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1.~ INTRODOCCTON. -
. o La»capac;dad derla,placenta para.actuar ce}' un 6rqano endo-‘ ;

Ca, man: fesﬁandose tanto enlanlmales lntactos como: en.animales thO‘

»

fmsectomlzados 3/'L S

contlnuaczén del embazazo.

ma Gonadotroplna,Corlénlca Humana (H.C.E.Y se encuentra no -
solamente en la orina,,sangre ¥ tﬂjlao‘trofbb,ﬁstlco -de embarazo -
de mu;e:es normalesr sino que tamblén ‘en &stos materlales de’mnje~
reS'menopau51 is, mujeres .con embarazos natolégLCGSIdewalferentes—"
>Categormas como son ios a) embarazos tempranos y'bJ embarazcsltar~ 

dfoc. -

Los primeros comprenden: Aborto, neoplasias trofoblisticas -
como mola hidatidiforme, mola destructiva y corfocarcinoma.



Los embarazos tardios’ ._-incluyetz-e;? Embarazo: inter alia abdomi-—

‘na'I, defectaos "{':cﬁgé'n”ﬁi:d’s' del feto, -embarazo miltiple, hipertensién,
1501nmun12a01cnes Rh, desoraeq del metabollsmo de carbchidratos,vé '”f

'.embarazos prematuros y naste*lores 7/2

La Ha c G- fué la_pzimera hormona azslada de 1a pﬁacgnta.— Ha

‘bzéndose establec1do gue . 1a HCG es smntetlzada por el tegido co--—'u

zlénlco 8/

. Todos los'padecimiéntdé-anferiorménteqméncionaaos,'agi como—

~ los estados normales de embarazo éxcregan grandes cantidades de —=

HCG, ellmlnéndose por'la ohlra, la cual 1a hace untmaterial rlco -

v;en.contenldo de hormonaslgonadotréflcas. 51endo éste p*caucto abuin
dante, barato y-de,fécil adgulslclén, fie es nada dlfic11 tomarlo -~
 ccmo materia prima para. 1a,producc16n de grandes cantidades de HCG
. ‘pura. EL cual és propbsito de éste trahago aar 1nformac&6n ¥y una, -
. gufa de varlos métodos guimicos de extracczén Y de purificacibn de
HCG, partn.endo prmclpalmente de orina y ‘en: 4no- 6 dos mEtodos de -

"’giéhdula pltultaria, mencxonando sus ventajas b4 desventajas asf -

como Siuéva,hla@;ﬁﬁ tanto en mEtodos: b;olég_;cq_s como. en Frnmunol6gi-

)
1
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2,- GENERALIDADES.

2.3.~ Estructurs ¥ Propiedades de la HCG:

La Gonauotrquna Corzﬁnlca Eumana.(ﬁcea,vpertenece al grupo-
de.hoxmonas gl;coproteicas, las cuales son protefnas conjugadas --
ggevcogﬁignen)g;u9°sqaenqarbohza:atgs,unldos covalentemente a una-

" caflena polipeptfdica, como lds gue presentan hormonas pituitarias:
Hormona Luteinizante (LH), Hormona Folfculo Estimulante (FSH), -——

Bormona Estimulante de las Células Intersticiales (I6SH) 'v la Hor-

:mona nstlmulanteVd_ la T1rotr091na (TSR), que.tlenen ciertas 51m1~
Litudes enApropledaaES’bloléglcQs = 1nmunoauim1cas, parte de las -

cuales son expllcaaas por su- alstrlbuc16n comﬁn de la cadena alfa.

La HCG tiene L3313 peso molecular cercano a 39,000 9/, del cual

aproxlmadamente 30% de su peso scn<carbohidxatcs, como el ﬁC1do -
K~acet11neur§min1co ANANA-Scido siallco) y fhcosa en unidades tex-i,

mznales ne reducidas 10/.

CEL alto éonten:;:.ﬁc: del &cido sfalico contribuye para explicar

‘,‘Sﬁfﬁajé,puniﬁiisééléctzicof,qué.és-dg 2.95. Vaxidcicdes en el con-

thniébwae‘és;éqﬁciab;rlgs,§gales‘hanfsidb‘astudladas 11/, 32/, 13/
y‘i&;, ﬁan{ayudaao gafapéxplica:*la hetérohegeneidad electroforé--
tica desde el punto de vista 1saeléctr1co. Por lo que la heterohe-

. geneidad.erx HCG gnc§=<sdrgif4ae varidcisnes en los dos constltuyen

tess: Carbchldratos ¥ Zninodcidoss Llegéndose . @sta conclusibn —-=-
cuando se observS due al eliminar restos de éc;an’s;alico«davlé‘e-
',banaa.paternag'ééi‘cémo lﬁwéiiminaciﬁn_aé carbohidratos, 1a cadena
pépfi&icé‘a‘pésar'ﬁé‘éstas eliminaciones conserva su hetegohegenei
daa.isl 16/. Bmparsnaose &stos :esultados por observaclones ——
hechas.enAla,secuencla_N-texminal.de 1a subunidades alfa (ver la =
£6rmula desarrollada en la Fig. 1).

Estudios estructurales hechos sobre la gonadotropina corif--
nica Lumana obtenida de orina de embarazos humanos; ensefian gue -«
consiste de dos subunidades diferentes, de enlaces no covalentes;-
llamadas subunldades alfa y beta. Que pueden ser disociadas poxr -—

- 7 -



x

urea.y»han‘siﬁovaisladas'y"purifiéa&as‘;Z/a 18/ y 19/ ‘

. Una importante.caracterfstica &e la HCG est&ﬁeh la composi-~

cibn de los aminodcidos, la cual posee un alto contenido de proli-

na; muy similar al que contiene la'proteina colagena 20/, Una gran
cantidad de serina est& tamblén presente, mlentras que tript&fano-
esta ausente. ' '

a) .~ La subuﬁ;a-ag Alfas

'rLa‘SﬁbuniaadfﬂééfhlféAes unazgiicopéptido:ébnfﬁn-pesh*mplesw

cular de 14,900, del cual la proporcién protefca fepresenta 10,200
_y los carbohidratos 4,700. La secuencia completa de aminofcidos es
de 89-92 residucs, propuesta‘par Mbrgan y'colaboradores 23/ 22/ Y
23/. )Flg.l) :

‘ﬁmbos:grupoé dé,investigadbrES“eﬂcqpt:éfon1hete;6hégéniéadr*
én los aminos terminales. Aproximadamente 30% de toda la cadena ==
».HCG—Alfa>escasean los tripéptidos termlnales, ¥ otro 10% de dipép-’

tidos: terminales. El mismo tipo de heteroheneldad N-terminal ha =~

:sido repoztado en, la subunidad-alfa de la FSH de orina humana.: Ta-"”

les ﬁeterogeneldades pudieran.representar méléculas precutsoras en

varias etapas de unibn; pero puede también ser por la dlgestiﬁn.--
durante la excreclﬁn,urlnariaAé inciugo. Ruz=“te & ‘pugs ifigaEion det

la hormona. &

tia HCG-Alfa presenta 5 enlaces disulfuros, annque}ﬁé se han-

‘encontrado la présehciéﬂaewgrnpos'sﬁlfiariios:1ibres, Parece ser -

' que la misién dédloé'énlaceS»6i5u1£uias asifcomé:algungsuae.los -

grupos amifios es permanecermfijbs“pafaﬁser completados.

Los carbohldratOS'totales de Bcc-Alfa bstéu cont eﬁléﬁs en ==

dos cadenas de oligosaciridos, las cualeés son atacadas por enlaces

N=glicosfidicos, tales como los residuos de asparagina én posicio--

nes 52 y 58.



'Su estructura, designada tipo I por Bahl,ggj’y,gg/; se com-~

para con el tipo II de la subunfaadAbeta, en la fig. 2. Las cade~~-
nas terminan en fucosa.6 écxdo N‘-acetilneuraminicor teniendo re51-

dugs: galactosidlcos en las posiciones subterminales 26/ La secuan
cia de los aminoécldos en los sitlos de ataque sén del tipo<ﬁsnrx-
Thr conmunmente dgociado con lasg conecc1ones de log carbohld:atcs-
(vexr Fig. 1}. )

NH,-Ala-Pro-Asp-Val-Gln-Asp-Cys-Pro-Gln-Cys—Thr-Leu-Gln-
' E -5 " 16
Glu~Asp-Pro-Phe~Phe-Ser-Gln-Pro-Gly-aAla-Pro-Tle-Leu~
.1 -2 25
. Gln~Cys-Met-Cly-Cys-~Cys-Phe-Ser-Arg-Ala~Tyr-Pro~Thr—
S 30 - 1 -
Pro-Léu-Arg-Ser-Lys-Lys=Thr-Met-Leu-Val~Gin-Lys-Asn= .
40 s 50
Val-Thr-Ser-Gln-Ser-Thr-Cys-Cys-Val-Ala-nys-Ser-Tyr—
Asn~Arg-Val-Thr-Val~Met-Gly-Gly-Phe~-Lys-Val-Glu~Asn-
B 5
His ~Thr—Ala-Cys-His-Cys—Ser-Thr—Cus-Tur-mz:—His-Lys-g

, ‘80 o _ 85 90
Ser=COOH. '

Fig. I.~ Secuencia lineal de aminofcidos en la subunidad HCG-al-
fa. Basada sobre las investigaciones de: Bahl y colabora
dores { 1972 y Morgan y colaboradores (1975 ).

—Bsn—G?Ac-man pHan a naﬁ:;ﬁfil ’ -‘*1=GﬁAc~naua}ma1 ,uaﬁganuu
I I I I 1
b I Ib : . Ib I Ib
L I I I b 3
GNAc GNAc GNAc GNAc GNAc GNAc
I I ‘ I I T
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Flg 2= Estructura de unldades de carbohldratos de HCG. La esctruci

<tura (L) muesﬁra,la secuen01a de los. monosacérldos de la =
HCG-Alfa. Ta estructura (II) representa la secaencia de ==
.monosac&ridos en Ia,cadena de aspardgina de la HCG-heta. e
,La\est;uctura.(III}.esvuna‘ggcuggg;aAde-mqnosacézidos‘e@ -
1la cadena Sezinawdéfia:HCGFbeta;‘

~ b).~ La Subunidad Beta:

~ El peso molecular de ‘Hct;ab"é?t‘a a5 aproximadatiente 23,000, al-
gunos 1nvestlgadores reportan 16,000 para ias proteinas 7 T 000 ~=
para la porcién de carbohidratos de 1a molécula. La,secuencia 1i-—
neal de aminoicidos se muestra en la figura 3, basada en estudios=

L 1

Aunque hay discrepancias de las estructuras propuestas; el primer-

grupo reports 145 aminodcidos presentes, mientras que el segundo -

réporté 147. EL primefo encontr6 &cido glutfmico, y el segundo =—=
glutamina en la posici6n 3; valina en lugar de leticina en la posi=
¢ibn 55y un residuo de serina extra en la posicifn 138. Los del —-—
 primer grupe no encontraron indentificdacibn para el tripéptido tex
:minal'SESSLaﬁéEIo:desctita:poraelssegunachgrup04‘HingunO‘EE*iGS‘**
ﬁesm£293t£5*ﬁnaqhéterogeneiaaaﬁﬁ-'6~caférmina1,

En resumen Estos investigadores difieren tantd en el nlmero-
como en las posiciones de ataque a los carbohidratos en la cadena-—
polipeptidica de la HCG-beta, Bahl reporta 5 unidades de carbohi~-
dratos, 2 eslabones a ésparagina én posiciones 13, y 30, y ‘tres -
pequefias cadenas NANA—galactciz—n-acetzlgalactosamina )} eslabén=~

~.“hechos pox-des- grupos- Ganfiel's y el grupo-Bahl's 207,722/ ¥ 277.~



Serina gon dlferentes Lds cadends volumlnasas es;abénrasparaginaﬁ
' Lmenen la. estructuxa /lpo II k4 ver flg. 2 )- S : '

'7E§gs 3E~}Sécﬁen¢ia 1ineél aépamiﬁeéciaos;eﬁ,1&»He@#ﬁeﬁ&i -

 NH,~Ser-Glu~Glu~Pro-Leu-Arg-Pro-Atg-Cys-Arg-Pro-Ile=Asn-Ala~
| Thr-Leu-Ala-Val-Glu~-LyS-Glu-Gly-Cys~Pro-Val-Cys~Tle=Thr~

