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ABREVIATURAS 

HCG Gonadotropin a Cori6nica Humana 

U I Unidades I nternacionales 

mu I • • • • • • • . • • • • • . • • • • • • • • miliunidades Internacionales 

Kd ....................... Kilodal tones 

Hrs horas 

min ....................... minutos 

ºe grados centig~ados 

ASB Albúmina sérica bovina 

PBS Amort iguador salino de fosfatos 

Abs Absorbancia 

DO ....................... Densidad óptica 

nm nanometros 

g gramos 

ug microgramos 

1 litro 

ul microlitro 

M ....................... Molar 

SNC- ASB ••••••••••• • • ••• • •• suero normal de conejo-albúmina sé 
rica bovina. 

PBS-'1"1een •••••• ••• •• ••• • •• Amortiguador salino de fosfatos 
'1"1een 20. 

rpm • • • •• ••••••••••• • •••• •• revoluciones por minuto 

ELISA ••• •••• • ••• •••• • ••••• Ensayo inmuno enzimatico. 
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INTRODUCCION 

La presencia de gonadotropinas placentarias es bien conocida -

para primates y equinos (34), pero proteínas muy parecidas a las -­

gonadotropinas coriónicas, en otros animales se hasn reportado poco. 

Gonadotropinas biológicamente activas con perfiles similares a gona­

dotropinas semejantes a la HCG y sus subunidades están presentes en 

placenta de rata, ratón y hamster (Wide y Hobson, 1978 citados en --

34), también en la implantación del blastocisto de ratón se sinteti­

za y se secreta una glicoproteína parecida a la gonadotropina corió­

nica (Fishel y Surani, 1980 citados en 34). 

Bambra en 1981. (10), utilizando técnicas inmunohistoquímicas en 

la cual involucra antisueros contra la subunidad beta de la HCG, han 

demostrado la presencia de un material parecido a la HCG en placen-­

ta de cobayo en los días 16, 21, 31 y 46 de gestación. Estudios de -

microscopía electrónica suguieren que este material probablemente sea 

sontetizado por el sincitiotrofoblasto. 

FUNCION DE LA HCG . La menstruación en humanos suele ocurrir 14 -

días después de la ovulación, en el momento en que la mayor parte del 

endometrico secretor del útero se desprende de la pared uterina y es 

expulsado al exterior, si esto ocurriese después de haberse implanta­

do el huevo, el embarazo se interrumpiría. La secreción de gonadotro­

pina coriónica evita indirectamente que así acontezca. En el momento 

de ~a penetración trofoblástica del endometrio por parte del b lasto -­

cisto en desarrollo, las ·células trofoblásticas secretan HCG hacia la 
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circulación materna. La función de la HCG es semejante a la de la -­

hormona luteinizante de la hipófisis anterior, su mayor importancia 

estriba en que impide la involuci6n del cuerpo amarillo al fin del -

ciclo menstrual y permite que este cuerpo amarillo produzca grandes 

cantidades de hormonas como progesterona y estr6genos, a s u vez és-­

tas hormonas hacen que el endometrio uterino siga creciendo y alma-­

cenando grandes cantidades de elementos nutritivos. (21 ) . 

ESTRUCTURA DE LA HCG. La HCG es una gl icoproteína con un peso -

molecular apr6ximado de 39 Kd y con un conten ido de carbohidratos 

del 3Q<>fe (tabla A). (31) . La HCG es bioquímicamente similar a otras -

h ormonas secretadas por el lóbulo anterior de la glándula pituitaria 

como: hormona luteinizante (LH) , folículo estimulante (FSH l y estim~ 

lante de la tiroides (TSH) . Cada una consiste de una subunidad alfa 

y otra beta, l as dos cadenas polipeptídi cas están unidas en forma no 

coval ente. (16, 21, 30, 31, 34). La subunidad alfa de la HCG consis­

te de 96 amino ácidos con un peso molecular aproximado de 1 5 Kd, y es 

enteramente s i milar en estructura a l a misma subunidad de las hormo­

nas pi tuitarias, excepto por el contenido de beta galactosa y ácido 

siál ico. (31 ). Existen sin embargo, diferencias químicas en la es--­

tructura de las subunidades beta de t odas éstas hormonas; mientras -

que las cadenas beta de la FSH son muy similares, la cadena beta de 

l a LH y l a beta de l a HCG poseen 94 (85%) de los primeros 110 amino! 

