la mas activa en el -
sistema de radio-receptor aqui utitizado.

Las otras bandas de mayor movilidad con Rfs entre 0.357 a 0.776 tienen

poca o ninguna actividad, puesto que cuando estuvieron presentes en ma-
yor proporcién (hCG-Pregnyl-40 y hCG-DEAE-2) no fueron capaces de des--~

plazar en el sistema a la LH marcada.

Radioiodacién de la hLH.

En la grifica No. 5 se puede observar el marcaje de una hormona hLH LER-
Y60 estindar con 1125 por método de la Cloramina-T con 63.9% de incorpo-
racion de I*, y una actividad especifica de 319.5 y un % de hormona da-

flada de 1.8%. Otras marcaciones del estdndar LER-960 tuvieron una in--
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corporacidn de 40 a 504, con actividades especificas de 200 a 250% y con

2 a 7% de hormona dahada.

Técnica del radio-receptor.

Con la metodologia ya sefalada se estudid el tiempo de incubacidn de la

técnica; las condiciones de los tres componentes del sistema: hormona

marcada (dafiada) fria (fracciones) y receptor {purificado y crudo); la
implementacidén de Va técnica y su aplicacién a la cuantificacidn de LH

en sueros humanos, .

- El tiempo de incubacidn Optimo se estudid manteniendo constantes el
pH y la temperatura sefialados en lta literatura (21).

- La necesidad de contar con una hormona no dafiada con el marcaje se
demostrd a través de todos los experimentos y en particular, con una
hormona dafada.

- La eficiencia del receptor se estudid tanto en el purificado, como
en el crudo buscando la concentracidn adecuada de proteina del mis-
mo, tituldndola con cantidades crecientes de radiocactividad.

-~ Como hormona fria se utilizaron las diferentes fracciones de una hCG
comercial obtenida con dos procedimientos de purificacign: gel-fil-
tracién (Sephadex G-15) y cromatografia de intercambio idnico (CM-
celulosa y DEAE-celulosa).

~ la estandarizacidn de la técnica comprendié la reproducibilidad, la
sensibilidad y la especificidad.

- Su aplicacidn a la clinica se demostrd con la cuantificacion de los
niveles de LH en Yos sueros de mujeres de diferentes edades.

Los resultados de la fase de estudio se sefialan a continuacion:
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En la tabla 4 se demuestra que 1a hLH se une al receptor y se estudia el
primer parametro que fue el tiempo de incubacifn con condiciones de pH y

de temperatura segin la mencionada técnica de Saxena.

TABLA 4
Titulacidn del tiempo de incubacifn con cantidades constantes del preci-
pitado de 14,500 x g (P2} (105 ug prot/100 p1); 1la temperatura de incu-
bacidon a 37°C.

Control de cuentas totales = 558,569 cpm

Tiempo de Prom. cpm unidas % prom. cpm unidos
jncubacién {triplicados) prom. cpm totales
(minutos)

10 21,369 3.8

20 25,743 : ‘ 4.61

30 27,497 4.92

40 28,605 5.12

50 . 28,366 ) 5.08

60 29,690 ’ 5.32

70 ) 29,922 5.36

80 ‘ 28,606 5.12

90 30,463 ' 5.45

100 31,031 5.56

Se observa que conforme aumenta el tiempo de incubacidn, el porcentaje
de la relacidén de 1a fraccidn unida a la total aumenta progresivamente.
Cuando estos datos se grafican se obtiene una curva de tipo hiperbdlico
{gréfica No. 6), de la cual, se selecciond el tiempo de 30 min para la

incubacion.



En la tabla 5 y griafica 7 se presentan los resultados obtenidos con una
hormona luteinizante LH-LER-960 con un % de dafio muy grande (18.07), a

diferentes concentraciones de receptor.

TABLA 5
Unidn de la hormona luteinizante LER-960 dafiada (18.07%), a cantidades
progresivamente crecientes de receptor de cpm unidas/cpm totales.
Control de cuentas totales = 95,790 cpm

Receptor = precipitado 14,500 x g (Py)

Concentracidén de Promedio de cpm % cpm unida

receptor (ug prot. de la hormona unida cpm totales
en 100 ul) .
19.4 ) 11,475 . 11.98
38.8 ¢ 12,389 12.94 .
77.6 11,221 11.72
155.2 10,927 11.46
310.4 : 11,001 11.49
602.8 11,626 12.14

Es evidente que a muy diferentes concentraciones de receptor una hormona
dafiada no se une al receptor. La uniformidad de los resultados sugiere

que la radioactividad presente puede corresponder a la absorbida-en las

paredes de los tubos y a la atrapada en la proteina.

Que corresponde a lo primero se demuestra en el siguiente experimento.en
el que se observa la receptividad de una de las bandas de 95,000 g con -
una hormona marcada con poco porcentaje de dafio.

Los resultados de la titulacion del % de receptividad de las 6 bandas de
95,000 x g se dan en la tabla 6 y se ilustran en la grdfica 8, en las -

que se compafan el contenido en proteinas por ml de dichas bandas.



TABLA 6
Titulacidn del % de receptividad de las 6 bandas de 95,000 x g

No. ug prot/100 ul C.C.T. Prom de receptividad
Banda de receptor cpm uni % prom cpm unido
(dilucidn 1:2) dos g?ﬁﬁf?%%?fB?ET
1 125 428,393 46,116 10.76
2 162 428,393 31,111 7.26
3 115 222,117 11,113 5.0
4 120.0 124,215 118,398 95%.3
5 86 222,117 12,990 5.95
6 18.7 279,881 40,343 14.41

Estos resultados se obtuvieron en diferentes experimentos y a pesar de
que no se utilizd la misma cantidad de radioactividad para cada banda,
se puede concluir que la banda 4, que ademds es la mis rica en protei-
nas, tiene la mayor receptividad que fue de 95.3%.