. ) 45 A. " L o - -Leu_.r _

_Gly-Cys—PerArg-;ly-val—Asn-Pro-Vai—Val-Ser—Tyrhala-Vhl- -
_ , 75 8o -
'AlaiLeu~Ser-Cus-Gln-Cys-AlarLeu-Arg—Cys—Arg—serrmhr—Thr~,
p—Cys—Cly-Cly—Pro-BYS?Asp—Hms—Pro—Leu-Thr~Cys-AsP-Pro—
100 - . 108 - 110
:Arg—Phe-Gln—AsP~sez~ser-Ser~Ser%LvSf§la—Pro€P: =Pro-Ser—
115 | 120 | o dzs
Pro—LeurPro-Ser-Pro~Ser~Arg—Leu—Ero~GLy-Pro-Ser-ﬁso-Thr—
130 135 =Pro~ 140
Pro-Ile-Leu~9ro~Gln e e ‘Goor
—=Ser-Lei-~Pro~C00H
~ 1% =



; La secnencld de.aminoécldas adyacentes a las. unl&a&cs carbo-
hlaratos,eslabénrsarlna no €s constante en. HCG—beta Sin emnargo =
la ,qan:cenvtrac;én usualmente alta de pxoh_,na en la Vecindad desi-:- ‘

tio ag; a'tague:,,_ y la s 'ciﬁe_né:i?'a P,_f,e:-x.’—.rzé;-asﬂe:fmn notables.. :

Los re51duos ae HCGdbetavtlenen.una homniogia cezcana al 80%
con 1a hormona “Tmtéok 6fmca-beta.(LH%beta} en 1os- 115Ka 113 resi~-—
';duos,gnmc1a1es; sz};éq'menqx 1g.hggggggiamgon‘1a msn%beta, i

La.Hcehbeta, como seﬂobserva en, 1a flgara 3, ademﬁé de 1”“'“‘

Itado la sintesis quimlca de n eiccsapépﬁi ow:elac;ona&o-a el C--— , 
terminal de 14 HCG—betaﬂ'que‘es'capaz de inducir la formaczén de =~
'antlcue;pqs‘queApueden ractuar con la malécula,completa ide HCG.
' Eéfé"seéﬁennia'espeéi‘ a ha sido usada para préparar anticuerpos-—
pdra control de; la fextmlldad.33/~*Esto sugiere gue la‘determlna~~-t
Clén antigénlca de ECGrbeta resz&e.en la fegién del. C—termlnal, =
>; aue. &s suf1c1entemente accesibleiaAla interaccibn con los anti-~

cuerpos directamente relacionados a las unidades detérminantes ).

Tanbifn se ha encontrado gue la HCG posee una actividad par-

- gial de FSH- 34/} ¥ es posible que éstos residuos termlnales ( los-
cuales componen la gr¥an dlferencza entre la BLH v la HCG Y. sean -
- 12 = S



' los ;ré:s;pcnéa:zs.{lés para tal »a,ctfivi&a& an discutida.

La porc;én de cazbohldratos &M HCG—beta es: custanclalmente -f
alferente de’ las otras hormonas g?.cenzoteicas, debido a que sgs —
subunidaaes no contlenenllas cadenas de.unlén—sezzna.como la BCG
2.2:= ‘Re‘l?bi;:é;i: entreia Estruci:uia; g,ia chcivxda&»

tipos+de modlflcaclones &st:ucturales ?an 3160 notaaas -
para eFECtos de la. act1v1daa blolegxca e 1 ;unoaufm1ca de Ta ECG- L
_ 1311 stgc;agmdnhsnhunxtarka. _
| 2a. J ’Elﬁtmiﬁéciﬁﬁs de carbohldmtas g
1am) Dlsociacién ae Ias subuniﬁades.q Es nn.ﬁratamlento cen&

-k dos que,por medio de ésuas hibrlaxzaczones se recupera la act_vm--
dad.blolﬁglca h'd encontrindose especfficamente esta propiedad en la |
sﬁbuni&a&rbeta, extrapoléndose Estos resultados & las demas HoOFmo=

fia:- g}_iscgs-a«i‘:ef_nac

Existen dos pcsihléé‘razoneS'para.exﬁiiéaf'la inactividad ~=
blolﬁglca in vitrs ( parclal, aproximadamente el 20%A7, al efecs——
tuarse el alslamiento de las subunidades: ' ’



minutos. Otros: mvestlgaaores 36/

‘bidl g:Lca de J.a hormona.

a) no sobreviven 10 suf:.c‘:.ente para alcanzar sus célulasv ——

blanco .

' b} Su unién d:.sm..nuye a recegq_ores qua cont:.enen las membx:a—
nas de las células bla.nco. . ‘ s

Braunsteln y coTaboradores 32/ reportan una cant:.dad conside

rable de vida media de las subum.da&es HCG; por d:.soc;aci&n, compa.

radas con 1a hormona &in dmsoc1ar ' habiéndose myectado a ratas =

hembras. La vz_da media inieial de la HCG—alfa en el plasqa Fué de-
-geils minutos,; 1a HCG-beta duré once minutos 5[ Aa HCG intacta 141 -

lconcluyen que las subun:.dades 1o

se unen a 1as células b’lanco Ain v.r&za

BCG poxr 1a eliminaca.én aet sus’ carbohldratos se efec ‘.ﬁa folo)s) tra.ta--

‘miento: enzmético, por med:l.o de ’.'La. neu:r:omnldaza 2 / Yy 4"' '/t, & e

h:uirélisis &cida 427 43/ ¥ 44/ " aﬂ:cténdose tam‘b:zén la act:.v:.dad-

La especiflca.daﬁ bloléglca de prepax:ac:.ones de HCG decrece -
con. la elmnac‘.lén progresiva de éc:.ao si&l:.co, por Lo que se pre~

- Sem;a ‘notahie pﬁv'_d:.da de dog- zasiduss ..crmmales &e és e ac.ndo e
.en la molécula. Con menos del uno por cdento de actividades co‘nti- ,
aua aﬁn a pesar de haber perdido el 70% de dcido siglico, 43/, 49/, '

45/, 46/ p 47/ b4 48/ Ta disminucibn de la actividad b:.olégica estd
en :r:elac:.én directa con la vida med:.a en el plasma de la hormona -~
sin carbohidratos. Por e.:;‘emplo se ba zeportads 30/ que al eliminar
el 25% del &cido 'siﬁliéc', la HCE '&ismi’nuye un '5’6‘% sﬁ' vid'a’ m’edia e
vida med;a, glasmét:.ca en mancdg 4z 4n n-anut_o, es%_:c es ,a,naiogo, a 1,a-
disminuacién clara de las protefnas plasmiticas en la sangre con =
relacibn & su vida media por consecuencia de la eliminacibn de sus
dcidos sisflicos terminales. Por lo gque se sugiere que el dcido =--
sidlico juega un papel muy importante en la proteccibn dée la hor=-
mona en la degradacibn metabblica. o



Z_Sﬂs‘2apél;FisiQ1§§;§Q aég1§;Géﬁaaéﬁzépina Coridnica Humana (HCE)

En ana fbxmaAesquemétlca ia f1 ;ra b Tesnme lf' funcipnes - .

clén.de-la,progestvrena\aparentemente,por una depre 4H?{ {
tor ‘apropiado de.llberaclén hinotalémlca de 1a HCG*'Q;Q"K“
sott degendientes Ias sigulenteSwfun g el

). . Implantaclén del Embilén y . -
: 2} Desarro ‘oitemprana del embrién 1ntrauter1no, |

& e“Auna rebana&asée?ﬂ_

" nungue la plac poses ,, :
Iégéiﬁtééiﬁ”éé’&hetato de-prégeéﬁeioné se manifiesta ser mis de--
yenézente,en ‘el colesterol presente én gl ?laSma materno. comg el=
anﬁen;cz—del cual la.placenta‘hace pregnenolona, seguada pn: la -
progesterona. - ’ : '

La placenta sarece de enzimas para convertir un *’.’2‘ esteroi
dal & unlclg andrégeno por el traslado de 1a~caaena lateral,. y en
consecuencia la pregnenolona es exportada tanto en 1a‘circu1acién
fetal; como maternal 6 expoxrtada entre‘laic1rculac16n fetal mater
nal ¥ el propio fetoi la corteza adrenal guita la cadena lateral~

v forma el andrégenc dehidroepiandrosteroha (DHER), ‘gue llega sul
fatada en las partes adrenal y bilioso del feto; sufriendo en par
te el an&rﬁgeno una ls—alﬁa—hxaroxilaciﬁnm ' o

-~ 15 =



MADRE = . PLACENTA e FETO
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T . NS e ,
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T 7 semas para el noginiient

Fig. 4.~ Papel fisiolégico de la Gonadotropina Coridnica Humaha.



Son tomados completamente por la placesiaf1a'DHEAr§21§atada?'
“y‘SHSVdexivaqos.de;la‘16—aiﬁaﬁhi&r0xilécién,:miéntxaquue‘el sulfa
to es traglaaado & quitado por un sistema muy activo para la aroma

tizacién del C19 de -esteroides a C de estzégeno, convirtién&bse-
la pEER ¥ sus 16~alfa-hldrox11ados a,estradiol y estricl zespectl-

’ Vamente .

*

Por lo due se puede resumiz, que, la progesterona de iz pla-

cénta es convertida por la corteza adrenal fetal a androstemedio-—-

na, a:gluCQCOxfidoideSgy}mineralécfticoidesQchmQ uri tesultado deé-

la hidroxilacidn, la l6-alfa~hidroxiandrostenediona es también pro
ducida por ld corteza adrenal del fétob‘Y‘Pﬁ&dEVSéx'un?PFQGﬁISQr -

ﬁdeAéstrégénos‘plaéentarios.“Lafp*egnenolona en¥ra a la circulacién

maternal de 1a placenka, $ufriendo una con;ugacx&n similar con sul
fato,y 16—a1fa-hldrox11ac16n, llegando a una Segunda fuente mends-

‘1mportante de precursores ‘para 1a.groducc16n\estrogénlca placenta-

-xia. .

La HCG se. manlfiesta Ia promover varias fases de estexozdo-—

.géne51s en la unldad,fetoplacentarla"

10 Y} ville 51/, dempstré Con preparacxones de placenta Jhpmaze

na 1ncubaaa, gue la HOG estimuia la conver516n de coles'

terol a pregnenolana y«pxogestexena 52/-

20.) La sintesis de DHEA pbr'la corteza aarénai fetal paresce
ser estimulada por HCG, como evidencla se ha unserva&e—
qué aumenta la excrecléﬁ de DHEA en la orina del IECleﬂ
nacido, después de la administracibn de HCG 53/. Esto -
es como un simulacro de la accibn de 1a\Hch6uzante-e1~
embarazo, puesto que £isiclbgicamefite hay una cantidad-
significante de HCG en la circulacién fetal 54/ y 55/.

30.) La etapa inicial en la aromatizacién del anillo & de ==

los esteroides en su conversién a estrégenos por la pla

centa llamada hidroxilacién de el ¢ Cig de los andrbgenos
precursores, parecé ser estimulada por la HCG ¥y por la-—
LH, gue &5 su hormona andloga de la glandula pituitaria



-H:G\premete 1a form, lﬁn‘&e es'd,&i01 por 1a piaéénta,

évidente conflicto con Ryan y ﬁille 60/ y‘61/ porgue -—f

lellos derlenden‘que la.placenta,no Juega nlngﬁn papel -

f;fuera de 1a 16—aﬂua~hlarox11ac16n necesa:”a;para la for

:ma016n ae Este esfrﬁgeno.

