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1- INTROOUCCION 

- LA GONADOTROFINA CORIONICA HUMANA 

A) Antecedentes históricos y cientfficos. 

La gonadotrofina coriónica humana (hCG) es una glicoprotefna que es producida por el 

tejido placentario, específicamente por el sincitiotrofoblasto (1), que puede detec­

tarse y medirse en suero y orina de mujeres embarazadas. 

Ya en 1905 Halban (1,2) señaló que debía existir una substancia o substancias de 

origen placentario causante de los cambios característicos del organismo materno 

durante el embarazo. 

En 1913 Aschner (2,3) describió la hiperhernia ovárica, la formación del cuerpo 

lúteo y el estro de las cobayas vírgenes tratadas con extractos placentarios 

humanos; el descubrimiento de la hCG se atribuye tradicionalmente a Aschheirn 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 vírgenes causaba el cre­

cimiento ovárico y formación del cuerpo amarillo; así, establecieron que la me­

dida de esta hormona debía ser la 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 fí­

sico-químicas de esta glicoproteína: como el peso molecular (P.M.), punto iso­

eléctrico (pl),·subunidades que la integran, secuencia de aminoácidos, contenido 

y composición de carbohidratos, así como su posición en la cadena polipeptídica, 

etc. Algunos de los resultados de estos estudios se muestran en la Tabla l; corno 

puede observ~rse, los datos son heterogéneos, ~o que algunos autores lo atribuyen 

princfp~lmente a que las fracciones de hCG purificadas en sus laboratorios conti~ 

~en diferentes cantidades de carbohidratos y que como consecuencia de ésto, el 
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patr6n cromatográfico, electroforético y la actividad biológica se alteran. 

Actualmente se acepta que la hCG tiene un P.M. de 36,700 a 38,000 (2, 13), que su 

pI es de 4.5 y que contiene de 30 a 33% de carbohidratos (2, 6, 10); que está fo!. 

mada de dos subunidades (6, 15-18) denominadas~ (alfa) y e {beta), que no están 

covalentemente unidas (2} y que por sí solas no presentan actividad biológica 

(8, 17, 18}. La alfa tiene 92 aminoácidos y la beta tiene 145; sus P.M. van de 

14,500 a 15,000 y 22,000 a 23,000 respectivamente (2, 13}; además, ya se conoce 

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

Las funciones que se le han atribufdo a la hormona en el organismo son: 

- Rescatar y mantener el cuerpo amarillo en el periodo de peri-implantación 

{1, 2, 19, 20) alrededor del dfa 8 al 10 después de la ovulación y también 

se ha informado que en otras especies hay otra molécula similar a la hCG 

("hCG-like") que se produce en el microvilli de la mórula misma. Cuando 

se produce en concentraciones por debajo del nivel normal generalmente se 

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

·-Tiene una acción sinérgica con la prolactina, el estradiol y la progesterona 

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

- Estimula la síntesis de andrógenos testiculares fetales y la proliferación de 

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

- Está 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 ademá.s de producirse en el sincitio­

trofoblasto se detecta en células neoplásicas como los adenocarcinomas, hepa-
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tomas, en carcinomas ováricos 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 biológica sobre los órganos blanco 

característicos es despreciable o nula (2, 4, S, 11, 13, 19). 

- Se le conocen funciones homólogas 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

toci stos de animales antes de la nidación, en ratona, rata y coneja (2, 20), 

aunque no se sabe que funció.n tiene en esas estructuras. 

B) Métodos de obtención y purificación. 

. 
Se le ha obtenido a partir de orina de mujeres embarazadas (4, S, 30, 31) en el 

primer trimestre del embarazo; de preparaciones comerciales poco parificadas (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 obtención de ·hCG a partir de orina se basan de manera general en 

la separación de pigmentos y sales con un sistema de kaolín con una solución al­

calina. El producto es acidificado y se liofiliza (30). El polvo se redisuelve 

en una solución amortiguadora y a partir de aqu1 son variables los pasos de puri­

ficación subsecuentes (ver Tablal) ya que, mientras algunos autores llevan dicho 

polvo a una gel filtración (7) y después a un intercambio iónico (aniónico o ca­

tiónico) 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 purificación (6-12). 

Si el origen es el tejido placentario nonnal o patológico (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 filtración 

en gasas y la suspensión se centrifuga para poder eliminar células y fragmentos ce­

lulares grandes. El sobrenadante se lleva a los pasos de purificación de cromato­

graffa en gel o de intercambio iónico ya descritos. 

C) Métodos de detección y cuantificación. 

Las diferentes fracciones eluidas de la cromatograffa en gel o de intercambio ióni­

co ya liofilizadas se pesan para determinar sus rendimientos en polvo y se someten 

a métodos de cuantificaci6n de protetnas para conocer la concentra-ci6n de µg de 

protefna por mg de polvo. 

La siguiente etapa· que las hormonas deben pasar en su caracterización es la valo-. 
ración de su capacidad inmunogénica (capacidad de una molécula de producir anti-

cuerpos en un organismo); su actividad inmunológica, en la que la honnona se cuan­

tifica por medio de técnicas inmunológicas in vitro ya estandarizadas (35) y su 

actividad biológica practicando bioensayos en animales de laboratorio; estos pue­

den ser cualitativos (hiperhemia ovárica en ratona inmadura; o la expulsión de 

espermatozoides· en anfibio) (I, 36) o cuantitativos, que generalmente se basan 

en el aumento del tamaño en: ovario, útero, vesículas seminales, o próstata en 

ratas inmaduras o hipofisectomizadas {I, 3, 36). La cuantificación depende de 

la aplicación de las dosis útiles de la hormona.problema, cuyas respuestas se 

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



.6 

reciben dosis equivalentes o similares de una hormona estándar, ya sea interna­

cional o de referencia. Los bioensayos se han aplicado para el diagnóstico 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 año; consumen grandes cantida­

des de honnona; 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 los mantiene aún dentro de 

muchos 1 aboratori os, sobre todo a que 11 os que extraen y purifican honnonas. 

Las alternativas para fines diagnósticos son las pruebas inmunológicas (2, 36-39). 

Desde 1960 se han descrito las técnicas de inhibición de la hemoaglutinación y la 

de part1culas de latex en placa (ver Tabla 2) las que continúan utilizándose con 

pequeñas variantes (40, 41). (n nuestro país estos métodos son los más utilizados 

debido a que presentan las siguientes ventajas: bajo costo, rápidos en su realiza­

ción y muchos se pueden practicar fuera del laboratorio; son confiables en un 95~ 

después de la sexta semana del último ~erfodo menstrual, con sensibilidades que 

van desde 0.5 a 1.5 U.I. (Unidades Internacionales) por ml de orina (2, 3, 36-38); 

cuando se aplican antes del perfodo señalado su confiabilidad decae dramáticamente 

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

Debido a que los ginecólogos y clínicos 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 

r_iesgo, con abortos espontáneos frecuentes o en qui enes se sospeche la presencia 

de posibles tumores malignos (relacionados o no con el tejido placentario) o como 

simple monitoreo de los perfiles hormonales a través del embarazo, se ha recurrido 
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a la metodologfa del radioinmunoanálisis (RIA) que en 1969 se desarrolló para la 

hCG (21-24, 37). Esta técnica se fundamenta en la competencia entre una hCG ra­

dioiodada (con 125 I ó 131 1) y una hCG "frfa" por unirse a un anticuerpo especifi­

co para la hormona. Esta metodologfa tiene una sensibilidad de 25 mU.I. por ml 

de suero, lo que hace posible detectar el embarazo desde el séptimo día después 

de la ovulación. El procedimiento se ha comercializado en paises desarrollados 

y en México se importa en forma de estuches. 

La última modalidad de estos métodos de detección y cuantificación de hormonas son 

los métodos de radioreceptor que se basan en una variante del RIA en este caso una 

hormona "marcada" compite con otra "frfa" por una proteína ubicada en la membrana 

celular de un órgano blanco (el receptor), el cual es capaz de reconocerlas y unir 

las de manera altamente especifica debido a que presenta una configuración tridi­

mensional complementaria y se piensa que las une por medio de atr~cciones electros 

táticas, puentes de hidrógeno, enlaces hidrofóbicos, etc. Este método es altamen­

te sensible ya que detecta concentraciones tan pequeñas 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 RIA y la especificidad del bioensayo, por lo cual se le 

considera un método con gran futuro dentro del campo de la endocrinolog1a. 

O) Mecanismos de acción hormonal. 

Se sabe que la~ hormonas son señales químicas que colaboran en la coordinación del 

metabolismo de un organismo multicelular. 

Los cambios en el medio ambiente tanto interno como externo alteran los niveles de 

honnona circulante y a su vez los niveles hormonales influyen en los ajustes del 

• medio interno. 
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Algunas hormonas pueden actuar sobre uno, dos o varios órganos blancos y hay 

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

La unión de la hCG y la hlH a su receptor tanto ovárico como testicular se ha de­

llQstrado en estudios radioautográficos (44-50), en homogenados celulares altamente 

purificados (47, 51-54) y en células dispersadas enzimáticamente {50, 55, 56). 

No obstante el mecanismo fotimo de la acción hormonal que en dichas células se 

desencadena aunque se estudia intensamente aún no está por completo dilucidado. 

Algunos investigadores (57-62) plantean que este complejo hormona-receptor inicia 

la respuesta de la célula de manera similar a corno lo describe Sutherland y col. 

(63) para las células hepáticas. La hornnna circulante en la sangre es el PRIMER 

MENSAJERO que interactúa con el receptor membranal el que a su vez, estimula al 

sistema adenil ciclasa incorporado a la membrana plasmática de su órgano blanco; 

esta enzima induce la conversión de ATP (adenos1n trifosfato) a c~MP (5 adenos1n 

monofosfato cíclico) o SEGUNDO MENSAJERO, el cual ejerce el efecto característico 

de la hormona, que a nivel de ovario induce la sfntesis de estrógenos y progeste­

rona y a nivel de testfculo la elaboración de andrógenos y testosterona, etc. (59-

. 61, 64}. Sin embargo otros autores (45, 64-66) proponen que el sitio receptor no 

solo es membranal sino que describen receptores intracitoplásmicos y más aún, muy 

recientemente se han descrito procesos de internalización del complejo hormona-

receptor para hCG y hlH (67-69). 

- RADIORECEPTdRES. 

A) Antecedentes históricos y científicos. 

Para que se desarrollara esta metodología fue necesario conocer primero las con­

diciones de marcaje de las hormonas proteicas {70, 71) con 1251 o con 131 1 y que 
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reciben dosis equivalentes o similares de una hormona estándar, ya sea interna­
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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 año; consumen grandes cantida­

des de honnona; las pruebas se deben realizar a veces en perfodos largos y tienen 

una sensibilidad pobre. Estas son las razones por las que dichos procedimientos 

se utilizan menos cada dfa, aunque su especificidad los mantiene aún dentro de 

muchos 1 aboratori os, sobre todo aquellos que extraen y purifican hormonas. 

Las alternativas para fines diagnósticos son las pruebas inmuno16gicas (2, 36-39). 