cidos en común. No obstante, 121 aminoácidos constituyentes de la -­

cadena beta de la LH, mientras que la cadena be t a de la HCG está con 
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formada por 145 aminoácidos . Excepto por las 2 posiciones entre los 

residuos 111 y 121, los 35 aminoácidos finales de la región carboxi 

lo terminal del péptido de la cadena beta de la HCG, no están repre­

sentados en la cadena beta de la LH. (figura A). Esta región del -­

peptido de los 110-145 aminoácidos le confieren a la subunidad beta 

de la HCG propiedades antigénicas, capáz de inducir la producción de 

anticuerpos con máxima especificidad para la HCG. (34) . 

Ninguna de las subunidades de la HCG posee actividad biológica 

por separado, en sistemas de ensayo convencional, ni se unen in vi-­

tro a las células o a las membranas, una parte de la actividad bio-­

lógica es restaurada cuando se lleva a cabo la renaturalización de -

las cadenas alfa y beta de la HCG. (31 ) . 

IMPORTANCIA DE LA HCG. La HCG es una glicoproteína secretada 

inicialmente por las células trofoblásticas del blastocisto en desa­

rrollo y después por las células del sincisiotrofoblasto de l a p l a-­

centa. Su patrón de secreción durante el embarazo normal se caracte­

riza por presentar una elevación importante (cenit) entre las sema-­

nas octava a duodécima de la gestación, para luego disminuir y con-­

servar se en un nadir apartir de las semanas 14 a 16, hasta el tér- ­

mino del embarazo (figura B) (5 , 18, 21, 26, 35, 36) . Es por ésto -­

que la confirmación del embarazo se basa en la determinación "clási­

ca" de HCG en los comienzos del embarazo. (18) . 

Los niveles de HCG fluctÚ?n también en algunos procesos patoló­

gicos al igual que en el embarazo . En el embarazo ectopico, los niv~ 

les de HCG ur i narios con frecuencia descienden por debajo de 1 U I -
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/ml y muchas veces se sitúan por debajo de los 0.3 U I/ml, ya que -

para niveles por debajo de l U I/ml no son detectables por las prue­

bas usuales (24), por lo que es necesario la aplicación de otras te~ 

nicas más sensibles como los radioinmunoensayos con subunidad beta , 

y más especificamente, con la región carboxiloterminal que alcanza -

sensibilidades de hasta 5.0 mUI/ml (5) . 

Durante el primer trimestre, la prueba cuantitativa de HCG pue- ­

de ser útil como guia para el pronóstico de un posible aborto . Tal -

como se índico antes, los niveles rr.áximos de HCG se alcanzan normal­

mente hacia las 10 semanas de gestación, y durante el embarazo nor-­

mal puede esperarse "niveles elevados" de HCG empezando en la 7a se­

mana (49 días de gestación) y continuando hasta la 13a (91 días de -

gestaci6n). Durante éste tiempo una cantidad inferior a 3000 UI por 

24 hrs en la orina se asocia con un aborto espontáneo inevitable --­

( 39) . Si en lugar de una muestra de orina de las 24 hrs se emplea la 

la muestra de orina de la mañana, los niveles de HCG por debajo de 

los 5Xl03 UI/l. sugieren una gestación no viable . 

En algunos casos, la prueba cuantitativa de HCG ha resultado -­

valiosa en el diagnóstico de la mola hidatidiforme. A pesar de que -

algunos pacientes con dicha mola presentan niveles de HCG en la -­

orina extremadamente elevados (hasta 6Xl.06 UI/l.). la mayoría muestran 

valores correspondientes al embarazo normal y algunos relativamente -

niveles bajos de HCG (5 UI/ml) (18) . 