Sabido que la banda niimero 4 es la fraccidn "receptor”, el siguiente pa
so tue conocer la cantidad optima 8el receptor capaz de unir un buen

porcentaje dé cpm totales.
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Los resultados de la titulacion se dan en la tabla 7 y se presentan en

la grafica No. 9.

TABLA 7

Titulacién de la cantidad Gptima en proteina de receptor (B4)
para unir una concentracién constante de la hormona.
Control de cuentas totales = 124,215

Concentracidn promedio cpm unidos receptividad
de receptor % prom cpm unidos
ug prot/100 ul prom cpm totales

3.05 75,190 60.53

6.1 71,963 57.93

12.2 82,040 66.09

24.4 119,040 95.83

48.8 126,699 102.0

97.6 118,398 95.3

Los resultados de la tabla y los de la grdfica muestran que la concen-
tracion adecuada de proteina es la de 48.8 ug prot/100 p1 que did una
receptividad. de 102%.

La titulaci6n del precipitado de 14,500 x g se estudid poniendo canti-
dades crecientes de uig de prot. de receptor a una cantidad constante de

hormona marcada.

Los resultados se ven las tablas 8a, 8b y graficas 10a y 10b.



TABLA

8a

Curva de saturacidn de los sitios receptores de Py (14,500 x g)

Control de cuentas totales = 149,260

Concentracidn promedio Cpm unidos % cpm unidos
de receptor (ug) cpm totales
1245.6 12,018 8.05
2491.2 14,092 9.44
3736.8 16,082 10.77
4982.4 16,134 10.80
6268.0 18,115 12.14
TABLA 8b
Control de cuentas totales = 76,518 cpm
1245.6 6,408 8.37.
2491.2 7,858 10.27
3736.8 8,683 11.29 -
4982.4 8,792 11.49
6228 9,743 12.73

Los resultados que se observan en las tablas y sus correspondientes gri

ficas muestran una respuesta 17neal, lo que significa que los sitios re

ceptores no se han saturado y que deben cambiarse las condiciones de ex

perimento: aumentando la radioactividad y diluyendo el receptor.

Para poder titular la cantidad de hormona marcada que alcanza a saturar

los sitios receptores de este precipitado, se pusieron cantidades cre~

cientes de radioactividad a diluciones seriadas de receptor; los resul-

tados se expresan en la tabla 9 y en 1a gféfica No. 11,
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- TABLA 9
Titulacibn de los sitios receptores del precipitado de 14,500 x g

con cantidades crecientes de radipactividad

€C.C.T.= 11,005 23,010 47,640 95,740 210,495 437,620

Concentracion
de receptor
Mg en 100 pi

Zi.?g) 1,221 2,555 5,326 11,221 18,623 16,928

l??.;) 1,543 2,540 5,800 10,976 18,993 21,502

3%%.2) 1,255 2,390 6,278 11,001 20,707 20,215

622.8 1,516 2,980 6,204 11,626 25,507 27,215
(1:2)

La- tabla y la grdfica demuestran: que con 200,000 cpm se saturan los si
tios de unidn del receptor en concentracidn tén alta como la de 622 pg/
100 u1 pero no da informacidon de la concentracidn maxima de receptor sa-

turable con dicha radioactividad.

Estudio HCG. Una vez establecidos los parametros mas adecuados para la
metodologia, tanto en la banda No. 4, como en el precipitado de 14,500

X g, se estudiaron las diferentes gonadotrofinas coridnicas purificadas
en distintos soportes cromatogrdaficos, para conocer su Eapacidad de com

petencia con la *LH, por el sitio receptor del precipitado de 14,500 x g.

En la tabla No. 10 se dan 1os resultados de la competencia entre la hCG
purificada en Sephadex G-15 ~pico I y la hormona *_H-LER-960 por el re-
ceptor precipitado de 14,500 x g, los cuales se ilustran en la grdfica

No. 12.



TABLA 10
Curva de desplazamiento de 1a *hLH-LER-960 por hCG-Sephadex G-15-1
Receptor (P2): 622.8 ug prot/100 ul

C.C.T. = 134,617 cpm
100% = 13,026 cpm
N.S. = 5,640 cpm
Concentracion en ng Promedio cpm % cpm U-cpm N.S,
de hormona fria unidas cpm 1-cpm N.S.
10.9 12,919 . 98.55
21.9 12,850 97.61
43.7 ' 11,843 83.98
85.5 11,238 75.79
350 9,186 48.00
1,400 10,441 65.00
5,600 8,963 44.99

En la gréfipa se puede observar que la *hLH-LER-960 es desplazada por -
Ja hCG-Sephadex I, a pesar de que Jdos puntos no dan una recta bien defi

nida.

La fraccidn 11 del Sephadex no se estudid por tener una baja concentra
¢cidn de proteinas. Las tres fracciones de hCG obtenidas por la-croma-
tografia de intercambio cationico Carboximetil Celulosa denominadas -
hCG-CM-1, hCG-CM-2 y hCG-CM-3 se ensayaron con curvas de desplazamien-
to en el mismo sistema. Los resultados se dan en las tablas No. 11 a,

11 b, 11 ¢ y en la grdafica No. 13.