Desde 1960 se han descrito las técnicas de inhibición de la hemoaglutinación y la 

de partfculas de latex en placa (ver Tabla 2) las que continúan utilizándose con 

pequeñas variantes (40, 41). tn nuestro país estos métodos son los más utilizados 

debido a que presentan las siguientes ventajas: bajo costo, rápidos en su realiza­

ción y muchos se pueden practicar fuera del laboratorio; son confiables en un 95~ 

después de la sexta semana del último ~erfodo menstrual, con sensibilidades que 

van desde 0.5 a 1.5 U.I. (Unidades Internacionales) por ml de orina (2, 3, 36-38); 

cuando se aplican antes del perfodo señalado su confiabilidad decae dramáticamente 
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2.- Material 

I. RECOLECCION DEL MATERIAL BIOLOGICO 

a) Material: 

so 
1 

1 

Bolsas de plástico 

Caja de Poliuretano 

Congelador a -30ºC 

II. EXTRACCION Y OBTENCION DE LOS RECEPTORES 

a) Material: 

1 Charola de plástico de 30x38 cm con hielo 

2 Vasos de precipitado de 100 ml 

1 Probeta de 100 ml 

2 Pipetas serológicas 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 plástico 

3 Pipetas Pasteur 

1 Homogenizador 

1 Estuche de disección 

1 Balanza de torsión 

1 Centrifuga IEC Modelo PR6 

1 Centrtfuga 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 (Hidroximetilaminometano) 
Ditiotrettol 

Sacarosa 

Cloruro de magnesio 

Acido clorhfdrico 

Solución anx>rtiguadora de TRJS-HCL (Para centrifugación) 
TRIS 10 mM 

(Merck) 

(Bayer) 

(Merck) 

(Baker) 

(Merck) 

Oitiotreitol 
l mM 

Cloruro de magnesio l mM 

Aforar a 1 litro y ajustar pH 7.8 con ácido clorhfdrico 
y guardar en cuarto frf o 

Sacarosa 0.25 M 
(HyJand) 

Solución amortiguadora de TRJS-HcL (para Incubación) 
TRIS 10 mM 

Suero de albúmina bovina 0.1% 

Trasylol 10 U. I. 

Cloruro de calcio l mM (Baker) 

Aforar a l litro y ajustar el pH a 7.2 con ácido 

cJorhfdrico y guardar en cuarto frfo. 

(Bayer) 

Soluciones de sacarosa (para gradiente) al SO%, 40% 
y 30%. 

III. CUANTIFICACION DE PROTEINAS 

a) Material: 

so 
3 

Tubos de Vidrio de 1.Sx~s 
Pipetas volumétricas de l ml 

.13 



1 Balanza analttica Mettler {sensibilidad 

de 100 µg) 

l Agitador Vortex (lab1ine Inst. !ne.) 

1 Incubador (J.M. Ortiz) 

1 Reloj de alarma 

1 Espectrofotómetro Hitachi-Perkin Elmer 

Coleman 124. 

b) Reactivos y Soluciones 

Agua deionizada 

Tartrato de sodio y potasio 

Sulfato de cobre hidratado 

Albúmina de suero bovino 

fracción V de Cohn 

SOLUCION "A" 

Carbonato de sodio 

Tartrato de sodio y potasio 

Hidr6xido de sodio 1 N 

(MerCk) 

(Ma 11 inckrodt) 

(Calbiochem) • 

100 gr (Baker) 

2 gr 

500 ml (Merck) 

Aforar a 1000 ml con agua deionizada, filtrar y 

se conserva en frasco de poliuretano 

SOLUCION "B" 

Tartrato de sodio y potasio 2 gr 

Sulfato de cobre 1 gr 

Hidróxido de sodio 1 N 10 ml 

Aforar a 100 rnl con agua deioni zada, filtrar y conser.var 

en frasco en vidrio ámbar. 
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SOLUCION "C" 

Reactivo de fenal según Folfn y Ciocalteau 

Agua 

1 ml 

15 ml 

Esta solución se prepara en el momento de usarla 

IV.- PURIFICACION DE GONADOTROFINA CORIONICA HUMANA (hCG) 

a) Material: 

5 Pipetas serológicas de 1 ml 

5 Pipetas serológicas de 10 ml 

1000 Tubos de vidrio de 13xl00 nvn 

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 Celofán 

b) Reactivos y soluciones: 

Sephadex G-15 

Carboximetil-celulosa 

Dietilaminoetil-celulosa 

(Pharmacia) 

(Sigma Chemical) 

(Sigma Chemical) 

Ampolletas de hCG Pregnyl (Organón) (Lote 40) 

de 5000 U.I. 

S~lución amortiguadora de fosfatos O.SO M pH 7.5 

Acetato de amonio 

Hidróxido de sodio 

Acido clorhfdrico 

Agua 

Glicina 

(Merck) 

(Merck) 
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V.- ELECTROFORESIS 

a) Material: 

Tubos de vidrio de 6xl00 

Parafi lm 

Lámpara fluorescente 

Agitadores de madera 

Fuente de poder de 500 volts y 125 mA 

Cámara para electroforesis 

Refrigerante Lo-temptrol-154 

b) Reactivos y soluciones: 

TRIS (Tris-hidroximetil-amino-metano) 

(Buchler) 

TENED (N, N, N', N', Tetrametiletilendiamina) 

Acido clorhídrico 

(rlerck) 

Acrilamida 

Bis-acrilamida 

Persulfato de amonio 

Rivoflavina 

Sacarosa 

Glicina 

Azul de Coomassie R-250 

Metanol 

Acido Acético 

Azul de Bromofenol 

SOLUCION "A" (pH 8.9) 

Acido clorhídrico 0.1 N 

(Merck) 

(Merck) 

(Merck) 

(Merck) 

(Schchardt MUnchen) · 

(Merck) 

(J. T. Ba ker) 

(Merck) 

48 ml 
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TRIS (trts-hidroxirnetil-arnino-metano) 36.6 g 

TEMED (N, N, N', N', tetrametiletiendiamina 0.23 ml 

Disolver el tris con el ácido clorhfdrico, 

agregar el TEMED, ajustar pH con HCl y aforar 

con agua. 

SOLUCION "B" (pH 6.7) 

Acido clorhídrico 

TRIS (tris-hidroximetil-amino metano) 

TEMED 

·Agua 

SOLUCION "C" 

Acrilamida 

Bisacrilamida 

Agua 

SOLUCION "O" 

Acrilamida 

Bisacrilamida 

Agua 

SOLUCION "E" 

Rivoflavina 

Agua 

SOLUCION "F" 

Sacarosa 

Agua 

c.b.p. 

48. O ml 

5.98 g 

O. 46 ml 

100.0 ml 

28.0 g 

0.735 9 

100.0 ml 

28.0 g 

2.5 g 

100.0 ml 

4.0 mg 

100.0 ml 

40.0 g 

100.0 ml 
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Solución de trabajo I (Poro grande) 

1 volumen de solución B 

2 volúmenes de solución O 

1 volumen de solución E 

4 volúmenes de solución F 

Solución de trabajo II 

Persulfato de amonio 

Agua c.b.p. 

La solución es estable a 4°C durante una semana 

Solución de trabajo III (Poro pequeño) 

1 volumen de solución A 

2 volúmenes de solución C 

l volumen de agua 

4 volúmenes de solución de trabajo II 

Se prepara momentos antes de e~plearse y se 

mantiene en agitación con agitador magnético 

Solución Amortiguadora electrodo pH 8.3 (concentrado) 

TRIS 6.0 g 

Glicina 28.8 g 

Agua c.b.p. 100.0 ml 

El pH se ajusta con HCl o.1 N y se afora 

Solución fijadora 

Acido tricloracético (Ma 11 i nckrod) 12.5% 

Solución colorante 

140 mg 

100 ml 

·' 
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Azul brillante de Coomassie R-250 1 g 

Para disolver se agita durante 30 minutos 

con agitador magnético, se diluye la solución 1:20 

con ácido tricloracético al 12.5% y se filtra con 

papel Whatman No. 42. Se prepara solo la cantidad 

necesaria {20 ml por gel) 

Solución de azul de bromofenol 

Azul de bro~1ofenol 

Agua c.b.p. 

Solución decolorante 

Acido acético 

Agua c.b.p. 

1 g 

1000 ml 

5 ml 

100 ml 

VI.- IODINACIOll DE LA HORMONA LUTEINIZANTE HUMANA {hLH). 

a) Material: 

10 Tubos de vidrio de 13x100 

30 Tubos de vidrio de 12x75 

1 Tubo de plástico de 12x75 

2 Pipetas serológicas de 1 ml 

2 Pipetas serológicas de 5 ml 

2 Pipetas serológicas de 10 ml 

2 Micropipetas (H.E. Pedersen) de 25 µl 

1 Mi cropi peta (H.E. Pedersen) de 10 ul 

1 Micropipeta (H .E. Pedersen) de 5 µl 

1 Micropipeta (H. E. Pedersen) de 200 µ1 
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4 Tornillos de micropipetas (Succionador de pipetas) 



1 

1 

Agitador Vortex (Labline Inst. Inc.) 

Contador de radiaciones gamma por centello, 

Packard Modelo 3001 

Gasas 

Centr1fuga IEC Mod PR 6 

.20 

10 

l 

1 Balanza Analítica (Mettler) (sensibilidad de 1 mg) 

b) Reactivos y soluciones: 

Cloramina-T 

Metabisulfito de Sodio 

Celulosa Whatman CF-11 

Hormona hLH-LER-960 

Iodo125 

Alcohol etflico absoluto 

Albúmina bovina (solución al 30%) 

Fosfato monobásico de sodio 

Fosfato dibásico de sodio 

Suero Normal Humano 

(Merck) 

(Mallinckrodt) 

(Behring Institut.) 

(Merck) 

(Hyland) 

(Merck) 

(Merck) 

VII.- APLICACION DE LA TECNICA 

a) Material: 

200 Tubos de vidrio de 12x75 

10 Tubos de vidrio de 13x100 

5 Pipetas serológicas de 1 ml 

5 Pipetas serológicas de 2 ml 

2 Pipetas serológicas de 10 ml 

2 Pipetas serológicas de 15 ml 

4 Micropipetas Pasteur 
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2 

1 

1 

1 

1 

1 
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Charola de hule de 34x48 cm con hielo 

Gradillas de alambre 29x10 para 30 tubos c/u 

Alícuotas de receptor 

Hormona hLH marcada 

Hormona hLH ó suero problema 

Agitador Vortex super mixer (Labline Inst. Inc.) 

Incubadora con agitación (Dubnoff P.S.) 

Centrffuga IEC-PR6 

Potenciómetro (Corning modelo 7) 

Balanza analítica Mettler 

b) Reactivos y soluciones: 

TRIS (hidroximetil-amino-metano) 

Albúmina de suero bovino 

Cloruro de calcio 

Acido clorhídrico 
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3.- ME TODOS 

I.- Recolecci6n del material biológico 

II. - Extracci6n y obtención de los receptores 

JI I. - Cuantificación de proteínas 

IV.- Purificación de Gonadotrofina Coriónica 

Humana (hCG) 

v.- Electroforesis 

VI.- Radioiodación de la Hvnnona Luteinizante 

·Humana (hLH) 

VII. - T~cnicas de radioreceptor 
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La figura 1 corresponde a un esquema de todos los pasos de la técnica. 

I.- Recolección del material biológico: 

La recolección de los ovarios se realizó en el rastro de la ciudad, se coloca­

ron en bolsas de plástico y se congelaron inmediatamente en hielo seco dentro 

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

-30°C. 

II.- Extracción y obtención de los receptores: 

Los receptores membranales se obtuvieron de acuerdo con el esquema de ho!IXlgeniza­

ción y centrifugación de B.B. Saxena et al (21) {Figura No. 2) que a continuación 

se describe. 

1.- 800 a 1200 g de ovarios se depositaron en un recipiente de cristal, previamen­

te enfriado y mantenido en hielo. 

2.- Se disectaron los cuerpos amarillos con tijeras y bisturf y se
0

registr6 su 

peso. 