Hay ev1denc1as que la‘HCG desempena an papel en la dlherens-
»clac;én.de 1as génadas fetales 34], como ev1denC1a se observa,gox-
los baaoswn veles deﬁHCG cuando el feto es un varfn y concent;ac;g
Tnes eleva;as de testosterona plasm&tlca en fetos de 12 a 18 semar~

nas ‘de gestaclénss e

c16n de HCG ¥ 1a diferenclacién mpzfolégmca ﬁe.los testieulos del-;n;

fEta con.acompanamlento de hxperpla51a_de las céiulas. de,Leydlng-—
6'/uy : R

.incertzdumbre acerca de 1a acti”‘
“HEGy por lo. que afin’ no. ha 31ao comprobado un. papel flSlGlﬁg-CQ dew
"1z HEG para,el desa:xollo ov&rlco 65/ Yy 66/ - o=

Flnalmente el papel sostenldo de la.HCG:como un,lnmunosupre—

cbservaczén de que 1os llnfOCLtOS &e mnjer'embarazada<son los res=
_nonsables de éste fenﬁmeno, ¥ otras‘dlflcultaaes evidentes de fun-_

ciones 1nmunoldg1cas por la HCG; aungue quedé_la sospedha de que: -

log resultados anterlores Sean und con;f";ac;ﬁn.de preparaciones—

de»HCG/con varios 1nmunosupresozeS;

3;~<METOBﬂS“DEVEXTR33¢§°N’

Ia presencia del pﬁm‘ma de goﬁa&o&b’piﬁa en orina ds =s;eé--
floras embarazadas fu€ primero reportado por Aschheim ¥ Zondeck en-

- 1927,82/. Browne y Venning en 1936, 83/, encontraron gue la excre-
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por lo queﬁhaV'una relacibn entre ia excre=-—

k.‘l aesazzollo ovérlco hay —;f :
aaﬁ.fal& ilo estimulante de la ==



_cifn urinaria de HCG lega & su maxima concentracifn durante el =--—

perfodo gque comprende el sesentavo y ochentavo dias de embarazo,;w

- siendo’ conflrma&c por otros 1nvest1gadores 84/ ¥ 85/ Aungue Gurln;

'acetato de amonlo 2l 10% en solucmén alchﬁllca.acuosa.

Bachman ¥ erght /ﬂArecomlenuan recolectar lds orinas de las se=
noras embarazadés ‘que se encuentran entre los c1ncuenta * noventar-

‘,dias.s;gulentes,alrﬁltlmo.periodo menstrual.

Para la extraccibn de la HCG en la orina se ha recurrido al=-
use de. varios reactivos 'quim,icqa{ desde solventes hasta adsorven=-
“tes. Los iniciadores de Estas extz:acc'io';iés ‘s*zf precipitaron el ===

prlnciplo con alcchol; otros 1nvest1gadores emplearon adsorventes-

»Apara<1a adsorclon dlnecta de da hormona en la orlna. E1l mé todo del

&cido benzoico ha 51do propuesto como models & uno de los m€todos~

- m&s eféctlvos y*reactlvos ﬁtLIES 88/.‘,

Gurln Y colaboradores 86/ tuyieron éx1to en preparados de -—2' )

 productos de altz pureza, que: al correrse en electrofbresis;. ult:e"
- centrifuga b4 dlfn516n corr16 como una 561a sustanc;a. , ‘

Katzman ¥ colaboradores 89/ obtuv,‘ron’una Qreparaczﬁn,con -

latmlsma potencia'b1ologlcatccmo el mater1a1 de’ Gurln; por adsor~-'
ciﬁn.cromatogrﬁflca sobre permutlta, seguidda por una eluc101 con -

l;clag;é;s-sbn; ¥ ;qblahjora_afdrfes 90/ ;desc_riiisié::on un ;grac.é&iﬁieﬁtg -

para la cristalizacién de un ensayo electroforético de una prepara

cfén homogénea de HCG con un resultado de'6,000-8,000 Unidages --=

Internacionales por mg. (UT/mg).

W R. Butt propuso tambi&n un método de extraccibn cuantita--
tiva de gonadotropinas, a partir de orina‘de=seﬁoras-emBarazadasg

denend-enée de la precipitacidn de la gonadetropina con una'mezcla
de dcidés: benzoico y tungstico géf.

Katzman, Godfrid y colaboradores modificaron el método dé -~
Lejwa, obteniendo un producto de alta pureza 32/.



: Bellex'y Heller 96}; gﬁe es la gue.ha reporéado mejores resulta—-l
doss :

‘ﬁigas, Paulsén-y Heller propusiEron‘un métdao cuyo*dbjetivo

es chtsaner un materlal purificado, no téxico con la menor pérdida

dexact1v1dad gena&etréplca, enpleandoc para,ello Y& precmp&taczén—
etanéllca, ultrafiltracidn y la electroffresis para su purifica~-—
Gi6n 931 ’ :

' A cont1nuacxén se exponen‘lcs métodos ae~prec1pitac16n, ads
sorecidn v ultrafileracidn a partir de orlna,‘para obtener 1la Gcna
dotropina Cor16n1Ca Humana. ‘

. o - ¥

3.1~ -J;:gxétc';a'qs }a‘je» ,Pfépipiﬁé&iesh,. -

_ 7 ay .= Prec1p;tac16n‘alcohélxca.- Esta Técnica con varlas -
"modzflcac1ones,Aha sido usada POX NUMErosos' Imvestzgadores 84/, =
95/, 36/, 91/, 98/ ¥ 99

étc., el proced;mlento en, generalves -4
en &ste trabajo la técnica modificada por-

sencillo, comentindos

‘1Q;*'Se toman,alicuotas de.orlna de 500 ml.
EQQ;‘Se ajusta el‘pH‘de la orina ahun rango de’ 4 0 a 6.0

- 3p.—= Se ihié“ 1a prec1pitac16n agregando 4 Volﬁmenes deg ~—=
fa)

§d‘—-3é'aeja en &l cuarto £ric { temperatura aproximada & --—
5°c) durante toda la,ncche.ﬁ

50;-?31 dia sxguiente se s1fona<el liquiuo sobrenadante ipxo

- curandd no arrastrar preclpltado).
B~ Se cgntrifqga\el residus.
76.~ Se hacen d¢ 3 a 4 lavados;: cengnifﬁgénduse- con &te
80.~ El extracto crudo de Ia HCG $e seca al vacfo.

Béwﬂ«Sé lava nuevamente, pe:o ahora 3 veces con agua;‘céntri
el sobrenadante, a1l cual contiene«la_HeG,



- 400, = i

: con‘éter y'se S&ra al‘vacie.

En comnaraciéh con iz téchica &ei(éciao Tinico f{gue mds ade
lante se alscute), estos exnractos crudos obtenldos son‘menos té—-

XLCOS awan~“%¢°s de laboratorlo, que 1os extractos prqparados porm

~k’el métodO‘dc §c1do tanlcom

En general, la‘técnlca de preclpltac1on por alcohol ha dado
resultados satlsfactorlos, cuando’ sé han empleado orlnas de altos
”_titulos de ECG, como e1<mat.rlal qhe provmene de muzeres menopau~.

wﬂovérlcas ¥ testlc “es: Annqua )
t6x1cos cuando s .

.por Io que los inves! f:ééé:ES sug;eren gne‘al mater:al crudb se =
le haga una extracc;fn_conlalcohol al 50%, reprecxpltando la gona

nurltlcén&osa mejor ei prcauc to gue 1os ex*ractos llevados a la =
diglisis con &ter.

Bl polwo (extracto crudo de la HES) se secd ¥ se eluye tres
veces con agua, la suspencin se centrifuga una y otra vez, rete-
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' nlénaose el sob:cenadante. ESLOS extractos crugdos . preparados por -

la pxeci ok taclﬁn &lcohdlica fuéron fmenos toxicos a animales ge ==
-labo;:atora,-g r que _lg,s‘ extractos pxgparadcs‘»par el éc_:ldo‘ t_am.co} *

i En. general, la técrica de ;gre.cz.prbac;z.ﬁm gm: alcohol ka dado -

:cesultados sailsfactor:x.os en .i"u}.os _iva,{:eq i:a?E> como los oque §e~-

han gnicontirado én ia menopat.zs;zi;:~ ¥ ‘en varios f:s.z:os de fallas ov‘érl :

- cas'y ‘estlculares. sin enbargo hav orlnas QGII ..i_,ulos bajes (por.
- gJemplo ver »igracz.a, &n hombxes n en mujeres con. mestruac1on°s norv

N males) .« , S ] . R e

Eos- extractos alcohéllcos cr;udos son tamb:.én frecuentemente,
téx:.ces ‘para animales de. 1abczaﬁor= G H Heller (1, 39} 25;’

SO% v rep::ec:.plztaclﬁn de la gonaaatrop;ma en sol uclén, por Aa ad’i_

cion ae 4-vol. cle alcohol es una gurlficaclén més ef:x.ciente don=

dos a la dlﬁl::.sn.s s obt;_enen.v

Bi.= P;eciéitac‘ién por AEcetona.~ bste gﬁoéeaimiento ha sido
empleadc sobre la estimacién d= la H.C.G. en orina humana, exclu=
yendo a las sefioras embarazadas, por Frank y Salmon 106/ ¥ Ostexr-

berg 107/. Investigadores de The United Kingdem prefirferdn en sus

énsayos usar acetofia &n lugar de aflcbhél como un agente precipi--

-
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tante para gonadotropinas, por razones de e;anémi‘ga (leraine 1949~

a 108/; 1950 109/, Dekanski, 1949, 110/. La t8cnica de extraccidn
es muy similar al gue fu€ descrito por &% método de alcohol. Es =

estudios cliﬁiqps'sa_han_QbiéaidéaresultaadsﬁsatisféntoriQSmcuan—

" do es alta extraccifn de gonadotropina, peroc en orinas de tftulos

bédjos se obtienen extractos gomadotr6ficos tSxicos para los anima

les :de laboratoric.

¢} .~ Precipitdcisn con ‘écidfo: T&nico.~ Levin y Tindale {.---
1936) IIT/ reportaron que la gonadotropinas pueden ser extrafdas-
Cﬁﬁntifafiﬁémente de orina humana por precipitacién con ééi&o‘ ——
m@iéc; 1.le‘{éndo” acabo va’fiqs ensayoss:.

: i, —<En.el prlmer .nsayo el PE- de la orina fue agustado a 5 0 pre~

c1p1tando alicvotas de 1000 ml. con 20 mi. de solucién acuosa
de &cido tdnico al 10% se deja sedimentar el pxg,c;tplfado y ==
_después se centrifuga. EL precipitado, gue es abundante, se -

. extrae varias wveces con alecohol. al,90—95%, lavéndose Saridas -

Veces eon: acetona

- -De ‘ca‘,‘a,a; lltro ae orina se cbtuviersn de 100-200 mg. de "polvo
‘de tanato crudo®, conteniendo de 75-100 por ciento de la acti

widad gonadotrﬁplca or191nal~ EL materlal crudo se purificé ~

S =10 » cuatro a ©inco extracclones con una mezcla de acetato de—

bar:o-hldr6x150'de:baric & pH entre 9.0 a 10.0, seguxda.porl-

bla,precipitaclén de acetong. Finalimente el polwo fud. 5lsuelto,

- en alcochol alk 60% a un pH entre 9.0 a 10.0.

que §g lavo,va;a.as Feces con ‘a_lcohol- al 5.0% 3 la ,soluc:_én, aJ._,-
cohélica coloxr café se adiciond a,IOS:layadcs precipiténdose~
con un voltmen igual de acetona, el precipitado se lava con =
acetona ¥ se seca al vacio. ELl polvo finalmente obtenido con~
tenfa de 10-15 mg./lt. de orina original, este producto fug ~
completa soluble en aguad, conteniendo 80-100% de la actividad
gonadotxbpica orlglnalg y demostrd ser no t6x1ca ail ser admi=
nistrada a ratones completos ¥ ratas hipofisectomizadas.

=23 -



Tas preparacicnes extraidas Boxr lé precipitdcidn con &cido —-
ténzco han sido ‘usadas en estudios cifnicos por Pederson Bjer

gard 112/, Rhothermlch y Feltz 113/, Levin 114/, Pederson~ -~

Bjergard y‘Lonnesen 115 / ; Funnel y col. 116/,. Sin embargo~

otras 1nvestlaaaores no hamn obtenzdo resultados satisfacto==~

rios con &sta técnlca. Hellex y Heller (3939) 96/‘usaron Ori—
fia menopau51ca, h'd fueron incapaces de: ohtener proauctos cudn~
' tzficables de- gonadotroplna por prec1n1»ac16n con. dcide. tdni~
' co ¥ encontrarén que el t4nico crudo‘e:a.también‘tgxlco para-
ensayos biol6gicos de rutina; varias etapas de purificaeibn =
no redujeron su toxicidad, por el contraric se notd que era -
'mEstérCa&a. Estas observaclones fuerén.conflrmaaas BOX VHr--
ney y XKoch (1942) 101/ y por Smlth,y col. _17/ Después de <=
habex rev;sado,éste métodqzea general qp;naban.que,es,nn.méqE
do muy laberioso ¥ Eedibso, en Comparacién'ﬁan«el métcao'de'¥

preclplta016n.con alcohol adscrclén.sobfe Kaolin, ¥ por'lo—"‘
tanto no pudo seéx recomendadc como un procedmmlento de rutina

'para 1a.extracc1én.de gonadotroplnas de crmnas de»hnmanos no=

prenadas.
3,2 —~Métodos de Adsoxcidn. - : : tb - S e

a} - Adosrczén con fcido. Benzolco.