TABLA 11 a

Curva de desplazamiento de la *hLH-LER-960 por hCG-CM-1

1. Receptor {(Pp): 622.8 pg prt/100 pl
2. C.C.T. = 350,216 cpm
3. 100% = 19,828 cpm
4. N.S. = 12,523 cpm A
Concentracidn en ng Promedio cpm % cpm U-cpm N.S.
de hormona fria unidos cpm T-cpm N.S.
2.8 20,673 111.56
5.6 20,739 112.47
" 11.25 24,968 170.36
11.5 23,993 157.05
45 18,967 87.87
9 22,916 142.27
TABLA 11 b

Curva de desplazamiento de la *hLH-LER-960 por hCG-CM-2

Concentracitn en ng Promedio cpm % cpm U-cpm N.S.
de hormona fria unidos cpm T-cpm N.S. |
6.75 19,710 98.38
12.3 21,877 128.05
24.6 18,190 77.57
49,2 19,604 96.93
98.4 16,836 59,04
196 17,591 ‘ 69.38
393° 17,843 72.83
787 17,643 70.09

.51
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TABLA 11 ¢
Curva de desplazamiento de la *hLH-LER-960 por hCG-CM-3

Concentracidn en ng Promedio ¢pm % cpm U-cpm N.S.
de hormona fria unidos cpm T-cpm N.S.
2.64 19,652 97.59
5.27 19,267 92.32
10.5 18,588 83.02
21.1 17,213 65.56
42.2 15,413 39.56
84.4 15,907 46,32

168.7 14,644 : ' 29.03

De la grifica 13 se puede concluir que la hCG-(M-3 es la inica fraccidn
que desplazd a Ta *H y que tuvo una muy buena sensibilidad hasta 1.6

ng.

De la cromatografia de intercambio anidnico dietilaminoetil celulosa se
obtuvieron 4'fracciones, las cuales se ensayaron en la curva de despla-
zamiento de la *LH. Los resultados de las dos primeras fracciones ---
(hCG-DEAE-1 y 2), se dan en las tablas No. 12 a, 12 by en la grdfica
No. 14.



TABLA 12 a
Curva de desplazamiento de 1a *hLH (LER-960) con HCG-DEAE-1

—

. Receptor (Pp): 622.8 yg prot/100 pi

2. C.C.T. = 194,185 cpm
3. 100% = 26,330 cpm
4, N.S. = 4,995 cpm
Concentracion en ng Promedio cpm % cpm U-cpm N.S.
de hormona fria unidos cpm T-cpm N.S.
6.7 20,711 73.66
. 13.4 13,224 38.57
26.7 11,962 32.65
53.5 7,807 13.18
107 6,497 7.04
315 7,417 11.35
TABLA 12 b

Curva de desplazamiento de la *hLH-{LER~960) con HCG-DEAE-2

1. Receptor (P2): 622.8 ug prot/100 ul
2. C.C.T. = 194,185 cpm
3. 100% = 26,330 cpm
4. N.S. = 17,435 cpm
Concentracidn en ng Promedio cpm % cpm U-cpm N.S.
de hormona fria unidos cpm T-cpm N.S.
4.1 21,480 45,57
8.2 23,622 65.54
16.4 21,431 44,92
33 22,541 47.40
65 23,122 . ‘ 63.93
131 24,239 . ' 76.49
262 23,046 63.08

524 - 25,658 : 92.45

.53



En la grafica No. 14 se observa que la hCG-DEAE-1, es la fraccidn que

desplaza y tiene una sensibilidad en este caso de 6.7 ng.

Los resultados de las fracciones 3 y 4 se dan en las tablas No. 13 a,

13 b y en 1a gréfica No. 15.

TABLA 13 a
Curva de desplazamiento de 1a *hLH-LER-960 por hCG-DEAE-3
1. Receptor (Pz): 622.8 ug prot/100 p1

2. C.C.T.. = 268,067 cpm
3. 100% = 25,235 cpm
. 4. N.S. = 4,134 cpm
Concentracidn en ng Promedio cpm % cpm U-cpm .S,
de 1a hormona frfa unidos cpm T~cpm N.S.
33.6 21,620 82.86-
67.2 20,695 78.48
134.3 . 19,195 71.38
268.7 15,008 51.53
537.0 11,664 35.68
1075.0 7,857 17.64
3150.0 ° ) 6,590 11.64 -
6300.0 5,952 8.16

12600.0 4,987 4.04
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TABLA 13 b

Curva de desplazamiento de la *hLH-LER-960 por hCG-DEAE-4

1. Receptor (P2): 622.8 pg prot/100 ul
2. C.C.T. = 268,067 cpm
3. 100% = 25,235 cpm
4. N.S. = 13,679 cpm
Concentracidn en ng Promedio cpm . % cpm U-cpm N.S.
de la hormona fria unidos cpm T-cpm N.S.
50.5 24,873 ) 96.87
101.0 24,100 90.18
202.5 24,365 92.47
405.0 23,235 82.69
810.0 19,889 - 53.73
1620.0 19,500 50:37
3240.0 14,997 11.40

En la grafica No. 15 se observa que ambas fracciones de la DEAE-IIT y

IV tienen desplazamiento pero 1a potencia de la hCG-DEAE-III es mayor

y tiene linearidad desde 30 hasta los 12,600 ng en este caso.

Para estudiar la reproducibilidad del desplazamiento de las fracciones

hCG-DEAE-1 y hCG-DEAE-3 se ensayaron ambas en otros experimentos, cuyos

resultados se muestran en las tablas 14 a, 14 b y en la grdfica No. 16.



TABLA 14 a

Curva de desplazamiento de la hLH (*LER-960) por hCG-DEAE-1

1.