3.- Se homogeneizaron en 10 volúmenes de solución amortiguadora TRIS-HCL {para 

centrifugación) ~pH 7.8) en una relación peso: volumen. 

4.- El homogeneizado se filtró en 5 gasas superpuestas para eliminar las fraccio 

nes grandes de tejido. 

5.- El filtrado se llevó a centrifugación a 1700 r.p.m. (680 x g) durante 20 minu­

tos a 4ºC, en una centrifuga IEC Modelo PR6. 

6~- Eliminado el precipitado, el sobrenadante se recentrifugó a 11000 r.p.m. 

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

tubos de 30 ml, durante 60 minutos a 4ºC. 
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7.- El precipitado de 14500 x g se diluyó 1:1 con la misma solución amortigu! 

dora y se guardó en cuarto frío para someterse a ultracentrifugación al 

día siguiente. El rotor SW-25 con sus camisas, también se dejó en el cuar 

to frío durante toda la noche. 

8.- Para la ultracentrifugación se hizo un gradiente discontinuo con sacarosa 

al 50% (10 ml), 40~ (10 ml) y 30% (9 ml). El equilibrio del peso de los 

tubos se checó tres veces antes de colocarlos en la centrífuga, que se h! 

bía enfriado previamente durante 30 minutos. 

9.- La centrifugación se hizo a 95,000 x g durante 90 minutos en una ultracen 

trífuga Beckman Spinco Modelo L, con rotor SW-25 y 'tubos de nitrato de 

celulosa transparentes (2.5 x 7.5 cm). 

10.- Las bandas obtenidas se a~piraron con jeringa de 25 ml y aguja de raquia 

No. 18. 

11.- De cada banda se hicieron alícuotas de 1 ml se congelaron a -30ºC. 

12.- Las proteínas se cuantificaron en una alfcuota de cada banda. 

III.- Cuantificación de Proteínas: 

La determinación se realizó con la técnica de Hartree (87) que se basa en la 

producción de un complejo colorido que forman los grupos amino de las proteí­

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

ca con la pres.encía del reactivo de Fenal según Fol in y Ciocalteau. 

La cuantificación de los problemas se hizo contra una curva estandar de albQ­

mina bovina (20 a 100 µg/ml), leídas a 500 nm, contra el blanco de reactivos. 

Técnic~: 
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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 diluyó 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 solución A, se agitaron e incubaron en baño Maria a SlºC durante 

10 minutos, después de lo cual se enfriaron a 4ºC también durante 10 minutos, 

se añadió 0.1 ml de la solución B con agitación, después quedó en reposo a 

temperatura ambiente otros 10 minutos; finalmente se agregaron 3 ml de la so­

lución C recién preparada y se repitieron los pasos de agitación, incubación 

y enfriamiento; el producto colorido se leyó en la fonna ya descrita. 

Este mismo método también sirvió para cuantificar la cantidad de prote1nas 

contenidas en las gonadotrofinas coriónicas (hCG) purificadas en diferentes 

soportes cromatográficos; se pesaron 40 µg de polvo y se disolvieron en 3 ml 

de agua deionizada y se repartieron en 3 tubos siguiendo el mismo procedimien. 

to. 

IV.- Purificación de Gonadotrofina Coriónica Humana (hCG): 

Los métodos de extracción y purificación de protefnas se basan en el conoci-­

miento de sus propiedades fisico-quimicas como son sus solubilidad, punto iso 

eléctrico, carga eléctrica neta, tamaño molecular, etc. 

Para la purifi~ación de la hCG se utilizaron técnicas de cromatograffa de ex­

clusión y de intercambio iónico. 

Filtración en gel: es un procedimiento de exclusión molecular (88), que perm_i 

te la separación de substancias (protelnas) segGn su tamaño mol~cular; esta -

técnica se realiza con un soporte inerte que en nuestro procedimiento fue 
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Sephadex, que es un polisacárido 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 selección de las moléculas que son 

arrastradas por el eluyente (agua o solución amortiguadora), a una velocidad 

que depende del tamaño de las substancias retenidas por los espacios del Se­

phadex. 

Hidratación del Sephadex: en agua bidestilada en baño Maria, a 40ºC, durante 

dos horas, con agitación manual suave. Después de un reposo de 24 horas a tem 

peratura ambiente se dejó en cuarto frfo (4ºC) durante otras 24 horas. 

Montaje de la columna: la columna (1.5 x 15 cm) se niveló evitando la forma­

ción de burbujas de aire que pudiesen haber quedado bajo el soporte del lecho 

inyectando solución amortiguadora de fosfatos 0.5 M, pH 7.5 con una jeringa 

en la salida de la columna; después de esto la suspensión de Shepadex (G-15) 

se deja escurrir por las paredes y cuando el gel se habla sedimentado se - -

abrió la columna para que el líquido, por arriba de la columna del gel fluye­

ra, dejando una pequeña capa de líquido por encima de ella; después de agitar 

suavemente con varilla de vidrio la parte superior de la columna del gel, se 

continuó agregando la suspensión del Sephadex y se repitieron los mismos pa­

sos cuantas veces fue necesario hasta obtener una columna de gel de 15 cm; 

la solución amortiguadora se dejó fluir a través de la columna durante 24 ho­

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

Aplicación de la muestra: la muestra de 160 mg de la hCG-Pregnyl se aplicó en 

un volumen de 1.5 ml de la solución amortiguadora, después de eliminar el li­

quido por encima de las mismas; la muestra que se dejó resbalar cuidadosamen­

te por la pared de columna, penetró al lecho, después de lo cual, se aplicó 
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en la misma forma una capa eluyente (solución amortiguadora de fosfatos 0.5 

M, pH 7.5); la columna se conectó al recipiente del eluyente y se permitió su 

flujo, después de conectarla a un colector de fracciones LKB con Uvicord y 

graficador. Se colectaron fracciones de un ml por tubo. 

Cromatografía de intercambio i6nico: es una técnica (89) de separación que -

aprovecha las diferencias en las propiedades ácido-básicas de las substancias 

(protelnas), con la utilización de una fase estacionaria (resina intercambia­

dora de iones) a la que se unen selectivamente las protefnas y una· fase liqu..!_ 

da (solución amortiguadora) que separa a su vez (por variaciones de pH o fuer. 

za iónica) a las protefnas ya unidas a la resina. 

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

aniónico y catiónico, lo que significa que los grupos funcionales de la resina 

tienen estas características. 

En el presente trabajo se utilizaron la DEAE-C (dietil-amino-etil-celulosa) 

que tiene como grupo funcional: 
+ 

~ - O - CH2 NH - (C2H5)2 

y la CM-C (carboxi-metil-celulosa) cuyo grupo funcional es: 
- + 

R - O - CH2 - COO - Na 

En ambas resinas R significa la molécula de celulosa y los grupos funcionales 

en la ionización son: 

- coo<-l y 

Estas resinas requieren de un procedimiento de lavado para eliminar las impu­

rezas y además deben activarse los grupos intercambiadores de iones. 

Dicho proce<limiento consiste en lo siguiente: 
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A 100 g de OEAE-C se agregaron 3 litros de agua y se agitó durante 15 minutos; 

después de una hora de sedimentación espontánea se eliminó el sobrenadante -­

que contenía las pequeñas partf culas. 

El procedimiento se repitió cinco veces, después de lo cual se añadieron 2500 

ml de ácido clorhidrico l M; se agitó durante 15 minutos y filtró en tela de 

seda. Este lavado ácido fue seguido de lavados con agua bidestilada (pH 5.8), 

hasta que el filtrado tuvo el mismo pH. Después se lavó con 2500 ml de hidró­

xido de sodio, se agitó y filtró. Finalmente la celulosa se lavó con amorti­

guador de bicarbonato de amonio 0.002 M, pH 7.5 hasta que se obtuvo este pH 

en la suspensión. 

El lavado y activación de la CM-C se hizo con la misma técnica, pero se cam-­

bi6 el orden de las soluciones: primero hidróxido de sodio 1 M, seguido de -­

agua y después el ácido clorhfdrico 1 M. 

El amortiguador fue en este caso acetato de amonio 0.01, pH 6.2. 

Ambas resinas se conservaron a 4ºC y con azida de sodio para prevenir la con­

taminación. 

El montaje de la columna fue igual que el ya descrito para el Sephadex,pero en 

este caso se permitió que la columna alcanzara su equilibrio, el cual corres­

pondió al momento en que el pH del eluyente fue igual al del amortiguador ini­

cial que entró a la columna. 

La secuencia de elución para el intercambiador catiónico {CM-C) (Columna 2.75 

x 28 cm) fue la siguiente: 
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No. de eluyente Nombre Molaridad pH Vol.(ml) 

12 Acetato de amonio 0.004 5.5 100 

2li! Acetato de amonio 1.0 6.8 100 

32 Acetato de amonio 1.0 8.6 100 
más hidróxido de 
sodio 0.1 N 

42 Hidróxido de sodio 0.1 12.0 100 

52 Agua deionizada 5.5 100 

62 Acido clorhtdrico 0.1 2.5 100 

Se colectaron fracciones de 5 ml por tubo. 

La secuencia de eluci6n para el intercambiador ani6nico (DEAE-C) (Columna 2.75 

x 28 cm) fue la siguiente: 

No. de eluyente Nombre 

12 Glicina 

2!2 Acetato de amonio 

32 Acetato de amonio 

4!2 Acido clorh1drico 

52 Agua deionizada 

62 Hidróxido de sodio 

Molaridad 

0.1 

1.0 

0.004 

0.1 

0.1 

pH 

9.4 

6.8 

5.5 

2.5 

5.5 

12.0 

Vol .• (ml) 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

Las fracciones de ambas columnas fueron recogidas en volúmenes de 5 ml por t_!! 

bo con un colector de fracciones y registradas a 280 nm en cuarto fr1o (4°C), 

la mayor concentración de prote1nas (picos), fueron llevadas a diálisis con 

agua deionizada y después de 4 cambios a liofilización. 

V.- Electroforesis de disco en gel poliacrilamida. (90) 



,30 

La electroforesis es la técnica donde existe movimiento de particulas carga­

das ó de iones macromoleculares en solución, debido a la influencia de un cam 

po eléctrico. Dependiendo de su signo de carga, estas substancias migran hacia 

el cátodo ó el ánodo; las diferencias en velocidades de migración proporcionan 

una técnica excelente para la separación y el análisis de substancias que se 

encuentran mezcladas y que resultan de difícil separación por otros métodos. 

La migración de las partículas cargadas en un campo eléctrico dependen princl 

palmente de tres factores: 

a)- De la naturaleza de la carga y de la part1cula. 

b)- De la solución amortiguadora. 

e)- Del campo eléctrico. 

Cada uno de estos factores influyen en el sistema por sus propiedades: la par-. 
tfcula, por su tamaño, magnitud y signo de su carga neta asf como también por 

otros parámetros moleculares, especialmente el coeficiente de fricción, la so­

lución amortiguadora por su pH, fuerza iónica, viscosidad y ausencia de compo­

nentes que produzcan corriente alterna. 

Las técnicas electroforéticas se han desarrollado en diferentes matrices, ya 

sean medios líquidos o geles, como la electroforesis en gel de poliacrilamida, 

que se utilizó en este trabajo. 

Esta técnica se basa en la introducción de discontinuidades en la composición 

de la solución amortiguadora, pH y el tamaño 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 tamaño y forma de las moléculas o de la -

carga que presente. 
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Preparación de los geles: 

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

2.- Llenar el tubo con solución de poro pequeño, hasta la altura de 60 mm. 

3.- Estratificar el menisco con agua bidestilada con ayuda de una micropipeta. 