El diagnóstico diferencial basado en los niveles de HCG resulta -

fácil por el hecho de que, durante el embarazo, las pruebas secuencia-
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les tienden a seguir la curva normal de és t e, . mi entras que la enfer--­

medad trofoblástica, las pruebas repetidas a lo largo de varias sema­

nas muestran fluctuaciones irregulares (39) . Una vez que se ha realiz~ 

do el diagnóstico de la enfermedad trofoblástica, los niveles urina-­

rios de HCG proporcionan un índicador excelente de la respues t a al -­

tratamiento (S). 

En los coriocarcinomas tanto de hombres corno de mujeres, los ni-­

veles de HCG también son elevados e irregulares. 

La medición de HCG también ha sido aplicada en la predieeión de -­

gest ación múltiple, en la detección de tumores ute rinos, cervicales, -

en tumores de páncreas, estómago, pulmón y riftón. (13) . 
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TABLA A. 

Composición de carbohidratos de la HCG* (30) 

CARBOHIDRA'ro HCG-alfa HCG-beta 

Manos a 6.6 3 

Galactosa 3.2 6. 3 

Fucos a N. D. ** huellas 

Glucosamina 8. 5 7. 0 

Galactosamina N.D.** 2.5 

Acido siálico 3. 5 7 . 3 

* g /1 00 g (peso seco) 

** N.D. No detectabl e . 
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Fig. B. - Nive l es urinarios de gonadotropina cori6nica 

humana (HCG) durante el embarazo. (21) . 
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ANTECEDENTES 

Las primeras preparaciones de HCG purificada fuerón obtenidas 

en la década de los 1940's, mediante l a adsorción de la HCG presen 

te en orina de mijeres embarazadas sobre ác ido benzoico , realizanr 

do posteriormente extracciones con etanol al 50% y desnaturalizan­

do selectivamente las proteínas cont aminantes por agitación en 

cloroformo. Igualmente por estas fechas la HCG se adsorbe sobre 

permutita, eluyendo l a hormona con acetato de amonio al 10% en et~ 

nol al 38% (17). 

A principios de los 1950's se logra cris ta lización de la HCG . ­

con una solución de fosfatos a pH 3. 5 que contenía e t anol al 5% y 

m - cresol a l 60% (17) . 

En los 20 años siguientes la química de l a HCG, así como los 

procedimientos para su purificación no se mejorar on marcadamente. 

En l a década de los 1960's se reporta un esquema de purifica­

ción de HCG realizando pasos previos a los procedimientos ya repor ­

tados anteriormente. La hormona fué adsorbida de orina de mujeres 

embarazadas sobre ácido benzoico realizando extracciones con amor­

tiguador de acetato 5M pH 4.5 y prrcipitando con acetona. El pre­

cipitado fué extraído con etanol al 50% en amortiguador de acetato 

pH 4.5 conteniendo 0. 015M de ca++ y la "actividad" la precipitar6n 

con etanol pH 3 (17). 

Posteriormente se desarrollaron mejores técnicas para el es-­

tudio y purificación de la HCG, en las cuales se utilizaron prin-­

cipal mente : fraccionamiento con etanol, cromatografía de intercam-
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bio íonico, filtración en gel y precipitación isoeléctrica (16). P~ 

ra la separación de las subunidades de la HCG se utilizó fundamen-­

talmente: disociación con urea BM, cromatografía de intercambio ío­

nico y electroforésis en poliacrilamida (13 ) . 

La adecuada separación de las subunidades de la HCG a permiti­

do elucidar la secuencia de aminoácidos y composición química de -­

las mismas. 
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JUSTIFICAC I ON 

El estudio de las gonadotropinas cobró impulso de 15 años a la 

fecha, su importancia radica en el mantenimiento de la horneostasis 

y repr oducción del organismo. En éste trabajo se pretende desarro-­

l l ar una metodología que permita purificar la cadena beta de la -­

gonadotropina cori6nica humana. lo que servirá a s u vez para desa-­

rrol lar métodos inmunológicos que detecten la hormona en suero. 
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OBJETIVO: 

Desarrollar una metodología propia para la purificac i ón de la 

HCG y obtención de la subunidad beta a pa r tir de orina de mu jeres -

embarazadas. 