Receptor (P2): 622.8 ug prot/100 ul

2. C.C.T. = 294,992 cpm
3. 100% = 10,914 cpm
4. N.S. = 6,104 cpm
Concentracidn en ng Promedio cpm % cpm U-cpm N.S.
de hormona fria unidos cpm T-cpm N.S.
6.7 9,463 69.84
13.4 8,497 49.75
26.3 8,519 _ 50.21
53.6 8,912 58.38
107.2 7,111 20.94
216.4 7,432 27.61
857.6 7,305 24.97
1715,2 6,554 9.36
TABLA 14 b

Curva de desplazamiento de 1a hLH (*LER-960) por hCG-DEAE-3

1. Receptor (P2): 622.8 ug prot/100 ul
2. C.C.T. = 294,992 cpm
3. 100% = 10,914 cpm
4, N.S. = 5,987 cpm
Concentracion en ng Promedio cpm % cpm U-cpm N.S.
de hormona fria unidos cpm T-cpm N.S.
12.3 9,952 80.42
24.6 9,782 77.02
49.2 9,773 76.84
98.4 9,438 70.04
196.8 9,083 62.83
393.7 8,275 46.44
787.5 - 7,144 : 23.48
1675.0 6,668 . 13.82

.56
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Aunque se conserva la tendencia a la linearidad, no se obtuvo la repro-

ducibilidad esperada, que si estuvo presente en subsecuentes experimen-

tos.

De la grifica 16 se puede observar que aunque la hCG-DEAE-1 es mds po-

tente, presenta una mayor heterogeneidad en las respuestas y que tal

vez, requiera de otros pasos de purificacion.

Para la hCG-DEAE-3 se observa que es mas reproducible, tiene mejor 1i-

nearidad y que en este experimento mostré una sensibilidad de 12.3 ng.

La tabla 15 y la grafica 17 demuestran que la técnica es sensible hasta

para 3.05 ng por ml.

TABLA 15

Curva estdndar de la hCG-DEAE-3 LH-*LER-960 y

cuantificacion de los diferentes sueros problemas *

1.
2. C.C.T. = 291,237 cpm
3. 100% = 39,401 cpm
- 4, N.S, = 20,380 cpm
Concentracion en ng Promedio cpm
de hormona fria unidos
3.05 38,237
6.1 35,915
12.3 35,493
24.6 34,748
49,2 31,713
98.4 32,864
196.8 28,108
395.7 25,669
787.0 27,238
3150.0 23,095

%

Receptor (P2): 622.8 ug prot/100 pl

cpm U-cpm N.S.

cpm T-cpm
93.88
81.67
79.45
75.54
59,58
65.63
40.63
2L81
36.05
14.27

=2l
wnn
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Que la técnica es Gtil para problemas c¢lfnicos, se demuestra con los da
tos de la tabla 16 en 1a que son evidentes las diferencias de los nive-
les de LH en los sueros de mujeres a diferentes edades. Estos mismos

datos estdn contenidos en la grdfica 17.

TABLA 17

Suero problema Promedio cpm % cpm U-cpm N.S. Factor de Concentracidn

{dilucién) unidos cpm T-cpm N.S dilucidn en ng x ml
Post-menopdusica

{1:4) 32,767 65.12 X4 212

(1:8) 34,798 75.80 - X8 208

£

Mujer normal

(1:2) 35,401 78.97 X2 36
Nina

(1:2) 35,753 84.82 X2 19

Finalmente el siguiente experimento consistid en cuantificar la actividad
bioldgica de polvos denominados SPM-CM-2 y SPM-CM-3 purificados con inter-

cambiador catidnico.
los resultados se dan en la tabla No. 17 y en la grdfica No. 18.

TABLA 17
Curva de desplazamiento en el sistema estudiado

1. Receptor: 622.8 ug prot/100 ul

2, CCT.= 135.225 c.p.m.
3. 100% = 10.176 c.p.m. |
4. N.S. =  5.982 c.p.m. o
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Concentracidn en Promedio cpm cpm U « cpm N.S.
ng de hormona frfa unido cpm T - cpm N.S.
3.8 10,113 90.23
7.7 9,843 84. 34
15.3 9,471 76.21
30.7 9,214 70.59
123.0 9,259 71.58
246.0 8,950 64.83
442.0 7,986 43.77
984.0 7,585 35.01
1968.0 7,159 25.70
3937.0 7,022 22.71

Los polvos SPM-CM-2 y 3 se ensayaron en dosis de 1262 ug a 19,72 ug de
diluciones seriadas, para el primer polvo y de 1,12 ug a 17.37 ug, sin
observarse desplazamiento aparente en la curva estandar {ver grdfica

No. 18).

Con 1o observado en la gridfica,se demuestra que el sistema empleado si-
gue siendo reproducible y que es aplicable a2 la cuantificacion de.pol-

vos problema que se purifican en este laboratorio.
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§- DISCUSION DE RESULTADOS
Recoleccifin y almacenamiento de los ovarios
Obtencién de los receptores
Cuantificacidn de los receptores
Pur%ficacién de la hCG
Electroforesis de 1a hCG
Radioiodacibn de 1a hiH

Técnica de radio-receptor
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En el presente trabajo se estudiaron las condiciones que se requieren en el siste-
ma de radioreceptor de hCG y hLH a virtud de la importancia de su cuantificacion
en estados fisiol6gicos normales,asi como,en alteraciones clinicas en que estas
hormonas se producen. Ya que este método es capaz de sustituir con amplias ven-
tajas al bioensayo cualitativo de a hiperhemia ovdrica (3) y a los inmuncensa-

yos tradicionales.

A continuacidn se analizan los resultados de cada una de las técnicas empleadas

para el desarrollo de la cuantificacion de hCG por radioreceptor.

I- Recoleccidn y almacenamiento del tejido.

El1 método que se siguid para la recoleccidn, almacenamiento y posterior conserva-
cidn del tejido ovdrico, es adecuado y confiable ya que en las alfcuotas de re-
ceptores, utilizadas hasta seis meses después de procesadas, no se detect6 pér-
dida sustancial en su capacidad de reconocimiento a la hormona lo que esta de

acuerdo con lo reportado por Saxena (21), Richards (25) y Scaglia (80).

- I1- Obtencidn de los receptores.