4.- Polimerizar45 minutos. 

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

6.- Lavar con solución de poro grande y escurrir. 

7.- Agregar solución de poro grande y estratificar. 

8.- Fotopolimerizar 20 minutos. 

9.- Escurrir el agua y lavar con solución de poro grande. 

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

11.- Agregar 0.2 ml de solución de poro grande a los tubos. 

12.- Estratificar el menisco con agua, con la ayuda de una micropipeta. 

13.- Fotopolimerizar 20 minutos. 

Electroforesis: 

14.- Colocar los geles en la cámara, 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 solución amortiguador-electrodo en los compartimientos de la 

cámara electroforética. 

17.- Poner 2 ml de solución de azul de bromofenol al 0.001% en el compartimien­

to superior. 
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18.- Colocar la tapa de la cámara y conectar en los electrodos correspondien­

tes, nivelar y conectar la fuente de poder; se aplica un voltaje inicial 

de 2 n~ 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), llegue a una distancia de 1 cm del extremo inferior del gel. 

Fijación de prote~nas: 

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

Tinción: 

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

Decoloración: 

22.- Pasar los geles por agua y colocarlos por separado en 20 ml de ácido acé 

tico al 5%, durante 24 horas. 

Montaje de Geles: 

23.- Pasar los geles momentáneamente en formol al 2% y montar en tubos de vi­

drio de 10 cm x 9 mn. 

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

jas de aire y conservar los geles en la obscuridad. 

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

Concepto: 

Es el procedimiento para introducir átomos de iodo radioactivo (Iodo 125 ó 

Iodo 131
), a la molécula de proteína en los residuos de tirosina, ya sea por -

métodos quimicos, enzimáticos o electrolíticos {70,71,91,92), sin que modifi~ 

quen en gran medida la actividad biológica o inmunológica de dichas prote~nas. 

El método químico que mayor difusión 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 reacción es rápida 

- Se realiza con pequeñas cantidades de reactivos y hormona 

- La hormona se marca con la alta actividad específica 

- Los reactivos que emplean son de fácil obtención 

Tfenen la desventaja de afectar la actividad biológica y la actividad inmunológi­

ca con el transcurso del tiempo. 

En la Iodación el agente oxidante es el reactivo Cloramina T, (N-monocloro-p­

toluen-sulfon-amida). Esta sal en solución acuosa, forma el ácido hipocloroso 

lo que favorece una oxidación suave del Iodo, que se ioniza (I-1(-)_I(+)) y 

cuyo catión reacciona con los iones fenolato de los residuos de la tirosina 

que están expuestos en las proteínas. 

HO @- CH2-~H-COO-R + 2 I+ 
NH 

-
La reacción es fuertemente dependiente del pH, del tiempo y de la concentración 

de reactantes (I*, número 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 reaccionó 

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

La figura 3 es un esquema de todo el procedimiento de la iodación de la hormona. 

Método: 

1.- Se pesa la cloramina (15 mg} y se disuelv~ en 3 ml de solución amortiguadora 

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

ción amortiguadora (Solución B). 

3.- El Iodo 125 se diluye con solución amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH 7.5 

(Solución 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 la solució~ amortiguadora de fosfatos 0.05 M, pH 7.5. 

5.- Se pipetean 15 µl de la solución A, 15 ul de la solución By 10 µl de la so­

lución 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 alfcuota de hLH, la cual contiene 2.5 µg de pro­

teina en 25 µl de solución amortiguadora de fosfatos 0.05 M, pH 7.5, a la 

cual se le agregan los 10 µl de la solución C más 15 µl de solución A, esta 

mezcla se agita durante 60 segundos. 

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

agita durante 30 segundos. 

8.- Esta mezcla se aplica a la columna de celulosa y se eluye con 5 ml de solución 

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 fracción. Estos 30 

ml contienen el Iodo 125 libre, que no se incorporó a la proteína. 

9.- El séptimo tubo, que es ahora de 12 x 75 nrn, colecta la elución de 1 ml de 

suero normal humano, que se aplica a la columna, con lo cual se libera la 

hormona marcada. Esta operación se repite 6 veces, de tal modo que los tubos 

7, B, 9, 10, 11 y 12 contienen la hormona marcada. 
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10.- Se toman alfcuotas de 0.1 ml de cada tubo, se determinan sus cpm (cuentas 

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

+ c.p.m. 
c. p.m. 
c. p.m. 

- • I Libre 
- *H (Hormona marcada) 
- Totales 

11.- El porcentaje del* incorporado a la hormona (ó % de eficiencia}. se calcula 

con la relación de las cuentas de la hormona marcada y las cuentas totales. 

% de I* incorporado 
a la hormona = c.p.m. *Hormona x 100 

c.p.m. Totales 

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

ción de I* mayor del 35%. 

12.- Se procede a calcular a la actividad especffica {relación de la radioacti-. 
vidad a la masa) de la honnona marcada lo que se hace con la relación del 

porcentaje obtenido, multiplicando por la radioactividad utilizada, divi­

dido entre las cantidades de proteina {honnona) empleada. 

Actividad especifica = % de eficiencia x mCi 
µg de proterna 

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

140 µCi/µg. 

13.- Se grafican las cuentas de los tubos para detectar las fracciones más úti­

les de la ·hormona marcada, que generalmente corresponden a los tubos 7, 8, 

9 que contienen 1 a mayor radioactividad. 

14.- Un tercer parámetro que hay que calcular es el porcentaje de proteína da­

ñada en la marcación, para lo cual se utiliza una precipitación etanólica 

en la forma siguiente: 
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Se seleccionan los tubos con mayor número de cuentas por minuto del pico de 

la hormona marcada y se pipetean de cada uno de ellos 5 µ1 en tubos de 12 x 

75 mm, por duplicado. 

15.- Se les agrega a cada uno 100 µl de solución amortiguadora de fosfato al 0.01 

M, pH 7.5 que contiene cloruro de sodio 0.15 M, y albúmina de suero bovino 

(O.S.A.) al 1%, más 1.5 ml de etanol absoluto; se agitan los tubos y se pasan 

a cuarto frto (4ºC) durante 2 horas. 

16.- Transcurrido el tiempo de incubación se centrifugan a 2000 r.p.m. durante 

30 minutos a 4ºC en una centrffuga refrigerada (IEC-PR6). 

17.- Se decantan cuidadosamente en tubos de 12 x 75 1!111 y se llevan a contar tanto 

el precipitado como el sobrenadante. 

. 
18.- Se saca el número de cuentas totales (c. p.m. del precipitado + c. p.m. del 

sobrenadante) y se hace una relación del % que representan, las c.p.m. del 

precipitado con relación a las cuentas totales esto es el % de proteína 

radioiodada. 

19.- Una iodación es adecuada cuando la proteina marcada no dañada es mayor del 

92%, 6 la proteína dañada no excede el 8%. 

VII- Técnica de radio-receptor: 

Control del procedimiento: 

A continuación se da el nombre, clave y contenido de los diferentes tubos 

que se utilizaron en la técnica: 

1- Tubos control de cuentas totales (CCT) (Cuadruplicado): 600 µl de solución 
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amortiguadora más 100 µ1 de hormona marcada (H*). Sirven para conocer la ra­

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

2- Tubos de control de reacción no específica por cuadruplicado (N.S.): Son 

aquellos tubos que contienen 400 µ1 de solución amortiguadora de TRIS-HCL 

pH 7.2 más 100 µ1 de honnona marcada (H*) más 100 µl de precipitado de 

14,500 x g más horroona frfa en una concentración 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 frfa se lo impide. 

Sus cuentas se restan a las totales y a los de la fracción unida. 

Se considera que el NS corresponde a hormona marcada o I* libre que quedó 

atrapado pero no unido al recepto~ o que quedaron absorbidos, a la pared . 
del tubo. 

3- Tubos de control de la radioactividad que absorben los tubos (RAT) {cuadru­

plicado): Llevan 600 µl de solución amortiguadora más 100 µl de hormona 

marcada (H*) y· sirven de control para la radioactividad total; se aspiran 

cuidadosamente, se cuentan de nuevo y se mantienen durante todo el procedi-

miento. 

4- Tubos control 100% de unión (cuadruplicado): 500 ~1 de solución amortigua­

dora más iOO µl de receptor más 100 µl de honnona marcada (H*). La hormona 

fr~a está ausente. Aquf el receptor tiene su máxima unión con la hormona 

marcada (H*). 
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5- Tubos para la curva estándar (triplicados): tubos con 400 µ1 de soluci6n 

aroortiguadora más 100 µl de hormona marcada (H*) más 100 µl de receptor y 

100 µl de solución de hormona fría con concentraciones que van de 1 ng a 

3,000 ng de protefna. Este rango osciló al redor de estas cifras. dependie.!!_ 

do de la concentración 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 µl del suero original o dilufdo 

más 100 µ1 de hormona marcada (H*) más 100 µ1 de receptor más 400 µl de 

soluci6n amortiguadora. 

7- Los tubos con polvo problemas: se pesan 100 µg y se diluye con solución 

aroortiguadora 100 µl: 1:2. 1:4, 1:8, por triplicado. 

Método 

La secuencia de la técnica es la siguiente: 

En una charola de plástico de 33 x 38 cm se meten 2 gradillas de alambre 

con tubos numerados y a un lado el ~ecipiente con la soluci6n aroortiguadora 

de TRIS-HCLI; pH 7.2. 

Se procede a pipetear en el siguiente orden: 

Primero la solución amortiguadora de TRIS-HCI; después la hormona frfa, y 

en seguida la hormona marcada y finalmente el receptor. 

El volúmen final es de 700 µl por tubo (Tabla No. 3). 

·' 
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4.- RESULTADOS 

I. Recolección y almacenamiento de los ovarios 

11. Obtención de los receptores 

III. Cuantificación de los receptores 

IV. Purificación de la hCG 

v. 
Electroforesis de la hCG 

VI. • Radioiodación de la hLH 

VII. Téchica de radio-receptor 
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Recolección y almacenamiento de los ovarios. 

El método seguido resultó adecuado y confiable puesto que no fueron de­

tectadas deficiencias o anormalidades en el material biológico trabaja­

do, hasta por períodos de 6 meses. 

Obtención de los receptores. 

De la centrifugación diferencial se obtuvo un precipitado de 14500 x g 

(P2) mismo que fue ensayado como posible receptor en la técnica. 

En la ultracentrifugación de 95000 x g del gradiente discontfnuo se ob­

tuvieron 6 bandas, las cuales fueron localizadas en las zonas de 30% y 

40% de sacarosa y una banda muy viscosa (al parecer de sacarosa), en la 

zona 50%, la cual fue denominada banda 7. 

Cuantificación de proteinas de los receptores • 

. a cuantificación de las proteinas de las 7 bandas del gradiente disco~ 

;fnuo de 95000 x g asi como el precipitado de 14500 x g se dan en la ta 

la 1 y en la gr~fica No. l. 

TABLA l 

>. de banda Número de muestras }J9 pro te fna/ml 

1 3 900 
2 3 1,300 

3 3 920 
4 3 1,952 
5 3 790 

6 3 1,568 

7 3 46 
!Cipitado 
00 X g (P2) 6 12,416 

.· 
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El 1ndice de precisión de la técnica de Hartree tuvo un coeficiente de 

variación de 4.6. 

IV. Purificación de la hCG. 

La hCG se intentó purificar por simple gel filtración en Sephadex G-15, 

el patrón cromatográfico se da en la gráfica No. 2, los picos I y II se 

llevan a liofilización y determinación de proteínas. 