METAS : 

--Purificación de la HCG por medio de cromatografía de a f ini-­

dad. 

--Obtención de la subunidad beta de la HCG por medio de croma­

to~ra fía de intercambio íonico . 

--Identificación de la subunidad beta obtenida por pruebas in­

munol ógicas de tipo ELISA. 
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Materiales y Métodos 

I. Inmunización de animales . 

II. Precipitación de la fracción g amma globulina. 

III. Cuantificación de proteínas. 

IV. Titulación de anticuerpos. 

v. Preparación del inmunoadsorbente con glutaraldehído. 

VI. Preparación del inmunoadsorbente con sefarosa AH 4b . 

VII . Tratamiento de las muestras. 

VIII.Purificación de la HCG por cromatografía de afinidad. 

I X. Inmunoelectroforésis en agar. 

x. Electroforésis en geles de poliacrilamida. 

XI . Disociación y separación de la subun idad beta de la HCG • . 

XII. Determinac ión inmunoenzimática de la HCG y subunidad beta . 
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I. Inmunización de animales. 

Se conoce como inmunización al proceso median te el cual. se --

induce una respuesta inmunol6gica en un individuo inmunocompetente, 

a consecuencia del contacto con un antígeno en forma natural o arti 

ficial. La respuesta inmune obtenida puede ser humoral o celular o 

ambas dependiendo del tipo de antígeno y de la dosis (8. 35). 

En el caso de la respuesta humoral . el suero con un alto con-

tenido de anticuerpos se conoce como antisuero o suero hiperinmune. 

Procedimiento: 

Se inmunizaron 3 conejos Nueva Zelanda de 3 meses de edad, ba-

jo .El siguiente esquema de inmunizaci6n: 

Inye~ci6n 

1 

2 

3 

4 

Sangrar 

Día 

1 

15 

30 

31 

39 

Procedimiento 

5mg de HCG comercial (Gonadotropyl-C, 
Russell) disueltos en lml solución sa­
lina + lml de adjuvante completo de -­
Freund. Vía intradermica en sitios mul 
tiples. 

Igual que la anterior, pero usando ahQ 
ra adjuvante incompleto. 

0.250mg de HCG disueltos en solución -
salina lml vía i ntravenosa. 

0.500mg de HCG disuel tos en lml de so­
luci6n salina vía intravenosa. 
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II . Precipitación de la fracción gamma globulina anti-HCG con sulf~ 

to de amonio. 

La precipitación de la gamma globul i na por este método se de­

be al fenómeno de "precipitación salina " el cuál e onsiste en que -­

las moléculas de agua que solvatan a la molécula del ailti~uerpo son 

desplazadas por los iones sulfato y amonio, que además neutralizan 

los grupos cargados de la pr oteína, la cual llega a s u punto isoe-­

léctrico y precipita. (22 ) . 

Por lo general son suficientes 3 precipitaciones con una con-~ 

centraci6n final de sulfato de amonio al 33% de saturación. 

Procedimiento: 

l. A ..• un volumen de suero se adiciona gota a gota solución de sulfa­

to de amonio saturado pH 7.8, hasta alcanzar igual volumen del -

suero original (concentración final 50% de saturación). 

2. Una vez que esta b ien agi tado . se centrifuga a 3 500 rpm 15 min . 

3. El precipitado se disuelve en solución salina pH 7 . 8 hasta a l --­

canzar e l volumen del suero original. 

4 . Se r epi ten los pasos 1, 2, 3, sólo que ahora la concentración fi 

nal deberá ser de 33% de saturación, es decir se adicionará la -

mital de sulfato de amonio saturado con respecto a l vol umen de -

suero or iginal. 