Del esquema de centrifugacidn diferencial reportado por Saxena (21), el cual se
tomd como base para la obtencidn de los receptores, se encontrd que 1a banda ni-
mero 4 es la que corresponde a la fraccidn membranal con mayor concentracidn de
receptores, que se comprueba con el subsiguiente estudio de cuantificacion de

proteinas y efecto de receptividad mostrado hacia 1a hlLH marcada. Este dato no

estd reportado en la literatura consultada.

Este mismo estudio se realizd para una fraccidon de membranas con mayor contami-

nacidn como lo es el precipitado de 14,500 x g (PZ) el cual presentd de acuerdo
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a lo esperado un porcentaje de receptividad menor que la banda 4, (esto se discute
en la parte de estudio de 1a técnica). Dicho P2 tiene la ventaja de obtenerse mas
facilmente por lo que su aplicacidn en laboratorios de rutina resultarfa prdctica.
Como subsecuentes estudios a realizar,se propone el calificar la pureza de las

fracciones bajo el criterio de la microscopia electrdnica, para establecer de ma-

nera definitiva el tipo y cantidad de contaminantes posible.
I1I- Cuantificacidn de protefinas.

La técnica de Lowry-Hartree {87) que se utiliz0 para la cuantificacién de protei-
nas de las_bandas de la centrifugacion de tejido ovdrico y las diferentes fraccio
nes de hCG purificadas, demostrd ser altamente reproducible y confiable a través

del tiempo en que se utilizé como prueba de rutina en este laboratorio.
Iv- Purificacion de la hCG. ' .

El perfil de elucidn cromatogrdfice de la hCG por gel filtracion en Sephadex G-15
(cuyo 1imite de exclusidn es de 1,500 de P.M.) resultd el esperado, ya que la pro
tefna eluy6 en el pico I (hCG-Seph-1) dentro del volumen externo de 1a columna
(4.5 m1),el cual,salié perfectamente separado del segundo pico (hCG-Seph-11) en el
que tedricamente se retuvieron moléculas de menor P.M., posiblemente conservadores,
sales, o algunos fragmentos pequefios de proteinas. La ausencia de linearidad en
1a respuesta que presentd esta fraccion al intentar desplazar 1a hLH marcada uni-
da al receptor, posiblemente se debe a la presencia de moléculas contaminantes que
de alguna manera afectaron esta capacidad. Este efecto sugirid el empleo de otros

métodos de purificacidn.

EY patrdn cromatografico obtenido de la purificacidn de la hCG por carboxi-metil

celulosa no fue el esperado,ya que,la fraccion activa hCG-CM-3 (pico 4, ver grafi-



ca No. 3) eluyd al final de la secuencia de amortiguadores, comportdndose como una
malécula con alta afinidad por la matriz negativa. Segin Saxena {2) su pl es de
4.5 por lo tanto, al disolverse en el primer eluyente de pH 5.5 la carga neta de
esta proteina debid ser ligeramente negativa y por 10 tanto, no fijarse a la re-
sina, sin embargo, las 2 primeras fracciones que eluyeron hCG-CM-1 (pico 1) y
hCG-CM-2 (pico 2) no mostraron competencia con la hLH radioiodada en la tdcnica.
Graesslin (11) reporta que una hCG desialilatada tiene un pI de 9.5. Una hCG con
estas caracteristicas se supone que exhibiria un comportamiento similar a la nues-
tra, al someterse a la accion de este intercambiador. No podemos descartar que

posibles cambios en la estructura terciaria de esta proteina modificaron su pl.

E1 perfil de elucion en DEAE-celulosa mostrd aspectos interesantes que deben ana-

lizarse:

La fraccion importante no salidé al pH esperado ( pH 4cido 3 a 4.5.). Al pH mas
acido (2.5) eluyd una fraccién con poca actividad (hCG-DEAE-4). La fraccidon ob-
tenida a pH de 9.5 (hCG-DEAE-1) mostré la mayor capacidad de desplazamiento en el
sistema de radioreceptor. La hCG-DEAE-3 (eluyé a pH 6.8) mostrd una capacidad de
desplazamiento ligeramente menor que la anterior aunque mayor linearidad en el
sistema. E1 patron cromatografico fue reproducible, lo que valida las anterio-

res observaciones. De este analisis se concluyd que la fraccidn util que debia
aplicarse a la técnica era la hCG-DEAE-3 que presenta caracteristicas similares a
la fraccidn purificada por Mori (7). Lo anterior condujo a pensar en la existencia
de heterogeneidad estructural en 1a hCG lo que se demostrd al hacer el estudio elec-
troforético. Mayor informacion sobre la posible heterogeneidad de la hCG se puede
obtener por estudios de P.M. con técnicas analiticas en gel filtracién (sephadex

6:100), o en sistemas electrofordticos con S.D.S. (sodio-dodecil-sulfato) y deter
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minacifn del pI por técnicas de isoelectroenfoque.
V- Electroforesis.

La hCG comercial exhibid 2 bandas, la mds catédica (Rf= 0.22) parece corresponder

a la nativa como lo han reportado Mori (7), Canfield (9) y Donini (18).

Durante el proceso de purificacidn, los diferentes productos gque se obtuvieron de
1a DEAE celulosa mostraron diversas bandas (ver Grdaf. No. 4). La hCG-DEAE-1 y
DEAE-3 tuvieron en comin en sus electroforetogramas una banda con valores de Rf
cercanos, intensamente tefiida que no se encontr§ en la fraccidn incapaz de unirse
al receptor (nhCG-DEAE-2). En .la hCG-DEAE-4 debid encontrarse presente en muy baja
concentracién, La proporcidn de proteina en la banda de estos tres patrones estd
de acuerdo con la capacidad de desplazamiento de cada una de ellas. La diversidad
de bandas en los electroforetogramas de las fracciones que se unieron al receptor,
confirman la composicidn heterogénea que ha sido ya demostrado para otras hormo-
nas {91), con esta misma técnica. Hasta el momento estas observaciones no han

sido reportadas. .
VI- Marcacion de th.