En la cromatograffa de intercambio catiónico se obtuvieron 3 fracciones 

(ver gráfica No. 3) que se denominaron: hCG-CM-1,2 y 3. En la tabla 2, 

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

vos:. 

TABLA 2 

Columna: 2.8 x 28 cm Muestra 240 mg 

Polvo (clave} Rendimiento )Jg prote1nas/mg 
(mg) 

hCG-CM-1 25 90 

hCG-CM-2 15 315 

hCG-CM-3 36 67.5 

De la cromatograffa de intercambio aniónico se obtuvieron 4 fracciones 

(ver gráfica 4), que se denominaron hCG-DEAE-1,2,3 y 4; en la tabla 3, 

se dan los rendimientos y los contenidos de proteínas para cada polvo. 



TABLA 3 

Columna: 2.8 x 28 cm Muestra: 400 µg 

Polvo (clave) Rendimiento ~g protefnas/mg 

hCG-DEAE-1 
hCG-OEAE-2 
hCG-OEAE-3 
hCG-OEAE-4 

V. Electroforesis. 

(mg) 

3.3 
9.5 
8.8 

71 

628 
262 
525 
360 
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La figura 4 muestra los patrones electroforéticos de hCG original {Preg­

nyl-40) y los de sus fracciones separadas por cromatograffa de interca!!! 

b1o aniónico (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 la honnona 

útil y que en la fracción hCG-OEAE-3 demostró ser la más activa en el -

sistema de radio-receptor aqul' utilizado. 

Las otras bandas de mayor movilidad con Rfs entre O. 357 a O. 776 tienen 

poca o ninguna actividad, puesto que cuando estuvieron presentes en ma­

yor proporción (hCG-Pregnyl-40 y hCG-DEAE-2) no fueron capaces de des-­

plazar en el sistema a la LH marcada. 

VI. Radioiodación de la hLH. 

En la gráfica No. 5 se puede observar el marcaje de una hormona hLH LER­

Y60 estándar con ¡1~5 por método de la Cloramina-T con 63.9% de incorpo­

ración de l*, y una actividad específica de 319.5 y un % de hormona da­

~ada de 1.8%. Otras marcaciones del estándar LER-960 tuvieron una in--
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corporación de 40 a 50%, con actividades espec1ficas de 200 a 250% y con 

2 a 7% de hormona dañada. 

VII. Técnica del radio-receptor. 

Con la metodología ya señalada se estudió el tiempo de incubación de la 

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

marcada (dañada) fría (fracciones) y receptor (purificado y crudo); la 

implementación de la técnica y su aplicación a la cuantificación de LH 

en sueros humanos. 

El tiempo de incubación óptimo se estudió manteniendo constantes el 

pH y la temperatura señalados en la literatura (21). 

La necesidad de contar con una hormona no dañada con el marcaje se 

demostró a través de todos los experimentos y en particular. con una 

hormona dañada. 

la eficiencia del receptor se estudió tanto en el purificado, como 

en el crudo buscando la concentración adecuada de protelna del mis­

mo, titulándola con cantidades crecientes de radioactividad. 

Como hormona fría se utilizaron las diferentes fracciones de una hCG 

comercial obtenida con dos procedimientos de purificación: gel-fil­

tración (Sephadex G-15) y cromatografía de intercambio iónico (CM­

celulosa y DEAE-celulosa). 

La estandarización de la técnica comprendió la reproducibilidad, la 

sensibilidad y la especificidad. 

Su aplicación a la clfnica se demostró con la cuantificación de los 

niveles de LH en los sueros de muje~es de diferentes edades. 

~os resultados de la fase de estudio se senalan a continuación: 
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En la tabla 4 se demuestra que la hLH se une al receptor y se estudia el 

primer parámetro que fue el tiempo de incubación con condiciones de pH y 

de temperatura según la mencionada técnica de Saxena. 

TABLA 4 

Titulación del tiempo de incubación con cantidades constantes del preci-

pitado de 14,500 x g (P2) (105µg prot/100µ1); la temperatura de incu­

bación a 37ºC. .. 
Control de cuentas totales = 558,569 cpm 

Tiempo de Prom. cpm unidas % prom. CRm unidos 
incubación (tri p 1 i cados) prom. cpm to ta les 
(minutos) 

10 21,369 3.82 
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 confonne aumenta el tiempo de incubación, el porcentaje 

de la relación de la fracción unida a la total aumenta progresivamente. 

Cuando estos datos se grafican se obtiene una curva de tipo hiperbólico 

(gráfica No. 6), de la cual, se seleccionó.el tiempo de 30 min para la 

incubación. 
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tn la tabla 5 y gráfica 7 se presentan los resultados obtenidos con una 

hormona luteinizante LH-LER-960 con un % de daño muy grande (18.07), a 

diferentes concentraciones de receptor. 

TABLA 5 

Unión de la hormona luteinizante LER-960 dañada (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 (P2) 

Concentración de Promedio de cpm % CEm unida 
receptor (~g prot. de la hormona unida cpm to ta les 
en 100 µ1) 

19.4 11,475 11.98 
38.8 r 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 

dañada 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 protefna. 

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 daño. 

Los resultados de la titulación del % de receptividad de las 6 bandas de 

9'5,000 x g se dan en la tabla 6 y se ilustran en la gráfica 8, en las -

que se comparan el contenido en protefnas por ml de dichas bandas. 
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TABLA 6 

Titulación del % de receptividad de las 6 bandas de 95,000 X 9 

No. µg prot/100 µl C.C.T. Prom de receptividad 
Banda de receptor cpm unJ_ % 2rom cem unido 

(dilución 1:2) dos prom cpm total 

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 llO.O 124,215 118,398 %.3 
5 86 222, 117 12,990 5.95 
6 18.7 279,881 40,343 14.41 

lstos resultauos se obtuvieron en diferentes experimentos y a pesar de 

que no se utilizó la misma cantidad de radioactividad para cada banda, 

se puede concluir que la banda 4, que además es la más ricaº en prote1-

nas, tiene la mayor receptividad que fue de 95.3%. 

Sabido que la banda número 4 es la fracción "receptor", el siguiente P-ª.. 

so tue conocer la cantidad óptima ael receptor capaz de unir un buen 

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

la gráfica No. 9. 

TABLA 7 

Titu)ación de la cantidad óptima en proteína de receptor (84) 

para unir una concentración constante de la hormona. 
Control de cuentas totales = 124,215 

Concent rae i 6n 
de receptor 
ug prot/100 J.Jl 

3.05 
6.1 

12.2 
24.4 
48.8 
97.6 

promedio cpm unidos 

l5,190 
71,963 
82,040 

119,040 
126,699 
118,398 

receptividad 
% prom cpm unidos 

prom cpm totales 

60. 53 
57. 93 
66. 09 
95.83 

102. o 
95. l 

Los resultados de la tabla y los de la gráfica muestran que la concen­

traci6n adecuada de proteína es la de 48.8 µg prot/100 µ1 que dió una 

receptividad. de 102%. 

La titulación del precipitado de 14,500 x g se estudió poniendo canti­

dades crecientes de ,ug de prot. de receptor a una cantidad constante de 

hormona marcada. 

Los resultados se ven las tablas 8a, 8b y gráficas lOa y lOb. 
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TABLA 8a 

Curva de saturaci6n de los sitios receptores de P2 (14,500 x g) 

Control de cuentas totales = 149,260 

Concentración promedio cpm unidos % q~m unidos 
de receptor (µg) 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 lineal, lo que significa que los sitios re 

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

perimento: aumentando la radioactividad y diluyendo el receptor. 

Para pod'er 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 la gráfica No. 11. 
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· TABLA 9 

Titulación de los sitios receptores del precipitado de 14,500 X 9 

con cantidades crecientes de radioactividad 

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

Concentración 
de receptor 

JJ9 en 100 pl 

77 .85 
(1: 16) 

1,221 2,555 5,326 11,221 18,623 16,928 

155.7 1,543 2,540 
(1 :8) 

5,800 10,976 18,993 21,502 

311.4 1,255 2,390 6,278 11,001 20,707 20,215 
(1:4) 

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

La tabla y la gráfica demuestran: que con 200,000 cpm se saturan los si 

tios de unión del receptor en concentración tan alta como la de 622 pg/ 

100µ1 pero no da información de la concentración máxima de receptor sa­

turable con dicha radioactividad. 

Estudio HCG. Una vez establecidos los parámetros más adecuados para la 

metodología, tanto en la banda No. 4, como en el precipitado de 14,500 

x g, se estudiaron las diferentes gonadotrofinas coriónicas purificadas 

en distintos soportes cromatográficos, para conocer su capacidad de CO!!!. 

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

En la tabla No. 10 se dan los resultados de la competencia entre la hCG 

~urificada en Sephadex G-15 -pico I y la hormona *LH-LER-960 por el re­

ceptor precipitado de 14,500 x g, los cuales se ilustran en la gráfica 

No. 12. 



TABLA 10 

Curva de desplazamiento de la *hLH-LER-960 por hCG-Sephadex G-15-I 

Receptor (P2): 622.8 ug prot/100 ~1 

Concentración en ng 
de hormona fr'ia 

10.9 
21.9 
43. 7 

85.5 
350 

1,400 
5,600 

C.C.T. = 134,617 cpm 

100% 13,026 cpm 

N.S. = 5,640 cpm 

Promedio cpm 
unidas 

12,919 
12,850 
11,843 

11,238 

9,186 
10,441 
8,963 

% cpm U-cpm N.S. 
cpm T-cpm N.S. 

98.55 
97.61 
83.98 
75.79 
48.00 
65.00 . 
44.99 

.so 

En la gráfica se puede observar que la *hlH-LER-960 es desplazada por -

la hCG-Sephadex I, a pesar de que ~os puntos no dan una recta bien defj_ 

ni da. 

La fracción II del Sephadex no se estudió por tener una baja concentr! 

ción de prote'inas. Las tres fracciones de hCG obtenidas por la-croma­

tograf'ia de intercambio catiónico 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 e y en la gráfica No. 13. 

.· 



TABLA 11 a 

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

l. Receptor (P2): 622.8 µg prt/100 µ1 

2. C.C.T. 350,216 cpm 

3. 100% = 19,828 cpm 

4. N.S. = 12,523 cpm 

Concentración en ng Promedio cprn % cem U-cem N.S. 
de hormona fr'i a 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 
90 22,916 142.27 

TABLA 11 b 

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

Concentración en ng Promedio cpm % cem U-cem N.S. 

• 51 

de hormona fd a 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 
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TABLA 11 c 

Curva de desplazamiento de la *hlH-LER-960 por hCG-CM-3 

Concentración en ng Promedio cpm % c~m U-cEm N.S. 
de hormona fría 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. l 17,213 65.56 
42.2 15,413 39.56 
84.4 15,907 46.32 

168.7 14,644 29.03 

Oe la gráfica 13 se puede concluir que la hCG-CM-3 es la ún1ca fracción 

que desplazó a la *H y que tuvo una muy buena sensibilidad ·hasta 1.6 

ng. 

. 
De la cromatografía de intercambio aniónico 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 gráfica 

No. 14. 

.' 
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TABLA 12 a 

Curva de desplazamiento de la *hLH (LER-960) con HCG-OEAE-1 

l. Receptor (P2): 622.8 µg prot/100 pl 

2. e.e. T. 

3. 100% 

4. N.S. 

Concentración en ng 
de hormona fria 

6.7 
13.4 
26.7 
53.5 

107 
315 

194,185 cpm 

= 26,330 cpm 

= 4,995 cpm 

Promedio cpm 
unidos 

20,711 
13,224 
11,962 
7,807 
6,497 
7,417 

TABLA 12 b 

% cem U-cem N.S. 
cpm T-cpm N.S. 