En el procedimiento descrito por Katman y Doisy (1934 118/,
la orina previa refrigerada se'oéi&ifiqa a pE 5.0 y por cada li--
tro d& orina se agxégaf754mi@Aaé«acetona saturada con dcido ben--
‘zoico: EL precipitads se colécta sobre un buchner, lavindose con-
solucitn aciuosa saturada de,ﬁcido»benzoi¢o<y se disuelve en ace--
tona fria. El material insoluble en acetona; el cual contisne las
gonadotropinas, se lava con acetona y Se disuelye en NaOH dilufde
Uh‘poca-de-matgriai insolublé se elimina por centrifugacidn.- Mis~
adelarite los extractos se concéntran agregando 10 volGmenes de =~
acetona fria. El precipitado se seca y disueltc en un volumen de-
agua, como esta técnica concentra aproximadamente 200 veces mis -
ld orina.



......

métoao del 551&0 benzo;co, encantxanao que elAproducto delconado~
troplnas obtenido por el métode dei écldo benzoico Fub considera~

- blemente més:bajo que . 81 obtenido por la precipitacién con alm=—-

cohol, debido a que la prec1pitac16nAetan611ca ar:astra junto con
el principic activo otras 1mpurezas como estrénenos, mientraa que
el método del Acido benzaico da(productcs de mayor pureza,-aanque
. rendimientos 1nferlores. Por lo gue, €s evidente, aste procediwm==

miento no puede sér reccmendado para la extraccién de aodédotro-~,
pina én orina de ‘personas no embarazadas cuando Be requiere ensa—

YOS5 cuantltatlvos. Elfmétodo es, Ein embargo, simple ¥ r&px&c y =
sé adapta a condiciones lndustriales cuando sg necesita ohtener -
cantidades grandes &e prlncipio act1vc 88/

Las etapas del procedimiento ae Katzman son. indicadas eii el

aiagrama».

DIRGRAMA

B:eparac16n del extracto de 1a‘est1mulacién-ovérica pcr el
Método del Ac;do ‘Benzoico - :

HAc.

Filtrar

fLOrina ) pB 4 a 5

75 ml. de acetona satu-
rada con &cido benzoxco
por c/l ge orlnau

|

Filtrar



Filtrar

Filtrade

- Solueibn acetdnica de Ao .
benzglco, nuevaxuente sa— :

turada y agregaua al fll
trado.

‘Precipitado

- Ac. benzoico en acetona.

| Material i}’:'xSO‘iubré en ==
. acetona (HCG) r lavada -~
con acetona y extraldo -

con agua

by o= Agis.“c)’gciﬁiudé xao;-lm ) ¢cn.,prg;;p§;taq56n; por ac’éi:ona:v

-

I-:n 1941 Seott :119/ descr:zbe en método pars la extracc:lén de -

HCG iy a pa;.,tlr' de oring ae senoras embarazadas- La hormona fué ad-—

sorblda sobre kaolin a *pH( de 4.0 v eiuida por h}.ﬁ::éx:.do de sodio- -

0. LN Sz.n embargo los extractos. preparados por el método or:.ga.——
nal ae Kaolin, cormrumnente no- soix sz;f:.c:.errtemente concentrados -

. para Dermz.t:.r J.a estzmac:.én de gonaaotrop:ma en cr.lna de mu;eres-

embarazadas. Bradbury 120/, Loradimie 109/ 0’4 Dekanskl 110/; han pre -

Sk -c1’pii:a&a~ias “gonadotrs: inas: pﬂ*:.ﬁ"f‘ﬂhﬂ'l & =r'n+nmmdesnués de Aa=

adsorcidn ¥ eluclon. »Los preparaaos extraidos por las tecnlcas de

‘ Kaolin—-&cetona 6 Kao'f in—alcohol :tan aado confa.anza para la a&nu:--

das‘121f ¥ 122/

Ex mé.t‘odoi de V”Ka*é‘iir‘;-&aceéonaﬁ s& ha investigado en varios ex~
perimentos 're‘t;:opila‘&as ; los cuales repbrta’n gie se agrega gonado-
tropina menopausica humana (H.M.G.} a un pool de orina masculina-
Lorain y Brown. Los extractos fueron ensayados bzoléglcamente oloho
la prueba de (tero de ratdn; encontrindose que debe deé controlar-

se cuiﬂé&csaménte el pH, é‘s‘céz,xcialzegte en las etapas de adsor=—

cidn y elucidn.

ram— 2& —



El pH c‘riticb p’az‘a la adsorcidn de H.M.G. fu€ 4.0 cuando -

el pH descendid a 3.5 G ascendib z 4. 5 aproxmadamante el 40% -~

del material activo no ﬁzé adsorbidd. Se obtubieron pérdldas de-
. aproximadamente 50% & pE de 10.0 y 12.0, Para las etapas que in
volucran preclpltac:..én c¢on 5 volfimenes de acetona,; no fud escen-

cial el culaadoso ccntro'l del pH ¥ se nrodujezon saf:lsfactorz.a—-‘
mente buenas‘ cant:.aa&es s H.M, G-, encontréndese el xTango de pﬁ- '

entre303'60.

En‘eStudics-suhsécnentesvdeugqnathropinas~an:onaextraie—

das de muestras de orinaz masculina g de orina colectada durante—
las fases follcular ¥ 1uteotrof:.ca en el ciclo menstrual normal-

_23/ + teniéndose el rnisrwo cuidado de controlar el pH, encontrén-—
dose que 1los pH's 8ptimcs para la adso,z:_c,a.,on y elucitn de gonado-

tropinas masculinaSuy‘&elvciclo-femeﬁinOEsog-ﬁﬁy similares a las

del proceso de HMG.

-5 E§50r016n ‘cort ﬁidrﬁ'xid‘o dealunm:.nio

‘ Esta técn:.ca .124/, es s:r..mllar ‘en muchos aspectos a el :méto
do de- Kaolin—-acetona. ias gonaaotz:op_nas urinardias £veron adsor—
bidas ‘antes del b:.oensayo el precipitado seco se coloca en agua—‘
6 en solucitn salina. Van cilse 128/ investigd el papel de la ==
adsorc:.én en. la ultraf’ trac.lén ¥ estimb gne el 80-96% Jde “da-ac—
‘ z.z.va.dad gonadotrénlca €§ adsorbida sobre la membrana coloidal,.

, ‘Jhngek~yV691§;gggj'édmparar¢n=1qérmétqabs aé ultrafiltra--
€idn y”precipifacisn‘éiiiESis alcohSlica para la recuperacién de
gonadotropinas de orina de. personas no embarazadas. Los métodos-
@e ensayo dependen dél crecimiento del ovario y iterc en ratas -—
fnmaduras intactas y concluyeron que el método de la ultrafiltra

¢ibn es preferible que el método de precipitacibn-diflisis alco~

#blica, porgté es menos compleja, menos laboriosa y mis econdmi=

ca; los productos due se obtienen en los 2 métodos son muy simi-

lares con respecto a la actividad gonadotrépica. Kassenaar y =-=

Paesi 130/ extrajeron de muestras de orina de pacientes con el -

§1"naromei de Xiinefelter vy sindrome de Tuner por el mEiodc de nl<

trafiltracifn y demostraren la actividad de otras hormonas gue =
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estaban presentes conio la hormona Fol;culo Estlmulante {F.5% H‘) -
y la Ho:mona de Estlmula016n de Células Interstzczales (I C.8.E. )
en sus extratosm - :

4.~ METODOS DE PURIFICACION

- Después de haber analizade los métodos empleados para 1a‘—4'

extraceidn de las gonaﬂotroplnas, a partir de varios tipos de ox
na (orlna de.- hombres mugeres en su‘c1clo menstrual menob§u31cas,
‘postmenopausicas y embarazadas; asi como de hombres Yy mujeres en-—
fermas, cuyas enfermedades son\productoras de gonadotronxnas) Se
exponen los métodos- de pur1f1cac;6n,de los extratos obtenidos por
- los métodos anterlores. ’ '

4.L.= ErdcadimieniogdguGurin,:gqﬁhman_yfwilsdn, §§/

En 1939, Gurln)y ‘colaboradores describen un método para lar”

obtencisn de.H C.3« altamente purlflcada, a/partlr de orlna de -

,ple,.bazato ¥ blen estandarlzado paraAla obten01on de gonadotro---"

pinas altamente activas en buencs productos:

Qrigen del material ¥ pre eparacibn inicial~~ Las orinas de ~

- embarazo se colectaron entre el clncuentavo y moventavo dfas si—
- guientes al Gltimo periodo menstrual y éstas se colocaron a una -
fempér&tura de 0~5 °C con ¢loroformo, como conservador.

Para la separacién inicial de hormonas, se empleo €l método
de Katzman y Doisy (adsorcién con 4cido benzoico) corriéndose —==
todas las etapas en &l cuarto frioc de 0 a 5 °C. El precipitado —-
inicial se lavéd tres a cunatro vecss en un Buchner con solucién ——
acuosa saturada de &cido benzoico frio, presionindose completamen
te el precipitade y después se tratd c¢on suficiente acetona para-—
para disolver el Acido benzoico. El residuo insoluble se lavé y =
deshidrato con varios cambios dé acdetona anhidra, ¥ el producto =

_dolegtadovse séco en vacfo. A este matérial se llamo producto "R".
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Eos Tavados prolongados del prec1p1tado 1nic1a1 con soluciﬁn
acuosa saturada de &cido benzo;co s o] dlsuelven iz Hormona, pero ==
caLsan.neptlzac16n,de.1a hormona, contenlendo residuos de acetona,‘

que se usa para remover el ‘Ecido benzoico. ‘A ments que no se tenga

cuidado«para la sifbnac16n,de da acetona, se puedeuarrastrar <o -
flocula suspendldc, ‘de H. c Gie. pudiendc sez diffecil colectarlor G

rable y'muy dlficil de. sedimentar'en~

adengs por ser altamente 1

la ¢cent

lectado separadamente {tal'materlal puede mostrar un anremento de

- 1a actxvzdad hormonal‘comc en la etapa @A" obteniéndose'un aumento

- de 100 a.200 dme*/mg).

‘de 10 & 50° d.m,e.‘por 1itro (Ia activzdad.recobrada en el polvo ha"

‘ sido usualmente_cuantitativa, como,
Dolsy enAmezclas”de orinas de" embarazo). Estas pxeparaciones, con=

. El ze51duo znsoluble sevseco dewla ‘mahera usual, obteniéndo-r’
T se. aproximadamente 0.5 g+ 0.2 de.polvo caté grisébeo por, cada ==

litro de arzna.wEl pool. de orinas ensayadas contenlan.directamente

"tenian de 25 a 50 a.m.e./mg. De egte mater:..al e partic para las -

SL

s;guientes pur flcaciunes.& . ‘fé;: e e i e e L s ?*:°"f*“*‘“

ff 4 1 a).= Exacc1onam1ento del Producto.n con_AcetonaAAcuosa. Ba ——
”purificaclén‘del,producto VA"'se pasa por precipitaczén fracciona-'
da con acetona para este propésito una muestra se. agita poxr varias
Vhoras con410 vol. de.agualfria y 8e deja.en reposo durante 24 hrs.

Se :sifona el sobrenadante se dentrifuga -y extrae el residuo tres -

veces son 3 a 4 vol. de agua,. encontréndose actividad en el sobre-

nadante tu.b;o, aunque 80% del s6lido original permanece inscluble

*‘d@m;e,=*&osis‘minimafefectiva, prcpuesta por‘Friéﬂman y es la ==

causar ovulac16n.
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ifugacién,~perdléndose unaiparte apreclable‘de la activie=
- dag orlglnal,de 1a hozmona ya que un 75% de la.actzvxdad aisponl-—_
bile de algunas orxnas han $ido reccbradas del sobxenaaante furbicm
de acetona, cuando: 3. materlal suspendldo ha siao floculado y'co--

g ﬁque en cdontrazron Katzman y-=

ji

(.s'

(E



ria a una concentracitn del 30% al material —~ N
»naﬁante claro'setle agrega‘mas acetona, al =

 {Agregando acetona f
suspendldo, y al 50

. Después de cent ifaga: ¥ repetlr 1os 1ayados con el solvente
'frio, Ios extractos claros comblnados € lO volﬁmenes ) se trataron -

:fcon acetona fria para hacer-nna concentracwon del ?0%, 5

oy -

DespuéSfde I,,etlr 20 veces la“ purlf cac ones de los‘ef“"”

'.en 1Q§ ensayos b floglcos rebelazon 10,,”,u

Lo Ccn las variaciones hechas &l métoﬁo seé obtuviéron me}o-
pétenc1as‘ael prodnctc final. '

ﬁ‘i‘ié_s,v ]
2.~ ias »acéiiridaa,es ;:ggupéz:‘—aa,as« soh satisfactorias.
3.~ Cuando se obtienen extractos de baja potencia, se obser~
va que aproximadamente un 1% de la actividad se pierde,- ’ -
tal vez, a la inactivacién parcial ocurrzda‘durante el -
proegeso de puzifzcac;én.