Los perfiles de elusién resultaron los esperados al separar la }25I-hLH del yodo
1ibre. La eficiencia y actividad especifica estuvieron dentro de los 1fmites
asignados; sin'embargo, estos pardametros fueron altos con respecto a 1o reportado
por Saxena (21), Dufau (76), Scaglia (80). Estos valores no fueron un obstaculo

para el adecuado funcionamiento de la técnica.
VI- Técnica de radioreceptor.

En datos reportados por Saxena (21), las condiciones dptimas de unidn de la *2%I-hLH



con el receptor son: pH 7.0, 37°C. En cuanto al tiempo de incubacién 30 minutos
fueron suficientes para alcanzar la saturacifn del receptor. Este valor es seme-

jante al reportado por Scaglia (80).

£1 95% de receptividad a la hLH marcada mostrado por la banda 4 (grifica No. 8)
no dej6é lugar a dudas de que contiene el mayor nimero de receptores y su capaci-
dad de saturacién se realizé de acuerdo con lo reportado por otros autores (21,

25, 64).

La saturacidon de sitios de unidn de los receptores del P2 con aproximadamente
2 ng de 125]-hLH 6 200,000 c.p.m. demostré un comportamiento andlogo al de la
fraccion membranal altamente purificada (banda 4), como sefiala Scaglia en sus

trabajos (80).

Una observacion importante en este trabajo es sefialar que la hlH modificada signi-
ficativamente por efectos de la marcacidn ya no es reconocida ni unida por su re-

ceptor (grafica No. 7).

La hCG-Seph-I fue capaz de unirse al receptor y desplazar a la hLH marcada pero su
comportamiento 1evado a graficacion Logit~Log mostrd variabilidad con puntos so-
brepuestos, 1o cual se explica por la utilizacion de un producto parcialmente puri-

ficado (ver Tabla 4). No obstante, el rango Gtil fue de 10 a 350 ng.

En cambio la hCG-CM-3 en su capacidad de desplazamiento, linearidad, pendiente y
sensibilidad fueron adecuados, sin embargo, este experimento no fue reproducible

probablemente por errores técnicos o bien por modificaciones de la hormona.

Las distintas fracciones eluidas de 1a DEAE-celulosa mostraron diferente capacidad
de desplazamiento de la 125I-hLH. Entre ellas la hCG-DEAE-3 diélpatrones de des~

plazamiento adecuados con una sensibiiidad de 3 ng. Esta cantidad es superior que



la reportada en otros .trabajos que utilizan fracciones membranales altamente puri-
ficadas (21, 80). Sin embargo, ésto no limita la utilidad de esta metodologia pa-
ra que su aplicacidon a la clinica, ya que el valor promedio en la fase folicular
de hLH es de aproximadamente 3 ng y por lo tanto, al incrementarse esta hormona o
la hCG al inicio del embarazo se hace mds evidente su confiabilidad y practicabi-

lidad; similarmente esto ocurre en muchos casos con procesos patoldgicos.

Finalmente,quedG demostrada que esta técnica puede determinar la actividad biol6-

gica de hCG o hLH de polvos que en este laboratorio se purifican.
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6- RESUMEN Y CONCLUSIONES

Las hormonas protéicas son substancias que se producen por gléndulas endécrinas,
se encuentran en muy bajas concentraciones en la sangre y juegan un papel de vi-

tal importancia para la regulacion metab6lica y la conducta del hombre.

Para su cuantificacidn se han desarrollado metodologfas tales como el radioinmu-
noandlisis (RIA) y radioreceptor, los cuales determinan la actividad inmunolégi-

ca y bioldgica respectivamente.

Con el fin de obtener un método sensible, rdpido, reproducib]e y confiable se
desarrol16 la metodologia del radioreceptor que sustituyera al bioensayo de

hCG (3).

Tanto la banda 4 del gradiente discontinuo de 95,000 x g como el ﬁrecipitado de

14,500 x g proporcionaron un receptor con las caracterfsticas deseadas.

Para el proceso de purificacidon de la hormona se utilizé cromatografia en gel
filtracion, por intercambio idnico en carboxi-metil celulosa y en dietil-amino-
etil celulosa encontrdndose que esta {i1tima proporciond fracciones Gtiles que
dieron respuestas reproducibles en el sistema. Sin embargo debe mencionarse

que los electroforetogramas sugieren la presencia de formas heterogéneas de hCG
en dichas fracciones, ademds de requerir otra etapa de purificacién que posible-

mente aumentaria la sensibilidad del sistema.

Para el adecuado desarrollo del sistema ademds de requerir hormonas purificadas
se debe garantizar que el proceso de la radio-iodacidn de las mismas no las modi-
fique sustancialmente, de tal forma que exista un nivel de competencia similar

con l1a hormona nativa por el sitio receptor.
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Con el presente trabajo quedé concluida l1a fase de estudio de la técnica, que en
nuestro laboratorio detectd hasta 3 ng de hCG o hLH quedando pendiente para estu-

dios subsecuentes la estandarizacion y aplicacion de la misma.