73.66 
38.57 
32.65 
13.18 
7 .04 

11.35 

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

l. Receptor (P2): 622.Bµg prot/100 pl 

2. C.C.T. = 194,185 cpm 

3. 100% = 26,330 cpm 

4. N.S. = 17,435 cpm 

Concentración en ng Promedio cpm % cem U-cem N.S. 
de hormona frfo 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 25,659 92.45 

.53 
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En la gr~fica No. 14 se observa que la hCG-DEAE-1, es la fracción que 

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

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

13 b y en la gráfica No. 15. 

TABLA 13 a 

Curva de desplazamiento de la *hLH-LER-960 por hCG-DEAE-3 

l. Receptor (P2): 622.8 µg prot/100 µ1 

2. C.C.T. = 268,067 cpm 

3. 100% 

4. N.S. 

Concentración en ng 
de 1 a hormona frf a 

33.6 
67.2 

134.3 
268.7 
537.0 

1075.0 
3150.0 
6300.0 

12600.0 

= 

= 

25,235 cpm 

4,134 cpm 

Promedio cpm 
unidos 

21,620 
20,695 
19,195 
15,008 
11,664 
7,857 
6,590 
5,952 
4,987 

% cem U-q~m N. S. 
cpm T - cpm N.S. 

82.86• 
78.48 
71.38 
51. 53 
35.68 
17. 64 
11.64 
8.16 
4. 04 

: 



TABLA 13 b 

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

l. Receptor (P2): 622.8 µg prot/100 µl 

2. C.C.T. = 268,067 cpm 

3. 100% = 25,235 cpm 

4. N.S. = 13,679 cpm 

Concentración en ng Promedio cpm % cem U-cem N.S. 
de la hormona fría 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. o 14,997 11.40 

.55 

En la gráfica No. 15 se observa que ambas fracciones de la DEAE-111 y 

IV tienen desplazamiento pero la potencia de la hCG-DEAE-111 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 gráfica No. 16. 



TABLA 14 a 

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

l. Receptor (P2): 622.8 µg prot/100µ1 

2. C.C.T. = 294,992 cpm 

3. 100% 10,914 cpm 

4. N.S. = 6, 104 cpm 

Concentración en ng Promedio cpm % cem U-cem N.S. 
de hormona fría 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 la hLH (*LER-960) por hCG-DEAE-3 

l. Receptor (P2): 622.8 pg prot/100 µ1 

2. C.C.T. = 294,992 cpm 

3. 100% = 10,914 cpm 

4. N.S. 5,987 cpm 

Concentración en ng Promedio cpm % cem U-cem N.S. 
de hormona fría 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 

1575.0 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 gráfica 16 se puede observar que aunque la hCG-DEAE-1 es más po-

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

vez, requiera de otros pasos de purificación. 

Para la hCG-DEAE-3 se observa que es más reproducible, tiene mejor li­

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

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

para 3.05 ng por ml. 

TABLA 15 

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

cuantificación de los diferentes sueros problemas· 

l. Receptor (P2): 622.8 µg prot/100 µ1 

2. C.C.T. 291,237 cpm 

3. 100% = 39' 4-01 cpm 

4. N.S. = 20,380 cpm 

Concentración en ng Promedio cpm % cem U-cem N.S. 
de hormona fría unidos cpm T-cpm N.S. 

3.05 38,237 93.88 
6.1 35,915 81.67 

12.3 35 ,493 79.45 
24.o 34,748 75.54 
49.2 31,713 59.58 
98.4 32,864 65.63 

196.8 28,108 40.63 
395.7 25,669 27.81 
787.0 27,238 36.05 

3150.0 23,095 14.27 
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Que la técnica es útil para problemas clfnicos, se demuestra con los d~ 

tos de la tabla 16 en la que son evidentes las diferencias de los nive-

les de LH en los sueros de mujeres a diferentes edades. Estos mismos 

datos están contenidos en la gráfica 17. 

TABLA 17 

Suero problema Promedio cpm % c~m U-c~m N.S. Factor de Concen trae i ón 
{ dilución) unidos cpm T-cpm N.S. dilución en ng x ml 

Post-menopáusica 
(1:4) 32,767 65.12 X4 212 
(1:8) 34,798 75.80 X8 208 

.p 

Mujer nonnal 
(1:2) 35,401 78.97 X2 36 

Niña 
(1:2} 35,753 84.82 X2 19 

Finalmente el siguiente experimento consistió en cuantificar la actividad 

biológica de polvos denominados SPM-CM-2 y SPM-CM-3 purificados con inter­

cambiador catiónico. 

Los resultados se dan en la tabla No. 17 y en la gráfica No. 18. 

TABLA 17 

Curva de desplazamiento en el sistema estudiado 

l. Receptor: 622.8 µg prot/100 µl 

·2. e.e. T. == 135.225 c. p.m. 

3. 100 % == 10.176 c. p.m. 

4. N.S. = 5.982 c.p.m. 



Concentración en 
ng de hormona fría 

3.8 
7.7 

15.3 
30.7 

123.0 
246.0 
442.0 
984.0 

1968. o 
3937.0 

.Promedio cpm 
unido 

10,113 
9,843 
9,471 
9,214 
9,259 
8,950 
7,986 
7,585 
7,159 
7,022 
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cpm U - cpm N.S. 
cpm T - cpm N.S. 

90.23 
84.34 
76.21 
70.59 
71. 58 
64.83 
43. 77 
35.01 
25.70 
22. 71 

los polvos SPM-CM-2 y 3 se ensayaron en dosis de 1262 µg a 19,72 µq de 

diluciones seriadas, para el primer polvo y de 1,12 µg a 17.37 µg, sin 

observarse desplazamiento aparente en la curva estandar (ver gráfica 

No. 18). 

Con lo observado en la gráfica, se demuestra que el sistema empleado si­

gue siendo reproducible y que es aplicable a la cuantifica~ión de pol­

vos problema que se purifican en este laboratorio. 
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5- DISCUSION DE RESULTADOS 

l. Recolecci6n y almacenamiento de los ovarios 

II. Obtenci6n de los receptores 

JII. Cuantificaci6n de los receptores 

IV. Purificación de la hCG 

V. Electroforesis de la hCG 

VI. Radioiodaci6n de la hLH 

VII. 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 cuantificación 

en estados fisiológicos normales,asf como,en alteraciones clínicas en que estas 

hormonas se producen. Ya que este método es capaz de sustituir con amplias ven­

tajas al bioensayo cualitativo de la hiperhemia ovárica (3) y a los inmunoensa­

yos tradicionales. 

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

para el desarrollo de la cuantificación de hCG por radioreceptor. 

I- Recolección y almacenamiento del tejido. 

El método que se siguió para la recolección, almacenamiento y posterior conserva­

ción del tejido ovárico, es adecuado y confiable ya que en las alícuotas de re­

ceptores, utilizadas hasta seis meses después de procesadas, no se detectó pér­

dida sustancial en su capacidad de reconocimiento a la hormona lo que está de 

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

· II- Obtención de ~os receptores. 

Del esquema de centrifugación diferencial reportado por Saxena (21), el cual se 

tomó como base para la obtención de los receptores, se encontró que la banda nú­

mero 4 es la que corresponde a la fracción membranal con mayor concentración de 

receptores, que se comprueba con el subsiguiente estudio de cuantificación de 

protefnas y efecto de re~eptividad mostrado hacia la hLH marcada. Este dato no 

está reportado en la literatura consultada. 

Este mismo estudio se realizó para una fracción de membranas con mayor contami­

nación "como lo es el precipitado de 14,500 x g (P2) el cual presentó 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 la técnica). Dicho P2 tiene la ventaja de obtenerse más 

fácilmente por lo que su aplicación en laboratorios de rutina resultarfa práctica. 

Como subsecuentes estudios a realizar,se propone el calificar la pureza de las 

fracciones bajo el criterio de la microscopfa electrónica, para establecer de ma­

nera definitiva el tipo y cantidad de contaminantes posible. 

III- Cuantificación de protetnas. 

La técnica de Lowry-Hartree (87) que se utilizó para la cuantificación de protef­

nas de las.bandas de la centrifugación de tejido ovárico y las diferentes fracci2_ 

nes de hCG purificadas, demostró ser altamente reproducible y confiable a través 

del tiempo en que se utilizó como prueba de rutina en este laboratorio. 

IV- Purificación de la hCG. 

El perfil de elución cromatográfico de la hCG por gel filtración en Sephadex G-15 

(cuyo ltmite de exclusión es de 1,500 de P.M.) resultó el esperado, ya que la pr~ 

teí.na eluy6 en el pico I (hCG-Seph-I) dentro del volumen externo de la columna 

( 4. 5 ml), el cua 1, salió perfectamente separado de 1 segundo pico ( hCG-Seph- II) en e 1 

que teóricamente se retuvieron moléculas de menor P.M., posiblemente conservadores, 

sales, o algunos fragmentos pequeños de proteínas. La ausencia de linearidad en 

la respuesta.que presentó esta fracción al intentar desplazar la hLH marcada uni­

da al receptor,· posiblemente se debe a la presencia de moléculas contaminantes que 

de alguna manera afectaron esta capacidad. Este efecto sugirió el empleo de otros 

métodos de purificación. 

El patrón cromatográfico obtenido de la purificación de la hCG por carboxi-metil 

celulosa no fue el esperado,ya que, la fracción activa hCG-CM-3 (pico 4, ver gráfi-
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ca No. 3) eluyó al final de la secuencia de amortiguadores, comportándose como una 

molécula con alta afinidad por la matriz negativa. Según 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 proteína debió ser ligeramente negativa y por lo 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 técnica. 

Graesslin (11} reporta que una hCG desialilatada tiene un pI de 9.5. Una hCG con 

estas características se supone que exhibiría un comportamiento similar a la nues-

tra, al someterse a la acción de este intercambiador. No podernos descartar que 

posibles cambios en la estructura terciaria de esta proteína modificaron su pi. 

El perfil de elución en DEAE-celulosa mostró aspectos interesantes que deben ana-

1 izarse: 

. 
La fracción importante no salió al pH esperado ( pH ácido 3 a 4.5 ). Al pH más 

ácido (2.5} eluyó una fracción con poca actividad (hCG-DEAE-4). La fracción ob­

tenida a pH de 9.5 (hCG-DEAE-1) mostró la mayor capacidad de desplazamiento en el 

sistema de radioreceptor. La hCG-DEAE-3 (eluyó a pH 6.8) mostró una capacidad de 

desplazamiento ligeramente menor que la anterior aunque mayor linearidad en el 

sistema. El patrón cromatográfico fue reproducible, lo que valida las anterio-

res observaciones. De este análisis se concluyó que la fracción útil que debía 

aplicarse a la técnica era la hCG-DEAE-3 que presenta características similares a 

la fracción purificada por Morí (7). Lo anterior condujo a pensar en la existencia 

de heterogeneidad estructural en la hCG lo que se demostró al hacer el estudio elec­

troforético. Mayor información sobre la posible heterogeneidad de la hCG se puede 

obtener por estudios de P.M. con técnicas anal1ticas en gel filtración (sephadex 

G.:.100),. o en sistemas electroforéticos con S.D.S. (sodio-dodecil~sulfato) y deter_ 
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minaci6n del pl por técnicas de isoelectroenfoque. 

V- Electroforesis. 