5. El último precipitado se disuelve en sol ución salina amorti guadQ 

ra de boratos* hasta alcanzar la mitad del volumen del suero ori 
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ginal. 

6. Se dializa contra solución salina amort iguadora de boratos a 

4oc du rant e 3 días realizando 2 cambios diarios. 

7 . La ~uestra una vez dializada se c entri fuga a 3 500 r pm por 30 min 

para la eliminación de cualquier agregado. 

*Ver apendice. 
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III. Cuantificación de proteínas. Por el método de Lowry. (29) 

l. Se mezclar6n 50 ml de Na2C03 al 2°h en NaOH O.IN con 0.5 ml de -

CuS04 al 1% y 0.5 ml de tartrato de Na y K al 2% (v/v) . La mez-­

cla se prepar6 al momento de usarse. 

2. En tubos de ensaye de l3Xl00 se colocar6n por duplicado O.l ml ~ 

de la muestra problema y del patrón (400ug de albúmina sérica -­

bovina por ml) . Se sjust6 el volumen de cada muestra a 1 ml con 

solución salina y se adicionó con agitación 3ml de la mezcla de 

reactivos (paso 1), dejandose en reposo 15 min. En la serie se -

i nc luyó por duplicado l ml de solución salina como control de r~ 

activos. 

3. Después de éste tiempo se adicionó a cada tubo O.l ml del reac-­

tivo de Foli n Cicolteau y se a gitaron inmediatamente dejandose -

reposar 30 min a temperatura ambiente. 

4. Al término de este tiempo se determinó la absorbancia de cada t~ 

bo a 680 nm ajustando el aparato a cero con el control de reac-­

tivos. 

5. Pará conocer la concentraci6n de proteínas de la muestra, la ab~ 

sorbancia se interpoló en una curva standar que abarca un rango 

de concentraci6nes desde 20 a 200 ug de proteína por 1 ml. 
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IV. Titulación de anticuerpos por hemaglutinación pasiva. 

Las técnicas de aglutinación han llegado a ser métodos muy efi 

caces para el descubrimiento de cantidades pequefias de anticuerpo, 

desde que se demostró que los eritrocitos podían absorber polisáca­

ridos, y que los glóbulos rojos que se tratan con ácido t ánico pue­

den recubrirse con antígenos proteícos, estos eritrocitos revestidos 

son aglutinados por los anticuerpos específicos para el antígeno que 

ha sido adsorbido (hemaglutinaci6n pasiva). (20 . 3S). 

Procedimiento: 

La hemaglutinaci6n se realizó en una placa de poliestireno para 

microhemaglutinaci6n, de 96 pozos de fondo en "U". 

l. Se prepararon diluciones de la gamma globulina anti-HGC de la ma­

nera siguiente: a 12 pozos se adicionaron SO ul de SNC-ASB agre­

gando después al pozo número 1 SO ul de gamma anti-HCG mezlcando 

perfectamente, con la misma punta de la micropipeta se transfie­

ren SO ul del pozo 1 al pozo 2 y así sucesivamente a todos los -

pozos desechando los úl timos SO ul del pozo 12. 

2. Se adicionaron SO ul de eritrocitos recuviertos de HCG (laborat2 

rios Laf6n) al 2% en PBS*. 

3. En los pozos 13,' 14 y lS se mezclaron SO ul de SNC-ASB con SO ul 

de eritrocitos recubiertos con HCG. Estos pozos son testigo de -

los eritrocitos. 

4. A los pozos 16, 17 y 18 se mezclaron SO ul de la gamma-globuli-­

na anti-HCG con SO ul de eritrocitos normales de conejo. Estos -
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fueron testigo de la gamma-globulina. 

s . Se incubo la placa a 37°c durante 60 min . 

6 . Se observó la presencia de aglutinación del pozo. 

El título de la ganuna-globulina anti-HCG se reporta como la r~ 

cíproca de la máxima dilución en la cuál aún se observó aglutina--­

ci6n. 