Tabla tlo. 1- Alyunas propiedides fisicoquinicas y métodos de purlficacion de la hCG

AUTOR ARD ORIGEN DE METODO DE P.M. pl PORCIENTO DE  ACTIVIDAD OTRAS
hCG PURIFICACION CARBOHIDRATOS ~ BIOLOGICA CARACTERISTICAS
{u.1/mg) .
Van Hell y orina de orina +adsorbente Patrén elecro-
Goverde 1968 embarazada + precipitacion . 31,000 25 18,800 forético con
(4,5) normal etandlica miltiples ban-
+ C.M-Sephadex das
+ Sephadex G-100
8ahl (6) 1969 Preparacién DEAE-Sephadex
| comercial + Sephadex G-100 3.2 12,000
g Mord (7 1970 Preparacidn Sephadex G-100 + 37,700 Afinidad 29.4 12,800
’ comercial DEAE-celulosa catbdica
4 Morgan y Preparacibn SE-Sephadex 48,000 2.95 30 13,000 o= 18,000
! Canfield 1971 comercial + Bio-gel a a g+ 30,000
. {8,9) + DEAE-Sephadex 36,000 15,000
! Van Hall y Preparacibn DEAE-celulosa 13,500
' Vai?ukaitls 1971 comercial + C.M-Sephadex
10)
{
Graesslin 1973 Preparacitn €. M-Sephadex 50,000 Rangos de o= 18,000
(1) comercial + Sephadex G-100 3.8 -5.4 8= 31,000
| hCG-asialo 6 Isohormonas
» 9.5 por electro-
enfoque
h
Merz (12) 19724 Preparacidn SP-Sephadex C-50 56,000 Rangos de a= 21,500
comercial DEAE-Sephadex 4.0-5.2 g= 34,500
Sephadex G-150
fein y Extracto Sephadex G-100 38,000 30 a* 15,000
Rosen (13) 1980 placentarfo en ambos casos 8= 23,000
y suero de
embarazada
Nishimura y orina de orina +adsorbente 48,000 7,000 hCG de coriocar
Tojo (14) 1981 embarazada + precipitacién cinoma (act.
norral, con etanélica biol. 400 U.1/
mola hida- + DEAE-celulosa mq) no se detec
tidiforme + Sephadex G-100 taron carbohi-

¥ con corio-
carcinom

dratos




AUTOR

Ascheim y
Zondek
(1927,
Friedman
(1929)
Kupperman
(1943)
Galli-Mainini
(1947)

Brody y

Carlstrom
(1960)

(1960)
Wide
(1969)

Kosasa
(1974)

Saxena
(1974)

TIPO pp PRUIPA

Bioensayo

Bioensayo
Bioensayo

Eioensayo

Inmunoensayo

Inmunoensayo

Radioinmng.
ensayo

Radioinmgno—
ensayo

Ensayo de
t‘adiorecep—
tor

FORMAS Dy DETECCION

Luteinizacién €n ovario
de ratons,

Ovulacidn en coneja

Hiper*hem;‘a €n ovario de
rata,

Eyaculacign de espenpag
€n anfibjo,

Partfculas de latex ep
Placa,

inhibicign de la hemo-
aglutinacign,

Competencia con 1251~h(13
inmunoreactiva por antji-
cuerpos especificos,
Competencia con!? 5I-hC'G
inrmmoreactiva por antj-
Cuerpos especificos,
Competencia con 1251-}103
biologicamente activa -
POr' un receptop especi-
fico,

TABLA Ho, 2 Descm'pcién de variag Pruebas de embarazo,

DURACTON

5 dias

48 horas
2 horas
2 horas

2 minutos
2 horas
24 horas
24 horag

1 hora .

DIA DE pETy
PUES DL 14

25

25

25

25

25

25

——

CCION Drg-
OVULACION,

————

SE REALIZA EN ...

orina

orina
oring
oring

oring

o

orina
Suero
Suerc

Suero

Suero







Tabla No 4.Cuedro comparativo de las principales coracterlsticas

que presenfan las fracciones de hCG obtenidas en este trabgjo.

Clave de la hormonapurif.  Actlvidad biol.*Linearidad. Sensibilildad Reproducibilidad.

en el ensayo. {en ng).
hCG-Seph-G-15-T, Si No. 10 Sl
hCG=CM=1, No —_— —_—
hCG-CM- 2. No e — —_—
hCG-CM-3. Si si 1.6 No.
hCG-DEAE=1. si No 6.7 Si
hCG-DEAE-2. No —_ —_ —_
hCG-DEAE-3 Si si ‘ 3.05 .St

hCG-DEAE-4 Y No 50.5 Si
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Figurano?

Esquema de Ja centrifugacibn diferencial para la obtencién de los receptores .

Cuerpo luteo bovino.ller. trimestre),

Homogenizacibn.(lOvoldeTris-HC! IOmMpH 7.8).

Centrifugacidén(680xg, 20 minl.

[
P . -‘3'1

Centrifugacidn(14500xg 60min)

r |
P2 Sz

|
0).- Resuspender en Tris-HCI (10 mM pH 7.8).

b)-Llievar o grodiente de densidad discontinvo de
sacarosa S50%, 40% y 30% .

c)-Centrifugaciébn(95000xg 120 min.)

Alicvotar y congelarias bandasa -40°C.



Figurano 3.

.Esquema de loradio-iodacién de ia hLH (M&todo cloramina-T.).

2.5u9. deproteinathLH) en25ul de solucién amortiguadore de
fosfatos 0.05M. pH 7. 5.

|
Agitacién (10 seg.)
10ul de Nal’25en_soluclt5n amortiguadoro de fosfatos 0.05MpH7.5.

Agitacidn(10 segl.

T5ug de cloramino-T. (15mg en 3ml de sol.amortiguodora de
fosfatos 0.05M pH 7.5). I5ul.

i
Agitacidn (60 seg.).

|

150 ug de metabisultito de sodio. (I5mgen l.5ml desol. amor-
tiguadora de fosfatos 0.0SMpH 7.51. 15ul,

{
Agitacién (30 seg.).
Columno decelulosa Whatmon CF -1 aprox.1.Ox 1.5 cm,

l

ler eluyente: Sol.amortiguadoragde fosfafos O.05SMpH 7. 5:
Determinar las c.p.m. de una allcuota de 100yl para los 6 prime—
ros tubos(con vol. de 5mi cada uno). Donde sale el ™I, libre .