La hCG comercial exhibió 2 bandas, la más catódica (Rf= 0.22) parece corresponder 

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

Durante el proceso de purificación, los diferentes productos que se obtuvieron de 

la DEAE celulosa mostraron diversas bandas (ver Gráf. No. 4). La hCG-DEAE-1 y 

DEAE-3 tuvieron en común en sus electroforetogramas una banda con valores de Rf 

cercanos, intensamente teñida que no se encontr6 en la fracción incapaz de unirse 

al receptor (hCG-DEAE-2). En .la hCG-DEAE-4 debió encontrarse presente en muy baja 

concentración. La proporción de proteína en la banda de estos tres patrones está 

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 composición heterogénea que ha sido ya demostrado par~ otras honno­

nas (91), con esta misma técnica. Hasta el momento estas observaciones no han 

sido reportadas. 

VI- Marcación de hLH. 

Los perfiles de elusión resultaron los esperados al separar la 125 1-hLH del yodo 

libre. La eficiencia y actividad específica estuvieron dentro de los límites 

asignados; sin embargo, estos parámetros fueron altos con respecto a lo reportado 

por Saxena (21), Oufau (76), Scaglia (80). Estos valores no fueron un obstáculo 

para el adecuado funcionamiento de la técnica. 

VI- Técnica de radioreceptor. 

En datos reportados por Saxena (21), las condiciones óptimas de unión de la 125 1-hLH 
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con el receptor son: pH 7.0, 37ºC. En cuanto al tiempo de incubación 30 minutos 

fueron suficientes para alcanzar la saturación del receptor. Este valor es seme­

jante al reportado por Scaglia (80). 

El 95% de receptividad a la hLH marcada mostrado por la banda 4 (gráfica No. 8) 

no dejó lugar a dudas de que contiene el mayor número de receptores y su capaci­

dad de saturación se realizó de acuerdo con lo reportado por otros autores (21, 

25, 64). 

La saturación de sitios de unión de los receptores del P2 con aproximadamente 

2 ng de 12 s1-hLH ó 200,000 c. p.m. demostró un comportamiento análogo al de la 

fracción mernbranal altamente purificada (banda 4), corno señala Scaglia en sus 

trabajos {80). 

Una observación importante en este trabajo es señalar que la hLH modificada signi­

ficativamente por efectos de la marcación ya no es reconocida ni unida por su re­

ceptor (gráfica No. 7). 

La hCG-Seph-I fue capaz de unirse al receptor y desplazar a la hLH marcada pero su 

comportamiento llevado a graficación Logit-Log mostró variabilidad con puntos so­

brepuestos, lo cual se explica por la utilización de un producto parcialmente puri­

ficado (ver Tabla 4). No obstante, el rango atil 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 la DEAE-celulosa mostraron diferente capacidad 

de desplazamiento de la 12 51-hLH. Entre ellas la hCG-DEAE-3 dió patrones de des­

plazamiento adecuados con una sensibilidad de 3 ng. Esta cantidad es superior que 
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la reportada en otros.trabajos que utilizan fracciones membranales altamente puri­

ficadas (21, 80). Sin embargo, ésto no limita la utilidad de esta metodología pa­

ra que su aplicación a la clínica, 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 más evidente su confiabilidad y practicabi­

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

finalmente,quedó demostrada que esta técnica puede determinar la actividad bioló­

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

Las honnonas protéicas son substancias que se producen por glándulas endócrinas, 

se encuentran en muy bajas concentraciones en la sangre y juegan un papel de vi­

tal importancia para la regulación metabólica y la conducta del hombre. 

Para su cuantificación se han desarrollado metodologfas tales como el radioinmu­

noanálisis (RIA) y radioreceptor, los cuales detenninan la actividad inmunológi­

ca y biológica respectivamente. 

Con el fin de obtener un método sensible, rápido, reproducible y confiable se 

desarrolló la metodologfa del radioreceptor que sustituyera al bioensayo de 

hCG (3). 

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

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

Para el proceso de purificación de la hormona se utilizó cromatografía en gel 

filtración, por intercambio iónico en carboxi-metil celulosa y en dietil-amino­

etil celulosa encontrándose que esta última proporcionó fracciones útiles 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, además de requerir otra etapa de purificación que posible­

mente aumentaría la sensibilidad del sistema. 

Para el adecuado desarrollo del sistema además de requerir hormonas purificadas 

se debe garantizar que el proceso de la radio-iodación de las mismas no las modi­

fique sustancialmente, de tal forma que exista un nivel de competencia similar 

con la hormona nativa por el sitio receptor. 
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Con el presente trabajo qued6 concluida la fase de estudio de la técnica, que en 

nuestro laboratorio detectó hasta 3 ng de hCG o hLH quedando pendiente para estu­

dios subsecuentes la estandarización y aplicación de la misma . 

• 
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Tai.1-a rlo. 1- l\lyunas ~ropled.11ks l l~lcui1ulu1lcas y métodos de purlflcacl6n d1• ld hCG 

AUTOR AÑO ORIGEN DE ~nooo DE P.M. pi PORCIWTO DE ACTIVIDAD OTRl\S 
hCG PURIF!CAC!ON CARBOH I DMTOS BlOLOGlCA CARl\CTER 1ST1 CAS 

(U. l/mg) 

Van Hell y orina de orina +adsorbente Patrón elecro-
Goverde 1968 embarazada +precipitación 31,000 25 18,800 forético con 
( 4,5 ) nonnal etan61 lea múltiples ban-

+ C.M-Sephadex das 
+ Sephadex G· 100 

Bahl (6) 1969 Preparación DEAE-Sephadex 
t comcrcl a 1 + Sephadex G·lOO 31. 2 12,000 

"l Morl (7) 1970 Preparación Sephadex G-100 + 37,700 Afinidad 29. 4 12,800 
comercial DE1,E-celutosa catódica 

·j Morgan y Preparacl6n SE-Sephade X 48,000 2.95 30 13,000 a• 18,000 
Canfield 1971 co111ercid 1 + ilio-gel a a ¡¡• 30,000 

' ( 8,9 ) + DEAE·Sephadex 36,000 15,000 

~Van Hall y Preparacl6n DEAE-cetulosa 13,500 
· Vaituka1tls 1971 comercial + C.M-Sephadex 

(10) 

Graesstin 1973 Preparaci6n C. M-Sephadex 50,000 Rangos de a= 18 ,000 
( 11) correrciat + Sephadex G-100 3.8 - 5.4 f!= 31,000 

hCG-as.lalo 6 Isohonnonas 
• 9.5 por electro-

enfoque 

Herz (12) 1974 Preparac16n SP-Sephadex C-50 56,000 Rangos de a= 21,500 
comercial DEAE·Sephadex 4. o - 5. 2 ll• 34,500 

S~phadex G-150 

rein y Extracto Sephadex G· 100 38,000 30 a• 15,000 
Rosen ( 13) 1980 placentario en ambos casos IJ• 23 ,000 

y suero de 
embarazada 

Nlshlmura y orina de orina +adserbPnte 48,000 7,000 hCG de cori eca.r, 
Tojo (14) 1981 embarazada + precipitación cinema (act. 

nor~a 1, con etan61ica biol. 400 u. 1/ 
rr.ola hida· + DEAE-celulosa mq) no se detec 
tldifonne + Sephadex G-100 taren carbohl--
y con corlo- dratos 
carctne1M 
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TABLA !Jo, 2 
Descl'ipci611 de Wtrias rn.i~h.1s de ernbarazo, 

·-
AIJTOR 

rrro nr: rnur:PA 
mRt·'.JI.~; nr: ri1:Tr.ccrou 

TXIRACION 
DIA nr. nr.n:rcrrm or:s-

SE RfAI.I7.I\ EN • , • PUES Dt LA OVULAClüN, 

,/ 

' Ascheim y 
Bioensayo 

Luteinizaci6n en ovario 
5 d.ías 

25 
orina 

•• .... 
Zondek 

de ratona. 
ffe 

(1927) • . ~f 
., 

F'riedman 
Bioensaya 

Ovulación en coneja 
48 horas 

25 
orina 

~ (1929) 

Kuppennan 
Bioensaya 

Hipel'hemia en ovario de 
2 horas 

25 
orina 

( 1943) 
rata. Galli-Mainini 

Bioensaya 
Eyaculación de espenias 

2 horas 
25 

orina 

( 1947) 

en anfibio, Brody y 
Inmunoensaya 

Pdl'tículas de latex en 
2 minutos 

25 
orina 

Carlstran 
placa. (1960) 

Wide y 
Inmunoensayo 

inhibición de la hemo-
2 horas 

25 
orina o 

Gemzell 
aglutinación. 

suero 

(1960) 

Wide 
Radioinmuno-

Competencia con 12SI-ha:; 
24 horas 

12 
suero 

(1969) 
ensayo 

inmunoreactiva por éU1ti-
cuerpos específicos. Kosasa 

Radioinrmpio-
Competencia con1 25I-hCG 

24 horas 
7-9 

suero 

(1974) 
ensayo 

inmunoreactiva por anti-
cuerros específicos. Saxena 

Ensaya de 
Canpetencia con 1251-ha:; 

1 hora 
6-B 

suero 

(1974) 
radiorecep-

biologicarr.ente activa -tor 
.POl' un receptor especi-fico, 



lQ./,/ 4. no, 3. 

So/uc/ón 
Hortnona 

Hortnono ... 

0
tnortíguodora 

Rec'Pfor 

Sofuc1611 
Otnor11guadora · 

N. s. o 
o~ 

41 ºº )11, 
IOOJJ/. 

lGrand•s can t. d•ff.1 
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-.· ·100/J/, 
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.! I tnl • 

.... 
• ,e:: 
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I 00µ¡ (() u 
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Curvo esfondor 
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11., 
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o Problemas. 

I O O JI/ 
I O Op/, 

~ (J ... 
Q. 

IOOp/, 
l., o 

111 
I tn/. .... 

.Q • 

e:: o 
q: 

~" 
CI o u "> 

(J 
lf) 

Co11fro1 d(a 

e: 
6 ºº)11. 

.... 1) 

c. p, m. fo fo/ea. 

--- I O O /JI. --- I In/, -- Contar 
Aspirar 

eº" lar. 



" 
TQb/a No 4.Cuadro comparativo de las principotes caracter(stlcas 

que presentan las fracciones de hCG obtenidas en es te trabajo. 

Clave de la hormona purlf. Actlvld ad blol. ·Linear/ dad. S enslbllldad R eproduclbilldad. 
en el ensayo. ten ngL 

hCG- Seph-G-15-I. Si No. 10 SI 

hCG-CM-1. No 

hCG-CM-2. No 

hCG- CM-3. SI 51 l. 6 No. 

hCG-DEAE- l. SI No 6.7 SI 

hCG-DEAE-Z. No 

hCG-DEAE-3 SI S I 3.05 51 

bCG-DEAE-4 SI No 50.5 SI 



E •quimo 9••era1 d• 1 robo JO d•l •nsoyo de/ rodio-rec epf or de hLH y hC G •n cuerpo IÚleo d• bov;n4 

F /gura no. /, 

Recolección y conservación 
de/ materia/ bio/tig/co. 

J 
Extracci6n y purlf/cacfón 
d1 receptores • 

L 

Purificación de lo hCG. 

j 
Electrofores/s. 

Cuanflficac1dn de profe/nas. 

/ir----~--Rod/o-iodación de la hL H. 
'Receptor - H - H.* 

j 

I 

Es tud/o de las condiciones. 

TI en/ca 
Es tondarizacfón. 

Ap!/cac/ón. 

C6tcu/os. 

Procesamiento 
Graflcac/6n. 

de datos. 

Cuan f/ff cac/ón. 

'• 



Flgurono2 

Esqu.ma d•la c•ntrlfugaci6n dif•rencial para la obtencl6n de los receptores. 