4.1 b).- Extraccién del Producto "A" con etanol al 50%.= El proce~
dimiento involucra una molienda previa del producto "A" (tomando ~
aproximadamente 500 mg.}, se le agrega tanol al 50% hasta alcanzar
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_»el pH = 6. La suspenslon e dega descansa; 24 horas de 0—5°de pre— E
'_zﬂrencla ‘en o vaso para obsexvar la capa aelgada'que se ferma, y=
ifugarla a alta veloc1da& El prec;pita&o se lava —
varias veces DOI agltaczcn.mecénlca ot ﬂn.mllimetro‘ue.etancl al-

entonces ceng

- 50%. Los extzactos alcohﬁllcos comblnados'iturblcs) g& tratan con-

2 yolfinenes de etak absoluto frio para*gre‘;pltar ia HCG;
s Bn ar por var: ] centrifuga_y‘el prec1p1tado ge& lava

can,BS% de atanol. El materlal
ccn.ag1tac1on pcr-30 mlns. con

1 0 UQI/mg (correspcndlendc al pro-—
uctos tlenen diferencias granaes-cuando son X

Cuanda 1aslsoluc 'nes acuosas de las frac01ones {3000 d.mue.

{hg ) se agltan~cof clorofbrmo a 'pH 4.5 a- 5‘0, una pequena canti--:
dad {1 a. 5%) ds proteinas inertes se precipitan. Después ‘de gquitar -
~esas impurezas la hormona no es totalmente prec;pltada‘can dcido ~

,.emente se pne-

ftﬁnico en.presenc1a,de acldo acétlco, aun gue pos:

de récobrar si 1alsqluclﬁn,es przmerq‘gcza;i;cada‘cqnxﬁcado salfd~
rico 136/: Fracciones similares ‘tratadas con cloroformo se encon~=

traron gue precipitaban a pH 3.0 a 4.0 con iodo en icduro de pota-
" eio, como lo gescribio Meyer 13?/_ Tratamiento con iodo en ioduro-

de paﬁaéio é,§éid6't5ﬁic6 gquitaron algunas trazas de proteinas con

cloroformo obteniéndose preparaciones que contenjian 400 dme/mg.

después

asi prec1p1tado se extrae 3-4 veces-"

B
.
.
-
n
%



Solubllldad de 1a HCG, Los solventes en la cual 1z HBCG es Lo
solubie :son Cllcercl. etllen glzcol clorohldrin etilend, g’formaml
da B;suglven,cant_daaes relativamente peduefias con los alcoholes—
metilico, alcohol butilico; }bénzalaehido,, salicil aldehile, furfu-.
raldehido, cresol, trimetilen glicol, &ter metflico, etilen glicol,
y b, b' dihidroxietil &ter. La HCG es estable en solucidn de gli--
» cerol cuando sé calienta a4100 il e durante k hox& aungue con la for
, mamida hay inactivacién réplda a.O“C, en soluc1ones de etilen gli-
cole mederadamente estable, sy tiene una. gradual 1nactxvac16n en, ==
etllenlclorohldrlna.

“Caracteristicas de la H.C.G. Purific¢ada.~ Las preparaciones—
;e'dséggda‘s; a 500~2000 dme/mg son con pogo color, polvo amorfo conte
niendo, aproximadamente 10% de cenizas, dando las siguientes prue-
bas 'p’o’siﬁv’as*— Molisch, biuret; ﬁinhi-arma,“ﬁiiian', Pauli Diazo, =
Sacaguchi, Hexosamlna y'Nltrato de Plata,amonzacal (Ienta reduccidn
en &1 frio). Las szgulentes pruebas son. negatlvas. Tollen’s, nafto
resorc1onol, Selllwanoff, Hoppln5rcole. No se obtlene pzecagztado-b
en soluciones acuosas .de &dcido sulfosalicilico. '

Las preparaciones contienen grupos acetilos y Hexosamina asf
como. ¢arbohidratos, §é éncuentran Tirosina en ocasiones y en otras
' solamente en Erazas. Ld hoifjona es 1nactxvada por acoplamiento con
écldo sulfanilico diazotizado & pH 9.0 en frio, como fu€ rotado -
por’stchcff y Long 138/. ;



Pca': todcs 105‘ z:esultados obtenzdos tanto f:.s:.coqumlcos COmMS
blolé‘ 1ccs de la ho::mcma, se encon‘*-ro que la homozxa es ‘i.ma so,la. &=

w 4% -



4 2) o Prccedmmlento de Ratzinan y Colaboxadores.- El uso de la a&-
863 J.Sn de H.C.G. prov&nlente de oxdina, sobxe pex:::zﬁ::.ta se. :Lnt.ec‘iu
»30 por Lejwa en 1932, 140/, Mis tarde Ratzman ¥ » colaboradores en —
-89,/ emplearon el mismo adsorbem‘:e v ob{:uv’ezon ‘ana. prepara—--—'

c:.én altamente p&rlflcaaa de H. C G- con un ensaye de 8506 U I. [mg. .

Ssd prccedzmlento es esencialmente comg s:.gue*

La cn::z.na obtenids dnrante 1 primera mrz:au gdel embarazo g =
'colecta, f:.lf:ra ¥ aca.a_.fzca a pH 3:5 con &cide” ace tico glacdial. -

‘Después s& f:.ltra, el letrac’io claroc es percolado a travé-s de una-

coliififia que contiene pe‘rmut:.tan Ta aasorc,lén es completa cuando 10
iitros ﬂe orina sOn: ‘pasados por una hora Bn-ungz cclmnna. con las —=
siguientes d:.menszones, a:cémef:ro de & pulga&as conténiendo. 2.0 kg.
dé- pemutlta. Iz columrid entonces s& ,lava con’ acaa aestlla&a .ria,

hasta e los lavados sean neutros ¥ m:acticamente dincoloros. En==

' -tonces la hormona se eluye con etanol al 38%- contenlendo acetai:a -

av -ohél;s.éa.» La mayor act::v:.c’ia& pxee:pz.t 3 & una c:ohcentraca.én dg ==

i al 10% fracc:.cnﬁndose asi” a la hor‘mona con;: prec:.pmtaczén_

‘ etanol de 70-75%. La hormona asi obtenzaa contlene und potenc:.a de_ '

500 U:.L/mg .

-E‘ste método de Katzman y’vt::cla‘be’r“ad'o:c'es parece ser muy simple,

J.c“cua;z. “promEte que -en Fis*-vtrL nxenaraclones, ob&ner grandes can—

» tidades de lia homona, para hace:r: mvestlgac:.ones de sus p::opz.ea =
~des quim.cas Y hmlégicas.

4.3y .~ ‘ﬂrocédamento de Claesson y colaboradores Un método para~ »
1la Obtent_n&n de H.C.G- cr:.stahna, electrofor £icamente homcgénea, :

fue descrito por Claesson y colaboradores en 1938, Q_Q/ + Su procedi~
miento puede ser prificipalmente descrito en las etapas siguientes,
las cuales se realizas en un guarto frio a 4.0 °C.

L.~ El principio activo de la orina de bmzjex:es- embarazadas =
{1 a 3 meses de embaxazo), se adsorbe con dcide benzoico, como el=
método similar al de Kateman v Doisy. Despubs de la extraccifn con
acetona, el residup se lleva a un buffer de acetato 0.66 M de pH -
4.8. . - 34 =



»‘Z.- A este éxtracto con pH 4.8 se le agrega étandi‘al‘BS%, ¥
se centrifuga, el PIEClpltado se extrae con buffer y nuevamente ge
precipita con etanol al 85%.. ESta etapa.produce de 25~30 mg. de ==

HoC .G pur;flcado de un lltro de orina, con. un- gnsayo de.-,nﬂo R S

16.000 U.I. /mg.

3.—-500 mng- de este mater;al se dlsu.lven,en 50 ml.ae buffer
de fosfato M/?S a pH de 7.4. Después de remover el resxduo insolu~
ble se agrega una solucidn de protamlna al 16%, gqtawa gotaguhasta
que ¥ote) aparesca més prec1p;taao EL preclpltaﬁo ﬂEszatamﬁagkpdgee
una act1V1dad.b1016g1ca y se deshecha. H

4.~ El sobrenadante claro se ajusta a pE‘B-S'llévénaoid a ==
una solucidn alcohéllca.al 50% con m-cresol al 5%. Después de dos—
‘horas de dejar en reposo, se incrementa la concentraczénAetanéllca
al 60%. EI primer pre01p1tado hormonal se observa comO‘una sustan-
cia amorfa ¥ comienza a cristalizar en capas delgaaas, nec351téndo
se.degar reposar‘por'lo menos 24 horas. ’

Lios productos crlstallnos obtenldos no han.51do sujetos a- ==
prueba de ultracentrifuga Yy pruebas de.sdlublllaaé 1unque se ob——

’tlene una cristalinidad perfecta, desde\luego esto o s;gnlflca‘pu

reza absoluta; por'lo que la obtencidn de H.C.G. de Claesson y co-’v'

1aboradores no. esté excenta de 1mpuxezas contaminantes.
4.4, —mMétoao de W.R. Butt, Combinacitn del écldo Ben201co~écldo —
tungstico 141/ ‘

Las gonadotropinas de la pituitaria son comunmente extraidas
de la orina por adsorcién sobre Kaolin. \Generalmeni:e este procedi-
miento da mayores rendimientos que otros métodos rutimarios, y las
extracciones obt?niaasﬁSQn;menoszt&xicasspaxa aninales de labora—-
torio que las preparadas por la precipitacién directa con alcchol-—
o acetona, en este método, sin embargo la elucifn se ve afecktada -
en una'concentracién'alqaiina-gue desnaturaliza5algunas protéeinas.
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geres 36vene$«y mujeres menopau51cas¢ Los reactxvos empleadﬁs son'

la actIV1dadee la H.C. G., causada,por este motlvo.v

ga EStualc el método del ac1&o benzoaco 142/, porgue es SO~ o

En el slf lente método se emplearon 1os éc1dos Benzolcoyy ==

Tungstlco compa andose con. el'métoao de.Kaolin 119/

El materzal que‘se uso fue el de orlna de hombres SEDQS} ma=

Ben }-hsle ae sodlo 2 5 M.

= 9.5

e

Pxocealmlentoi— A cada lmtro de orina se le agrega 50 ml-de~

' henzoatc de SOle‘Y‘5 ml ae tungstato. Ta mezcla,se acidifica agxe

501do;de.3 0 a,3 5 El nreclpltado se separa por flltrac16n ccn -
papel Whatman.No. '541. Bl Acido benzeico 58 disuelve campletamente
lavando con etanol o acetona. El residuo que queda sobre el papel-
Elltro HB dlsuelve, completamente como sea pos;ble en 3 & 4 lava=-

obtene;*un,pﬂ‘cepcang‘@ Z@Q-{usagﬂa‘gapel ;ndiaadcr)w gntonces se—

agrega 3 voldmenes de etanol. La solucidn se somete al refrigera——

der aﬁraﬂte;ﬁﬁrmin;, al Sacarlo ée‘observa 3911 precipitadcvel’cualﬁ

; 2 500 DT durante 5 min. Se Iava una vez con etanol ¥ Bter ¥ —=

aeSpués‘se guarda seco en refr&geraczon.
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Rﬁtpdc‘Comparativo.KaolihéaCEiQhaq-ng.usajunvkaolinwag=espg

cificaciones especiiles (soc., Léather trades chemistos specifica-—

ﬁion}’(ZOVQr@,pQr litzo). El‘pH se midio conyelacﬁrddbuae'vidrio@—
La adsorcidén se hizo a pH=4.0 y la elucibn en SOSa caﬁsticé a pH
~IL1.0 & 11.5 durante i0 a Zo‘mln. La Gonadotroplna se prec1p1to a
pH‘—~6-D agregando 5 wvol. de acetona. :

“‘

‘Efécto‘aelr§3 SQbfe'é1 Ieiﬂimien£o ae'Gpna@btrépina,

Se tomaron alictotas de 500 ml,de muestras ae”qn':iinas de muje
fies post-menopausicas. La cantidad de dcido clorhidrico usada se ~
vaciﬁﬂcon,fb;msrelﬁpEVde 1a mezcla y se controlo entre 2.3 y 4.:3.~
'thervﬁnéqéé~§ué Ias‘mejores-xecnpe:éCioﬂes-fheﬁoﬁadbteniaasuént:e
"1osipH"Ee72’3—3 8, siendo constantes las obtenciones en este réngo.
Cerca de pH 4 0 se obtlene‘muy poco prec1pltaﬂc, decrec1endo la=
cantldad :ecuperada & mayoy Aumento de pH. Como sB ve én 1a fig. 5

genaimigntoi ‘iOO:fj
& . 80}
HCG (%) TR
o 40 }

2.0 3.0 4.0 5.0 pH

. Fig. 5 Efects del pH sobre el rendimiento de gonadotropina.