20.eluyente: Suero normal humano:Determinar lasc.p.m. de una

alicuoto de 100 ul para los 6 siguientes tubos (convol.de Iml -
cadqg uno). Donde sale ia hormona marcada.

|

"Contor el tubo de reaccidn y la columna.



Figura No. 4.
PATRONES ELECTROFORETICOS DE DIFERENTES FRACCIONES DE hCG

PATRON ELECTROFORETICO ‘ CLAVE ACTIVIDAD
@ a hCG — Pregnyl-40 no activa
Ry 220 582
}
o 1T 7T hCG-DEAE—1  activa
Rf= .ZG'T ,48‘3 .583
@ | j}‘ hCG-DEAE—2  noactiva
Rtz .184 .357 510 %
i
® RN hCG-DEAE~3 activa

T 11 T
Ryz 213252339 .553 176

!

3

hCG—-DEAE—-4 poco activa

©

]
Ry 0.301
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Grdfico no. l.
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Grdfica No. 2,

. / Soporte cromatogrdfico: Sephadex G-15,

o3l / ‘ Muestra: hCG(Pregnyi) 80 mg.

. 471.3p9.Prot./m. Dimensiones de 1a cojumnq: 12 x1.5 em,

Volumen totgl = 21.21mi.

S51.1449.Prot./m : Volumen de exclusién = 4, Sml.
.o Volumen Interno = 0:9 my. R
0.2 Volumen de lo matriz = 15.8Im1,

Temperatura = 4.
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Grafico no. 3.
D,0, Soporte cromatogrdfico: Carboximeti] celulosa (28 x2.75¢m.)

Muestra=hCG (Pregnyl) 240 mg.

.

15 Solucién amortiguadora Rendimiento.  Conc.de prot, x mg depolvo.
lo. Acetato de amonio 0.004 M. pH 5.5 35 mg 90 ug,
20.Acetotode amonio 1,0 M. pH 6.8 15 mg ‘ 315 ug,
3a.Acetatode amonlo |, O M. pH 8.6 —_—
4a.Hidréxidode sodio 0.1 N pH 2.0 36mg 67.5 ug.

o 50 Agua pH 5.5 —_—

- 6a.Acido clorhfdrico 0.1 N pH 2.5 _— —
Sk : . ‘ SRR : ' o ) ‘




lo. 2a 3a. ) 4a, N 5a. . 6a. .

0.0 Grédfica no. 4,
e Soporte cromatogréfico: Dietilaminoetilcelulosa ( 28x 2,75),

. Muestra:hCGlPregnyl)_4OO mg,
1,51, . .
' Solucidn amortiguadora Rendimiento Conc.de prot.x mg de poivo.

lo. Glicina 0.1 M pH 9.5 3,3mg 628 ug

20. Acetatode amonio LOM'pH 6.8 B8.8my 525 ug
9.5mg 262 i)

'Ja.Acetato de amonio l.oM pH 5.5

1.0p
, : 40.Acido clorhfdrico 0.1 N PH 2.5 7i.0mg 360 ug
Ja. Agua —— pH 8.5 —
6a.lidréxido de sodio O M pH 12,0 —




tubo (mL) (100uN horm* danada.
! 5 392,462
2 P04 16,052
3 " 8299
4 " 6063
5 5116
6 4399 43249
.7 1 23087 50
8 S.NH559513 ! 460 /1.8
9 " N3615 300 0.8
o * 31124 80
no 19828 50
12 " 18 347 765514 50

BANCO DE HORMONAS PROTEICAS,
Hormona: LER- 960. MNg: 2.0.
Sol.omort: Fosfatos. PH: 7.5
Iodo: 125 (10.u1), mCi: 1,0
Clora-T: 25 y, MNg:T5,
Meta-Na.: 25y Mg:150

Hormona Gtil: fracclones 8y9,

Radloactividad total: 1 198 005 c.p.0.I' (100 u!),
Columna:Celulosa Whatman CF-1f (], Smli),

“ eficlencia: 63.90
Actividad especrtica: 319.5uCl/ug.

No.de Vol cp.0.1' Cuentas ng.de de horm»

C.T=1193005

Radio-
actly,

¢.p.0,I"

300

250L

200/

150

100}-

S0k

Grdfica No. 5. ' ; 559513

Fecha: Agosto-30-78.




Receptividad Grdtica no. 6.

(% U/T) - Titulaci6n del tiempo 6ptimo de lncubacl6nparalof»e:cnlca.




Receptividad. Grafico no. 7.

(% U/T). Receptividad delprecipitado de 14500 (P 2)por una hormona marcada daiada.




Grdfica no. 8.

1paracidn en. e receptividady concentracidn de profeinas de las bandas de 95000xyg.

eceptividad -

(s U/ T)

gdeprot./ml;
x103),
B-1{ B-2 g8-3

No.de banda (95000 xg).

B-6

B-7

No. de bonda (95 000xa)
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(ZeU/T).

Grdfico no. 9.

Curva de saturacién delos sitios receptivos de B 4.

25

50 76
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F (Yo U/T).

Receptividad Grdficano.l10a0.

Curva de saturacion de los sitios receptivos de P,. (C.C.T.=1490260c¢.pm.),




15¢

Receptividod (/e U/ T).

Grdfica no.100b.

Curva de saturacidn delossitios receptivosde P,. (C.C.T.= 785/8¢cp.m.).




30

Receptividad:

(c.p.m. unidas x IOS).

Grdfica no. 11,

Curvas de saturacién de los sitios receptivos de

P2.
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Determinaclén de laactividad blolégica de algunos polvos problema.
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