' P1 

1 
P2 

J 

Cuerpo tuteo bovtno.fler.trimestrel. 

l 
H o m o gen 1zoei6n .(/O vol. de Tris-HCI IOmMpH 7.81. 

J 
Centrlfugacl6n C680xg, ZO mln.J. 

1 
' s, 

C en tr lf u g a cl6n Ct4500xg 60min1 

[ 

a>.- R esuspender en Tris-HCI '10 mM p H 7.8 l. 

bJ.-Llevor a gradiente de densidad discontinuo de 

s a e a r o s a 5 O •1. , 4 O •/. y J O •1. • 

c1.-Centrlfugaci6n (95000 K9 IZO min.1 

l 
Altcuotar y congetarlo.sbondaso-40•C. 



F I g u r a· no . .3 . 

-Esquema de /oradio-iodaci6n Je/a hLHtMltodocloramlna-T.I. 

2.5pg. deproteinafhLHJ en25JJ/ de soluci4n amortiguadora d• 
fosfatos O. 05 M. pH 7. 5. 

~ 
Agitaci6n llO seg.J. 

J 
/Op/ de Na112!>en so/ucl6n amortiguadora de fosfatos 0,05MpH7.5. 

' J . 

Agitación tlO s•oJ. 

J 
75µg de cloramina-T: t 15mg H 3ml de sol. amortiguadora de 
fosfatos 0.05 M pH 7. 5J. 15µ1. 

J 
Agitocl6n l60 seg. J. 

J 
/50pgdemetabisulfito de sodio. Cl5mgerr l.5ml.desol. amor-

tiguadora de fosfatos O.OSM pH 7.51. 15µ1. 

' Agitaci6n (30 seg.J. 

J 
C o/umna de celulosa Whatmon CF-11 aprox .J.O x l. 5 cm. 

J 
ler eluyente: So/. amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH 7. 5: 
Dett>rmlnar las c.p.m. de una a/fcuota de IOOpl para los 6 prime­
ros tubostcon vol. de 5ml cada uno}. Donde sale el -X, libre. 

j 
2o. eluyente: Suero normal humano: Determinar las c.p.m. de una 

a/fcuofo de IOOpl para los 6 siguientes tubos (con vol.de lml .. 
cada uno}. Donde sale la hormona marcada. 

J 
Contar el tubo de reacción y la columna. 
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Figura No. 4. @ 
PATRONES ELECTROFORETICOS DE DIFERENTES FRACCIONES DE hCG 

PATRON ELECTROFORETICO CLAVE ACTIVIDAD 

<DI 1 • hCG - Pregnyl-40 no activa 
R1• .220 .582 

®( 1 f.) 1 1 1 hCG -DEAE-1 activa 
1 1 1 

Rf: .267 .483 .583 

@[ 1 ·.: 3 íl 1 
1 1 1 

R1: .184 .357 .!110 .775 

©I ,, ! 
1

: 1 
Rt= .213 .252.339 .553 .776 

@_( _·....,......· : _ ___..._ 
1 

0.301 Rfs 

hCG-DEAE-2 no activa 

hCG-DEAE~3 activa 

hCG-OEAE-4 poco activa 

' .. ~ 

-- .. 

,._.'" 

........ 
\ 



Gr á f 1 e a n o. 1 . 

' " I O 3 J 
1 )JQ de pro t,/ml 

co -~ . C\Í -

~ .¡, 

~~ ,., 



'• 

0,2 

º·' 

/ 
\Í I • 

D. O. 

4 71. 3µg,Prot.lml. 

51.14 )Jg. Prot./ml 

. i"l 
I . 

Gr á f I e a No. 2. 

\ 
\ 
\ 

Soporte cromatogróf/co: Sephodex G-15 • 

Muestra: h CG <Pre gny/J BO mg. 

Dimensiones de la columna: 12 x l. 5 cm. 

Volumen total= 21.2/m/. 

Volumen de exclusión= 4. 5 mi. 

Volumen Interno: ·o;-9 mi. .' · ,, 

Volumen de lama triz :: 1!3.B lm/, 

Temperatura= 4• C. 

1 

' \ ... -.. _ ..... ,_, ........... _ ..... _,_ .. -... -...... _ ............. _,_, 



2a. 3a. 4a. So. 6a. ·---.... -----------. -- -------
Gráfica no. 3. 

º·º· Soporte cromatográf/co: Carboxlmetll celulosa C 28 K 2. 75 cm.1 

Muestra:: hCG l PregnytJ 2 4 O mo. 

1,5 
Sa/uc/6n amor tlguadoro Rendimiento. Conc.de pro t. x mo dt polvo. 

lo. Acttato dt amonio 0.004 M. pH 5.5 35 mg 90 pg, 
2a. Aceto to de amonio I, o M. pH 6.8 15 mg 315pg. 

3a.Acetato de amonio 1. o M. pH 8.6 

'· 
4a.Hidr6x Ido de sodio º·' N pH 12.0 36mg 67.5 pg. 

5a. Agua pH 5.5 

6a. Acldo clorhfdrlco 0.1 N pH 2.5 

• 



to. 2a. 3o. 4a, 5a. 60. 
~------·----- ------1---------------------------4----- .. -------· 

D.O. 

I ,:; • 

J.O 

o,s 

(\ 
/ \.. . ,, ... ,,,.i:-· 

Gr 6 f i e o no, 4. 

Soporte cromatogr6fico: Dic>titamlnoetilcefufoso t 28x 2,75 J. 

Muestra=hCG tPregny/J ,400mg, 

Solución amortiguadora 

la. G/lc/no 0.1 M pH 9.5 

Za. Ai:etato de- amonio l.OM ·pH 6.8 

·Ja.Acetato de amonio l.O M pH 5.5 

4a. A e ido clorhfdrico 0.1 fJ pH 2.5 

So. A gua 
-pH 5.S 

6aJfidróxido de sodio 0,/ M pH 12.0 

/. 

Rendimiento Conc. de prot.x mg d~ polvo. 

3 . ."5 mg 

8.8 mg 

9.Smg 

71. Omg 

628pg 

5 2.S ¡ig 

2. 62 /J9 

3 6 o µg 



Gráfica No. 5. 
559513 

BANCO DE HORMONAS PROTEICAS, 
Radio-

Fecha: Agosto- 30-76. acflv. 
Hormona: LER-960. µg: 2.0. c.p.O,I' 
Sol. amort: Fosfatos. pH: 7. S 
Iodo: 12 S ( IO)JI J. mCJ: 1.0 
Cloro-T: 25pl. )Jt}: 7 5. 

300 
Meto-Na.: 2 5JJ/,. )Jg: 150 

,1 Hormona útil: fra ce Iones 8 y 9. 
Radioactividad totat: 1198 005 c.p. 0.1' I 100µ1'. 
Columno:Ce/ulosa Whatman C F-11 (l. 5m/ J. 
•1. eficiencia: 63. 90 

250 Actividad especffica: 319.5).JCll)Jg. 

No.de Vol. c.p. 0.1' Cuentos ng.de •1. de horm.• tubo (mLJ UOO)Jll horm.• donada, 200-I 5 392,462 
2 P04 16,15 2 
3 .. 

B 299 
4 .. 

6 063 
5 .. 

5 116 150 
~ 6 .. 

4 399 432 491 
7 I 23087 50 
B 5.N.H 559 513 1460 1. 8 
g " 113 615 300 0.8 100 
10 .. 

31124 80 
11 .. 

19828 50 
12 .. 

18347 765514 50 
50 

C.T:/193005 

\ ·-. 
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Receptividad 

l'I• U/TI 

Gráficano.CL 

Tltulaci6n d•I tiempo 6ptJmodeJncubacJ6nparalatécnlca. 
1 

• • 
• • 



Receptividad. Groflco no. T. 

1•1. UI T L Receptividad del precipitado de 14f100fP2 1 por una hormona marcada dañada. 

115 

o 

o o 
o o 

10 



Gráfica na.8. 

1paración en::e receptividad y concentración de proteinas de /os bandas de 95000xg. 

ecep flvldar:I -

C"I· U I T J 

g de prot./ml ~· 

xf03), 

B-1 B-2 8 - 3 

No. de banda(95000xg1. 

8-4 B-5 8-6 B- 7 

No. de bonda(95 OOOxoJ 



Gráfica no. 9. 

Curva d1 saturaci6n delos sitios receptivos de 8 4 • 

100 Rec1pt/vldad 
o 

W•UIT l. o o 

75 

o 

50 

25 60 µg de proteino de e4 .. 



Receptividad 

t!; t•/• U/ T J. 

10 

5 

Gr6fica 1to. IOa. 

Curva de saturaclon de tos sitios receptivos d• P2 • CC.C. T.: 14Q260c.p.m.1. 



Receptividad t•/. UITJ. Gráfica no. 10 b. 

Curva de saturaci6n delos sitios receptivos de P2 • te.e. T.: 70,IBc.p.m.J. 

15 

l 
~ 

~ 10 
¡; 
i 
~ 
~ 

! 
~ 
~· 

~ 
if 
¡,: 

t 
l ¡ 
! g 
t 
~ 



Receptividad· Gráfica no. 11. 

( c.p.m. unidas x 1031. Curvas de saturacl6n de los sitios receptivos de P
2

• 

30 

~-------------- (1: 21 

20 

• 

10 ,. 
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•1. de desplo~omlento.: T-N" 100 Gráf leo no. 12. Log/t: log 
1 
~y 4 

~: 
o 

~ ¡ 
" .. g5 
~; 
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1 
90 

Curva de desplazamiento de la hormona fltiLH-L.E R- 960 por la f rocclón hCG .. Seph-G-15-I. 
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•¡. de desplazamiento Grcf flca no.13. Logtt=lcgL 
4 

J!..d:!. X /O O 
·1- y 

T-N • 

g5 3 

r. 
! 
f'¡ 

t 
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90 
hCG- CM-1 

2 

80 

hCG-CM-2 
I . 

10 

• 
60 

50 o 

40 • 
JO • _, 

20. hCG-CM-3 

Curvad• dtsplazamlentode/o *hLH-LER-960 -2 
10 por las tracclon.a hCG-CM-l,hCG-CM-2yhCG-CM-3 
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•¡. d• desplazami11nto~ U - N x 100 
T-N 

Gr6flca no.14 Loglt=log _r_ 4 
, - y 

Curvo d1de1p/azaml1ntodtlo hormona ""hLH-LER-geopor las fracclontshCG-DEAE-1 y bCG-DEAE-2. 
3 

hCG-DEAE-2 
" 

2 

o 

_, 

-2 

hCG-DEAE-1 -3 
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y. d• dHptaiomlento = ~: : x 100 
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Gráfica no. llJ. 4 
Loglt=tog....:L. 

1-Y 

Curva dt dup/azomlHto de la hormona *hLH- LER-fHJO 

por 101 fracciones hCG-DEAE-3 y hCG.DEAE-4. 

hCG-DEAE-4. 

hCG-DEAE-3. · 
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hCG-DEAE-3. 
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e;. d; desplazamiento= J!..=.!J.. x/00 
T-N Gráfico no. 17. 

L oglt= log-L 4 
1-Y 

95 ·D1termlnocldn de la concentracldn 1n ng de hLHI hCG en sueros prob/1mas de mujeres de diferentes edades 

-4 
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Gro flca No. 18. 

• SPM-CM-3lTSHJ • 
.__--SPM-CM-2 (LH-TSH~. 

hCG­
DEAE-3. 

Determinación de laactlvldad blol6glca de algunos polvos problema. 

3 . 

2 

o 

_, 
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