Tos autores del método propuesto hicieron comparaciories de -

los rerdxmieﬁuca relativos contra el método de Kaoling, para esto —
cortiéron 8 muestras de o6rina, divididas cada unz en dos alicuo---

tas, para correr unid alicuota en cada método . DLos productos se --
ensayaron por el método biclégico: efecto sobre el peso de fitero -
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de ratén inmaduro, y sobre los ovarios de ratohes inmadwros, Obsex
) véndose los siguientes resultados: ’ '

1.~ Siete de 1os ensayos fueron satlsfactorlos ¥ wno no tuvo
valor deb:z.do a gue el anlmal se. comporto como s:. no kublera recibi

do. aosa.flcac:.on.

2.~ En una muestra solamente huba nas pnnclplo acuvc recu—

perado por el método de kaolin. .

3= De 2 & 6 veces se ohtuvo mas material actlvo por el méto
,co del &cido Benzo:.co—éc1do ?rungstlco. o

4.= Hubo superlorldad sobre la actzv*ﬁad especiflca (ac’&:.vl-
&ad H«C. G /pesc). : e

5.- Por el método del Acido Benzoico-AcidoTungstico se obser

. wvaron males rendimientos obtenidos por el método “de-"kadl'i’n, ‘proba= -
nlemente se deba a extrac:c1ones ‘pobres o-por la- destrubclén de la-
hcmonas en Ia- eluc16n, por Io que gracias-a este t;Lpo de compara-‘, :

cxones se puede, examinar la ef:.c:.enc:.a de cada método. En lo que -
se :ef::.ere al método de kaolm muchcs :mvesi'_gadores Io kan usado,

gez:o modlf;:.cando las condlcz.ones para Ia eluclén de la gonadotro--* g

pina ...19/ . L84S, 135/ » para obtener me;;ores rend:un:.entos ¥ menor -

tox:.c:.&ad e e e mmmmmea e m e = s

El problema de elucifn no se ha observado en &ste método de~

bido a que el dcido benzoico es soluble en étancl, liberando el —-
compiéjo de dcido tungstico~H.C. G;‘precipitaao, Solubilizindose =~

totalmente en acetato de amonio a pH = 9.5, y el &cido tnngstzco b
‘es, gquitado subsecuentemente por ld precipitacifn de la H.C.G. a ==

DH = 7.0 en etanol. La contaminaci6n estrogénica que pueda ser —-——

arrastrada junto con el producte; se guita con la precipitacién de
acetona como en: la etapa del método de kaolin. Obteniéndose asi un
producto relativamente no téxico y con una actividad especifica de
1.4 a 4.0 veces mas alta gue las preparaciones de kaolfn.
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4 5= P:cacedmlen to de Legwa ;modifz.cadc aor Katzman, Godfrld. oain )
yDoisyBZf- T v o m\.’u

Se trabaja., con orimas que contengan ,..:.tulos a”ltos de gonacxo- G e
{:J:oplna, para este propss:,{:o s& colectan orinas de embarazo entre = ‘
el primer mes: y mes y med fo; se les agrega clorofermo como:-. conser-— ’
vador y s¢ de_-;an en reposo durante 24 horas para que sedimente. toéc
la materia fl&tante, 51guienﬂo las s:.guz.antes extracc*ones se re==~
- curre al mé_tqdp del katzman ¥ Doisy 118/.

, Todo el proceso se traba;-ga a tempez:akuras bajas ae 0 a 5°c- -
1") Ser filtra toda, la "_ia OL ém.ca e :morgénica que se haya pre
c:.pltado durante to&a la rigche antez:ior. 2%y Se disuelve. el &cldo -
benzo:.co en: acetona hasta saturacibn. y se aarega lentamente a 1a Rea

' cr:.na Filtrada’ para que se-efectue la adsercién gonadotrépica, siem
 pre’ icon ag:.tac;én constante y homogénea, se deja an; momeni:o con ia=
ag:n:ac:.én para mis tarde fz.ltrar por buch:aer, “3°) Se agregan 75 mi.
-de acetona’ por. caaa lltre de orina empleaéa 118f, Qara disolvez: el=
c.c:.do benzoico, ¥ pzec:\.pxtar 1a H.c ‘G",' se agiz:a pez:fec{:amente y s‘= -
mete én refirgeraciSn en regose absoluto “@urante toda 1a mi '

- 4"‘) Se ‘decanta el scbz:enanaante ¥ se enjﬁ...ga tres. veces el mat’_"
msoluble ‘COIL: aceto..ar el pz:c&ucto obtenz.ﬁe s seca. y se muele para:

- - .

J_a segunda extracc:uﬁn.

3 A

e 8

‘ i ]eg'unda exi;xa_.‘- = 8s ~z-a‘.e~can miaf"niezcla de' acef:ato d= -

" amonio-etancl 83/, 125/, 126_.‘,‘_1") Se prepara una solucibn de ace~=
tato de amonio: 0.2 M en etanol al 50%, reai.zéndose tres. extracciow
‘nes con una hora de agitacién cada una 144/, 2°) Se deja durante ==
varia& ‘horas- en cémara fria, hasta observa: el =ob*enandante clarcx,

- Se f_tltra por buchner. 3ey 7 Se agrega bifosfato de potasic acuosa ==
¥ acetato de amonio 0. 2 M en etanol al 75% @ pH 8.7; al agregar los
reactivos se debe agﬂ:a:: homogénea -y constantemente. 4°) Se deja -~
reposar nuevamente en -cnarto £rfo; Be filtra v los extractos asi -=
obtenidos sé les agrega 4 volUGmenes de etanol £rio, para la preci--
pitacifn total de la H.C.G.. dejdndola reposar toda la noche. 5°). =




ETBEECURSE Sk

Tge a’e anta el eab*enaaante g el mater:.al insoluble se centrifuga ¥
enjuzga con acetona ¥ étexr; 6°) Se deja secar y se obi: iene un pro= -
. Guoko la.mor._fo c:afé con una acé:z:-sz_ida.d de _:L,»QO,D. a 3,0_00 U,I./ng. '

A partn.r de nste pro&uz:::o se contmug Ia fracc:.orxaclon eta-“-'
nﬁllca con -acetatd de amenw B A I 0% producto pulver:.zada seé dlsuel

. ve &g ung mezclq da aceta:ta gaic) amon:.o 0.13 M én stanol absolutc # -

2"} S¢& hacen ‘CIJ::-S extracclones, ccn una duraca.é'n de medz.a hora cada. :
g , 3°} Tos eytmubos se f:...t:a’z poxr buchner, al liqu:.&o Filtrado -~
se mm con tres 'volﬁmenes e acetonaf para la prec:.pltaca.én de la

I-I C.G. 4%} Se deia en renoso cmz:ante 3 horas en refxlgerac:.on, se -
cen&izuga Yy sepera el prec:.pz‘:.arao 5°) Se extrae nuevamente, llevanc
do g2 preczpitauo =1 2% con bifosfato de potasio, ge filtra, aare-—

gémiosn etarnol absoluto. 6°) Se nega en cémara fria toda. I.a noche = .

se aez:-:fnta el lch*ao sobrenacsn;.e ¥ el res:.duo se centrifuga con -
ei:ana.. ¥ éter, por';!..endose a secar g1 wacio,. -

' Ei:apa E‘:mal de Puz:e.f:tcaca.on'

B .;L producto nbtenido de 3.a e-hapa antenor {con moln.enda pre~-
wig}s 3 °) ge disuslwe al 2% t’pfv} ‘en agua Fria, se agrega dos voll~
menes ae ef:anol al 85‘* precn.p:.%:a,ﬁcse asi el material. 2°) Se extrae

‘gon ng;.tacz.on de 38 m;m, con: bn.:,,zer de aceta o de sodio 0.3 M en -=
etano:z a1 ’50%, 3oy ‘sSe deja en c&z:ara fria durante dos’ horas: se fil

tra y el precip:.taéo se résuspende en una solucidn alcoh&l:.ca al ==

40%, 4"} Se le agrega entonces §% &e acetato. de ~am?\n.go 'at'-".;‘ agita y=-
se:ag:ea-‘xarnonafo ‘@8 sodio 0.06 M al 4%, 5%} ‘Se a;_\usi:a el pH a ==
8. 7 con amoniaco conc., se de_-;a en cimara fria por una horaa, se fll_
tra por buchner al 1£q'u1ﬂo ,flltraéo 'se precipita con cuatro woliime—
nes de etanol absoItzto, deg&ndose en cémara fria duran{:e 24 horas,-
ﬁ°} Se decanta el residuc se centrifiga v se enjuaga varids veces
con etancl y al fm.al con étern.' 77} Se coloca el precipitado bien ~
extendido én ung caga petri, en un desecador conectado alk vacio, 5€
secdy’ “se muele bien ¥ se manaa -2 valorar poxr el m&tedo 1ﬁmun016g1co.
v poxr -} wmétodo bicibgico, de esta forma se obtiene una H.C.G. pura.

3
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PR e S i R R . 3

&, G P:ur:.fz.caclorx ae Gonadct::op:mas dexlvadas d """" 0¥ ‘na y E-le Glén1

éiula Pz.tu:r.tarla de: Humano'

' R;gas . Alv_n 2aulsen y Eeller, descr:.ben un método de puri-

flcacz.én de H.C.G. de orina apln.cable también a la purificacibn - -

de. H.C.G..de la ur‘uz:l:am_a. Elmln&ndose 95-97% de las impurezas-—

mactzvas ¥ sustanc:zas téx:Lcas sin detectar pérdida de la- act:wl-- »

c‘zad aa 1a gonadet:opa.na»

¥

-Los bloensayos de los prcductos pur:.ficaaos én ratas machosr

mma&u::os higofisectomizados y ratas hemhras malcan; la presenc:.a
de las 3 gonadotron.nas activas.

EL anélis:.s elec’troforétlco en ambas pz:epazac:.ones de orina

Yy pituitaria revelan a pH 8 6 tzes componentes mgrator:.os Como. =~

aniones, Ias fracezones electroforéticas ¥y el’ b:r.oensayo de. éstas-

fracc::.ones sobre xatas machos y hembras :anaduros hlpofisectomza_
dos demostraron que cada una de las actividades gonaaotréplcas -
'93/; € B.S.H., H. C..G. y 1a luteotréfica 3. fue asociado con un com

ponante electroforétlco d:x.ferente, (=S 1n6.1ca q;ze las *res pueden A=

estax asoc:.aaas com e componente central.

Esta evidenciz sugiere que las gonadotropinas humanas de --

_orina g glinduls pituitaria son similares una de la otra, tenier=

do un-alto P.M.

Para la obtenczén ¥ purificacidn de la H. C.G. urinaria se =
utlllzan conmunmente métodos domo la preclpﬁ:acién alcohblica ===
9__6[ , adsorcibn sobre Kaolin 113_./ v ultracentrifugacibn. Estos mé=

todos arrastran un sin nfinerc de impurezas que iInterfieren en la-

evaluacibn bioldgica de lawactiviaaa;gonaaotzapica,'Bste métods =
{ Rigas ¥ eolaboradores),; produce de 20 a 30 veces sin pérdida -~
significante de actividad gonadotrbfica. Esto permite el anilisis
electroforético y el ensayo bioldgico én ratas hipofisectomizadas

sin efsctos causantes téxicos.



péndoles los ovarios ¥ el ﬁtero, peséndolos raplaamente. ‘

Ios anélasls elect:nfbxétffos se efectuaron con ur aparato-»i

ﬂe Klett, utlln.zéndose 11 ml. de buffer de Veronal 2 QH = 8.6 ¥
da electroszétlca fuerbﬁrmﬁéstféaﬁéS“C6ﬁ dispésiﬁivésvéspeéiaies

Y fuerza iﬁn:.ca de

'5?%: de &ext:;osaj de tal forma <gue. ca,da z:a:ta .re,c;,.bmez:a und \do,.s;ps,ﬂ ==

total de 5 ml. { 0.5 ml: inyectada subcuténeamente 2 veces diaria -

mente durante 5 dias ). Isa‘sﬂé_si horas siguienites & la Gltima =-==

£a migracién de las protefnas en Ia cg_;_t; ;



inyeccién, Ios animales se sacrificaran por‘aécapitaciSn rﬁpiaa -
‘ s:.endo tomados J.nmed:.atamente Tos pesos de los ovar:.os ; Gtero, ==
vesa.culas sem:.nales, préstata anter:.or y tetas.

&,7.~ Obtenc16n da gonadotzopmas a parf::.r de orina. humana yyql'éfn

dula p:.turtarla, purif:.cadas Bor crcma og*-afia sob . .carbo—

'x:r_metz.l celulosa Y aletilaminoetllcelulosa b fosfato de cal
\c:.o 131/ ’ :

La gonadotroplna ur:.nar;.a se extrae por dos alferentes méto

&os.( 1°).BL :método propuesto por Butt 141/ (método 4, 4 .}, en el--» L

cual el material soluble en el agua se «aasorbe sohre d:.et:.laminoe‘n
: t:x.lcelulosa y se eluye con acetato de amonio O .5 M. Después g ==
preclp:.ta con 3 vol., de etanol B's el mater.lal se redlsuelve en ===
‘ agua y se fracc:.ona por cromatocra £ia sobre una columna de dies
tllamn.noetz.lcelulosa. El mater::.al {4 eluye ‘en acetato de amonio =
R+ 5 2M se. colecta y rec:.prec:.pz.ta en 3 volﬁmenes de atanol, ge —e—
»”r'lrilava. con etanol y éter y se seea 132[. S

El segundo métoao empleado para. extrae:c el material act:Lvo-

de la o ‘:ma es el método de I.ora:.n y Brown, Kao‘l{n—acetona mencio '

de caleio se prepara por el método descra.to por Ma:m y éolaborado:
xes 134/. de 1a s:.guiente ‘manera el fosfato de calcz.o Se precipi-. -
ta al agregar gota d gota 100 ml de clo:uro de calcio 0.5 M con —

- agitacifn a 120 ml de buffer,f_ fosfato 0.5 M pH = 6.7, la agita—
cibn s& continua durante ‘X hora més, ¥ el precz.pitado se lava por
decantacisn con &agua (utlllzan&o 600 ml de’ agua para pasar el pro
ducto a un erlenmeyer). Se agregan 10 gotas de fenoltaleina al ==
1% ‘en solucibn étandlica y se alcaliniza la solucibn con hidrbxi=
do de amonio, hastd una colaracibn rosa persistente, la mezcla se
hierve durante 30 min. agreganéofmﬁs amoniaco si es necesario pa—
ra mantener la colaracién rosada. Finalmente el precipitado se =—
lava fuertemente con agua, para neutralizar la solucibn, y se pa=-

sa a otro erlenmeyer que contenga 50 mi. de fosfato dis6dica 0.01M.

-~ 4% -



Gonadotrqplna de la gléndula pltultarla.~ Se hacen.los R

tractos de’ las tres formas signfentes: S

E. polvo obtenldo en el secado por acetona. en la prlmera -

'etapa se extrae en soluc16n de cloruro de pota51o aApH‘~ 5.5, ~=—

. hacléndcse una segunda,extracc16n seaﬁn como ia indican Butt y ==
colaboradores £33j- se seca nnevamente este extracto con acetona-
extrayéndose en acetato de amonioc en etanol al 10% { 60:40 /Y y =

‘prec;pltando el prlnc1plo actlvo al agxegarsele etanol hasta(obte,

ner'unalconcentraclén del. 80% (v/?). De ‘esta etapa los pasos que~

s;gugn son los mismos para 1a5'atras preparac1ones (fug.s).

, Se aplican ’aé*;'Lo’o' a 200' mg. en columnas {20 &m x 1 i:iuf ) de .
»carbox1metllcelulosa enyacetato de amonioc 0.01 M de pH = B l, -ob=
tenxénaose dés fracclones- CMI y*CMZ 1a fracclén CMT no se aasor-
blo'baJO estas cond1c1 nes, perq 51 se adsorblo la fraccidn CMZ,
'siendo eluiaa en acetato de amonlo it PH = 6l. '

1mindbtllceln: a}{ 10 cm a.lkcm } por el,métcdo propuesto pcr ——
Biitt para orlna;," S _
La fracczon‘elulda en acetato de amonio 0:2 M es entonces ="

. de. calcmo

JCOLocana az*eetamau*ﬁ a frEVéssﬂe\la“g91Umna de fosfa

{10 cmx 1 cm,) ¥ eluidas ias fracciones en‘fosféto dlsédlco mmM

y 0.02 M, colectén&ose en esta formase'alallsaron y~prec1p1taron-
con 5 vol. de etanol. I

La paxte.de.cmz se fracciono sobre carboxlmetxlcelulosa { 20
Cem X 1 cm ) agregando por goted el eluyente acetato de amonio ( --
0.01-1.0 M ). Lasxgonadotroplnas fueron detectadas solamente en la
Fraceién eluida de acetato de amonio 0.1 M.

En todos los frabaqu‘sﬁﬁre'cromatbgrafia‘la‘elucién‘&e pro=-
tefnas son obsexvadas por detesccibn a la adsorcién &l ultravioletay
{ Us¥. ) de la elucibn a 280 mm. en un espectrofotémetro, adecua~—

do. En la fig. 6 se representa el esquema de Ia‘separaciﬁnucromato

gréfica de polvos de gléndula»ngultarla con carboximetil (M)
4 -



celulosa v dletllammcetll (, DEL 1 celulosa ¥ ;(osfato de calcio =
( CP ).
FIGURA 6
Polvo de la gldndnla Pituitaria
' Cromatografia sobre CM-celulosa
Acetato de &monio 0.01 M, pH=6.1  Acetato de amonic IM pH=6.1
Cromatografia en DEAE—celulosa Cromatografia en CM—celulosa
N\ ‘ acetato de amonio | acetato de amonio '
\0-2 M fo.1 1
'bEazsz - » S M2
¥\Crbmafggrafiaisoﬁze fﬁsfatouaé“calcié' B
ImM-fosfato |  O. 01 H-fosfato\  pH gradiente

“de sodio ﬁe ‘sodic

cpi ; - ep2 - » Ccp3

- fh -
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o El méﬁu&a &e,aascrclén par~pezmut1ﬁa, tambzen.prasentayun =
buen, panorama.a escala.zndustrial.

sé han usado y discutido en varias publicaciones ﬂ/, 72/ =
73/, 74/ ¥ 75/, métodos para cualificar y cuantificar la Gonado--
f:xo‘pin"a' Céi:’.ﬁnin a ‘Hﬁﬁa’ﬁa (-ECG)‘ - -cf‘:btéhit&a de ﬁfépéf&tzioﬁés" de aife

en.aos grnpos 105 métoaos empleados~
: = 46 ~




6,1.~ Métedos Inmunoguimicos. ST T e R

6.2,~ Métedos Bioldgico ,

6.1.~ Los n&todos Inmunoguimicos & su vez Be d.Lviden an: Cua
litativos ¥ cﬂan"itativcs. Los cualitativos nos dan- 1a hcmogeneidad
i) heterogenidaq de la HCG# rmif. entras que ios cuantitatiws nos dan=
la potencia de la HCG: Ios primeros ‘gson. imelsctrofo:éeis en ==
gel de almiddn Y eén agar e inmunodifusi&n:. Los segundos sons inhi-
bicién. de la hemaglutinacién 73/ v 77/ ¥ 145;' y :reacciﬁn de £ija--=
¢i6n de complemento __/ g 80}'. i .

6. 2.- El método biol&gico mﬁs usado pa.:a la cuantiﬁ.caciﬁn - 
de: HCG &3 el pessy del ﬁtero de la rata, 7 l- - ‘ :

Eara. cualquier método se usa un estandar inteznacional de ==
'Hcs. Tos métodos. que sge exponen a continuaciﬁn ‘8on. excluaivamente-
108 cuantitativoa 3 ' o

A Inhibiciﬁn de 1a hemaglutinaci&n‘ Eata méf;odo fue deacri‘to-
por tet:l.da __/, a.unqua algunos imrestigadczes 10 han ugado conw algu--
nzasg modificaciones 71/, tales como:sdurante el mtamiento de los~ -
'eritrocitos* con ﬁcido ténico el pH se casbiz de 6.4 a 7.2 'La con~

gentracién de fomaldeh!da es del 3%, qneaando una cmscentracién,
£inal del 4cido t&nico det ,2c.wan.»...._ R .

PR

Lag ‘preparacionea del HCG ‘& cuantificat, ge aisuelven en un=
bnffer fosfsatos: 8192!‘.:@0 on pH = 7.2, conteniendo.cloruro de so==

i

dio 0. OZM, E.D T.A. al 0.2% y suero.de Ta.ll';ﬁ:ni.na{53'17113:!-. a.:. =G4 —

Todo. es material (] excipiente funciona para prateger la HCG de. laa
5desnatura1izacicnes cuando se expone a alta:u diluciones. ‘

Se pue&en guardar las soluciones ﬁo’i_"sceat:ada% de HCG (minimo
| 1.000 U.I./nl) & -20°C y usarlas. solamente una vez despuds desconge
larlas se ha observado gue la actividad inmumoquimica de soluciones
@iluidas de HCGy preparadag diarjamente y guardadas a punto de con
gelamiento, permanecen sin cambios.
Los resultados de las estimacionesz son expresados como equi-

valentes inmunoquimicos de U I. de ECGM
K 1 -
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Los resultados de las estimac:.ones son expresados COmQ: equi
valentes inmunoguimlcos de T. I. de HCG.

: ,Fijac’ién de. complemento.— Este método ha sido comercializa-

do y sale bajo las firmas de " Pregnil ® de los laboratorios orga

mon y Lafén 78/, el principic del método es el siguientes::

' En una serie de tubos que se especifican en &l procedimien=
o se 1leva a cabo la reaccifn de fijacién de complemento al fagrg

gar a la muestra gue se pretende cuantificar sueroc anti H.C.G: -
mis entrocitos xecubiertos con H.C. G., s&. presenta im.hibz.ciﬁn de
la aglutinaciﬁn, entonces se observa en el fondo del %ubo un an:.-
110 -claramente de finido, asI sucesivamente una’ serie de dilucio=
nes de la muestra continuar& dando anﬂlos claramente aef:.nidos,

hasta 1legar a unad dilucibn que de un anillo aifuso, 6 un patrén-

’ hcaogeneo en el fordo del tubo; tal diluciﬁn con:esponaera al 1§=
- mite de 1a sensihilidad de la prueba. : :

. Procedimfento pa‘ra ia cizan"uficac’isn.- I.~ Se pesa com ===-
exactitud 2. 0 mg. de la. muestra a cuantificar, ge lleva & un: ma-- -

 trsz aforado de 5 ml. y se afora com solucibn salina isoténica, -

-

de esta dflucibn se toma 1.0 ml. y se 1leva a 100 ml. aforindose~

.cun__el misuo dilnyente; se prepara una gradﬂla de 9 tubos para -

hacer las siguientes ‘diluciones: -

a) - mlocar 0.25 ml. de solucidn salina iaotﬁnica en g tu—

bos ds ensaye pequefios.

- BY.~ 1. Afladir 0.25 ml. tomados del mata:éz de 100 ml. en el
primer tubo de ensaye, mezclar bien y. transferir 0,.—255
nl. al segunde tubo. Se continua realizando la misma=

operacién hasta, llegar al octavo tubo. Transferir ———

0.25 ®ml., del ¢ubo 8§ a un tubo limpio que sers usado —-
comd control. I.aa diluciones obtenidas del tubo 1 al &
son respectivamentes 152, 1:4, 1:8, 1:16, 1:64, 1:128,
15256 contenidas en un volumen de 0.25 ml.

2.- 8o pone un gotero { 0,25 ml.) de solucifn salina -
Lsoténica al tubo No. 9. |



3.~ 1 adlr dn gotere. de suerc anterGG a ¢/u de 105’8 tubos.
Guidanao de Lo, poner en contacto directo dla boca»ae ia, pipe
ta con las paredes de los tubos., :

A Agiid:‘bien los eritrocitos recubiertos ¢on HCG y agre—- -

gar una gota a cada uno de los nueve tubos. Mezclar hie'n ¥ -

.colocarlos en unaAgraallla,durante 2 horas sin mcve., ‘ni cam;

 biar de lugar._

La.lectura ge hace de acuerdo al siguiente patrén.

ACOMRGL  DILUCION FINAL () - PRIMERA DILUCION (-).

INTERPRETACION'

La dilucibn flnal es la que»se.encuentra entre 1a que 1nh1b5'

.Atotalmente Ia aglutlnaci6n y la que da un patrén homogéneo en el
“fondo -del ‘tubg. ‘ :

' CALCULOS:

Tas ﬁ'I /ml que sé encuentran en la dlluclén flnal, es el ==~

teciproco de esta. ) . =

) Para corocer laa TaTs ue'HCG[mg gue se tlenen en’ la mnes%-a~
"(valor'aproxlmado a 1a.cuant1f1cac16n bloléglca) se apllca Bna féx
mula empi:lca.

=

Poténcia de HCG«U I /mg. = ﬁltzma 611u016n (+) por- 1a Ailha-—

©ién final a la que se llevd la -
mtestra.

Para confiabilidad en el mé&todo ¥ los reactivos sienpre deba
 correrse una muestra de potencia conotida & estandar.

6.2.~ Método Biolbgico.- Aumento del fitero de la rata.
Medlo de Inyecc16n,— Usar solucién Salina T.S.; recien pr

parada, conteniendo Img/ﬁl. de suerp de albfinina bowvina y agustarw
o 49 -—




la a2 pide 6.9 a 8 .TOJ con hidréxide ;ﬂe sodio T.S.

Ezeparacién del,Esténdar.— B’solver una cantldad culdadosa-'

mente:pesada de. HCG U.S P. en el'realo de lnyecczén paza obtener-

una 501110161’1 COI‘I uana - concentrac

tuyan'una serie geométrlca tal como i 1m2 1.44 6 1:2:4 éen tal --
“forma quée la actividad en cada mlw se encuentre entre‘el.rango de
0.1 a 1.0 unldades. ’ ’

Prgparac16n del Ensayo. Slcnlendo el p:ocedlm1ento ya.sena

landc PETH la preparacién esténdar, preparar sclucmones de HCG de
tal forma que se encuentren dentro de tres puntos de la curva es-

ténda.,wque serén llamaaas 3 "Solaclones queba" correspondlenaod'

a.concentr c1anes de St._

Los anlmales.— Seleccionar *=»as hembras de 20 a 23 dias de
nac;das,fpero restrlngmr 1a,selecc16n ae modo qie 1a més pesaaa -

no.pese ‘més -que un, 30% més que: la‘nés digeras Almacenar los anlmavi

les bajo condiciches unifbrmes de tsmperatura, Iuz allmentac16nAﬁ
b4 beblda. Marcarlos para identificarios y dividirlos al azar en -

uycznnoque1 _misio nfimerg.pers n& . dnferdores-a 10 animaless ‘Asignar

a.un‘grnpo cada una de las tres sofuciones St: y tres soluciones~
de praeba,respectlvamente.

Ezocedlmlento.- Inyectar a caaanataAsubcuténeamente en el~
area dorsal con 0.2 ml. de la solnclﬁn que se le asmgno aproxima-
damente la misma hora cada uno de Ios tres dias consecitives.

_En la tarde del qu»ihiic» dia sacfificar a los -aniz‘-nailes{y i~
sectar el Giterc de cada animal coriando a través de la cerxviz, ==
quitando el tejido que rodea el ﬁtsm y rigurosamente a la unidn-
del tubuilo del fitero. Suavemente presionar y eliminar el fiunido -
uterino en papel a&sqxvehteihﬁmeaal v pesar el fitero, con balanza
analiticd.

6m de 10 unidades U.S.P. de HCG - .
en~caaa ., usanao el medlo de xny9001on como alluyenﬁe. Prepa——?
rar‘una carva esténﬂar, tal que 1&3 concentraclones de HCG constl



) .~ Tabular los. ~besos: uterinos observados para ’daaa;'*'-
. rata des:.gnaac poz: el simbolo Ty para cada. grupo de ratas "E' w o]
- putar los Iinterwalos de conflanza T 84 éste eg de 0.~'1938 el cual—

can:esponde ap = 0.95 para 1£m3,tes de confianza de 80 & 125% de ~
;_cmpaa.ada, se repite el ensayo hasta qué 105 aatcs ‘com ‘

»g‘hz.naaos de ‘dos & mAs ensayos llegnen a éste lim:.te, 143/,

. .’ 5‘1 -
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B Tas propledades blolég1cas-de HCG dlflerenAae otras conaéo—b‘
,troplnas 146/‘ ‘En ratas hlpoflsectomlzadas no: cah;a‘cr9c1mlen&o i

1ntersﬁ1c1ales. Asi el aumento del pesao- ovérlcc,en anlmales h;pofl
sectem.zadcs por est;mulac16n dé BEG €s muy lige=z. 1gua1mente—cuanf
do se ha probaao en ratas riormales inmaduras, iz HCG produce sola--
mente: un.anmento 11m1tado en el peso ovérlco. oS nfectos de 1g ==
HCG en ¥atas machos hlnoflsectomlzaaas s& encuentra en el.mantenlr
miento O repracidn de das ¢élulas intersticiales testlculaxes Si=

el tratamlento es empezado 1nmedlatamente despufs de 1a hipofisec-

tomia, las estructuras tubulares tambign son mamtenldas y‘contxnua‘
ia espermatogénes;s eniuna forma‘aproximadament_ normal.

Extrapolando éstas propleaades~de Ta HCG-a Tos seres humanos.J

- se puede declr que ei uso‘de la. HCG«en presentac nes. farmaceut:—~ :v-"

cds §é usa para el tratamiento de esterllldad ancvulatonl , debido
a que ia HCG induce,la.ovulacién en lds mnjeres ;nfértlles,147/,

fﬂtratamlento de ester Adad mascu11na 148/,f
dad, ya gue remueve lasg grasas de sus depésitcs anormales convigss
gt;énﬁolgs en dcidos grasos 1ibres circulantes, iistos: para ser me~
_tabolizados: p
potencia sexual, climatério mascullno, sellnzdaaffﬁstlmu a,fislolﬁ_
glcamente i -3 producciﬁn ‘d& testosterona endﬁgena, ayudando a la =~
‘personalldad séxual porque dctiva las células xakerstlcialesn B -
la mujer juega un papel importante en,la 20a. mitad del eciclo ovi~

atamiento de 1=z obe31 .

°lemasvder1vados como hlpogonan*smo mascullno, im=-

rigo {1uteznlzac16n<de1 faliculo}y. Se usz en;reia;do-da 1z phbeztadf

porque es una estimulante en ¢l crecimiento del nific con retraso -
del mismo, através de la induccisn de produceida hipofisiaria de -
hormona Somatotrépica, en criptorguidia; ovarios poliquistices y -
fase 1ldtea inadecuada 149/. '



8.~ CONCLUSIONES.

-En los métodos que S han propn&s%o ‘para la obten016n.de ia
HCG de orlnaAhumana, los pToc dlmlentos ﬂlfleren en naturaleza -

_ r 1 s son laboriosas y ‘tediosas, tales caomo- son lés? ———
'._ﬁéralaés" "c'on" derables de act:x;v.lda& ganaaqtrdplca, que por’ lo Ie—‘
: ‘gular ocun:e urante el proceso de obtencisn ¥ pnrif:.cacuén, ¥ &l
f:mal de 1a jo:r:nada en ocasxones son gz:oauctos téx.cos a am.malec‘
de laboratorlc. ' S .

Ensegulda las ventajas y desventajas c‘le les‘ ;métedos de ex—-

. traccibn expuestos. .

g \de HCG’ como las que 'prov.:.enen de hmres ted mujeres comnest;rua——-
’cn_ones normales ’, los extractos crudcs son Irecuentemente téxz_ccs—‘_.
po:; lo que c‘lan, potenclas bajas de HCG.aV

) L:a prec:.pltaclén por- Acetoaa, es hris método con mayo: -

alto ?canten:.do de‘ HCG. Al :.ugual que ia oreclpz.tac.ﬁn etanélica -
con orinas de potencia baja de HCG 4& m:qductos £6xicos en anima~—
les exper:mentaies. »

)= L& precipitacibn con &cids ’i‘én:..co se hez wisto sujetz =
yarias: cr-:i}zt’if:as én pré ¥ en contra del m&todo. Yarios ';:jnvés.i‘:iga;——v
dores han trabajado con resultados satisfactorios con esta técni-
ca diciendo gue da buenos productos, 150/, 151/, 152/, 153/ y 154/.




to5 de tanato crudo son tomcos para uso de T ina, #rataron de -
' - purif 1car1q pera no. redngexon la’ toxlc;aad del. procmcto, esta opl
-"nién‘. ‘se Ve apoyaaa por estud:.os de otros inves ,ga.a:ezes 155/ y ey
 _156/ La técn:.ca es laborigsa y da resultados .”,aoses.

3 d} = El produ to d, HCG, obtenido por el méto&o de adsor-——
20 i en cc:xparacndn com

"eml:os bagos

'\pureza, pbr lo que no se z:eccm:.enda. asar el metod’o para or:mas e

con conten:t&o bajo de HCG, El Jnétodot sin embargo, E=i=] s:l.mple y =

r&pido .

e) - Los palv' s obf:enldos por el znétodo de Kaolin—-acetona o

ﬂfpar"'"r- de ora.nas de bajos titulos son algunas veces =.6x1cos a an:x.-‘

palmente 1nact1vo. thenléndose asi e prcducto de :me:;o:r: callc‘kad
Ia téonica ‘es menos tediosa y laboricsa gqueé la mayez,.a de los mé&~
todos publicados, obteniéndose mejores productos de gcn,ad,ot_ropl-—
na, en comparacién a los obtenidos por los métodos el dcido tdni
co y del 4cido benzoico. Por 1o tanto podemos decir, gue log pro
ductos preparados pox esta técnica son generalmente menos téxicos
a animales de laboratorio gue aguellos obtenidos por simple preci

pitacién alcoh6lica o acetbnica.

o 5 =

:para obtener producz:as cug ables, obse:cvando cnle los:. extrac~ -



£y.~ En la adsorc16n de la HCG por Hlar6x1do de alumlnao se

' obtlenen4productos &e 1gual calidad gque los productos obtenldos -

por el método de prec1plta016n-dléllsls, el métoao es 51mple h'
r&pldo. ' : ‘

).~ Adsorcifn por permutita.- El método es igualmente sim-

- ple ¥ répldc, y extrae productos altamente,actlvos v :de baja toxi
¢idad, .

‘ h)’- El métoao de ultraflltracién, comparandolo con la téc—
nica de pre01p1fac16n alcohéllca—dléllsls, €s menos comple;a, me=.
nos’ laboriosa 'y menos expansiva; y qu.productos thenidos.son_—~
,muy'similéréé;' ' ’ o ' - 1

_"VGbmg’sg.hadeservadozaltiaVéS'aé‘cadaﬂﬁéﬁbaé:aé‘éstévt:aba*
jo, los puntos esenciales de los reportes investigados son llegar
a la cbtencién final de un producto de alta pureza de Gonadotro-=

_pina Corlénlca ‘Humana contenlendc alts actlvldaa.blcléqlca € inmu -

v noquimlca, sin tenex que,usar para ello tecnologia soflstlcaaa o=
demasiada.cara.como 1o qunleren algunos procesos lnaustrialesv

Por 1o que el interés primordfal,desde el punto de vista —-

nacional,es gue las personas interesadas en este tipo de trabajos

inviertan un capital para obtener este vdlioso producto en México
___.dehido.a.que~en la-actdalidad no hay 1abératorio MeXicano qué se~
haya lanzado a la produccién de la HCG, ademis es un material —-—-

:.:.-:.‘:omgico "que' 'eﬁ estaao *pu::if‘i-caab és’ ba'sta'n'i:e carc y su obi:‘én—--

en forma abundante ¥ de fécil adqullelﬁn. Otro punto 9051t1vc, -

para lnlczarse en este proyecto de gran futuro, el cual es una —=

realidad gque estamos viviendo, es el crecimiento aemogréflco del—

pais, 1o que facilita la obtencién de la materia prima, con51gu1én
dose un buen nmerc de seforas enbarazadas ent¥e el primer y ter=

cer mes de gestacibn.

w
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