* Ver apendice. 
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v. Preparación del inmunoadsorben te con glutaraldehído. (4). 

El uso de inmunoadsorbentes ha resultado el problema que se -­

presenta frecuentemente, cuando se requiere purificar antígenos o -

anticuerpos, que se encuentran mezclados con otros componentes. Una 

forma de prepararlos es insolubilizando los anticuerpos con gluta-­

raldehído (4). 

Procedimiento: 

l . A 10 ml de la fracción gamma-globulina anti-HCG que previamente 

se dializó contra PBS, se adicionaron 2 ml de glutaraldehído al 

25% en agua destilada, gota a gota y agitando constantemente. 

2. Se refrigero toda la noche a 4°C para lograr una gelificaci6n 

completa. 

3. Se adiciono 5 ml de PBS y fraccionar el gel formado con un homo-

genizador Potter (de ajuste suave). 

4. Centrifugar a 3000 rpm por 15 min y leer el sobrenadante a 280nm 

s. Repetir e l paso 4. 

6. Suspender la proteína insoluble en 30 ml de regulador de glicina 

HCl*pH 2.8. 

7. Centrifugar a 3000 rpm 15 min y determinar la absorb ancia del -­

sobrenadante a 280 nm. Repetir los pasos 5 y 6 hasta que la ab-­

sorbancia sea menor a 0.020. 

8 . Suspender la proteína insoluble en 30 ml de PBS De~ar reposar 1 

hr . Eliminar el sobrenadante para retirar partículas peque~as -

Repetir este paso. 
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9. Preparar la columna, empacando la protina insolubilizada en una 

jeringa de 10 ml que previamente se tapó con lana de vidrio pa­

ra evitar la salida del gel. 

10.Guardar la colullU1a a 4°c con mertiolate al e . 01% en PBS. 

* Ver apendice. 
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VI. Preparación del inmunoadsorbente acoplando los anticuerpos anti 

-HCG a sef arosa AH 4B. 

Parath introdujó el uso de l a sefarosa para preparar conjuga-­

dos proteicos insolubles. Estas preparaciones son útiles para la p~ 

rificación de alguna proteína que se une específicamente al conjug-ª 

do anticuerpo-sefarosa. Por otra parte la proteína también puede -

conjugarse a la sefarosa y el absorbente obtenido puede utilizarse 

para la separación del anticuerpo correspondiente. 

La sefarosa 4b Jlli, es una sefarosa con un brazo espaciador de 

6 carbonos al cual se une el ligando facilitando la unión con la 

proteína por absorber. Los ligandos se unen mediante carbodimida a 

través de un enlace peptídico o amida. La sefarosa AH 49 tiene gru­

pos amino libres. El brazo espaciador es importante para ligandos ~ 

pequeaos con multiples subunidades y para proteínas de muy alto pe­

so molecular (28) . 

Procedimiento: 

l. 2.5 gr de sefarosa AH 4b en polvo se hidrato en NaCl 0.5M hasta 

formar lOml de gel . 

2. El gel hidratado se lavó con 200 ml/gr NaCl 0.5M. 

3. Se lav6 el gel con agua destilada pH 4.5 (50 ml/gr). 

4 . Para la uni6n de los ligandos se utilizó carbodimida (l etil, ]_ 

dimetil aminopropil carbodimida) EIX: o ciclo hexil (2-morfil­

inoetil) carbodimida. 

El EIX: se disolv~o en agua destilada pH 4.5. La concentración 
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de ser más alta que la de los grupos espaciadores ; 6-1 0 um/ml del -

gel hidratado de sefarosa AH 4b. 

En general se utilizan lOmg de EDC por 1 ml de gel hidratado. 

5 . El acoplamiento se llev6 acabo en medio ácido pH 4 . 5 , pero se -

tiene que ajustar con NaOH O.lM o HCl O.lM según sea el caso. 

6. El ligando (lOml de la fracción gamma- globulina- anti-HCG) se di 

aliz6 previamente contra agua destilada pH 4.5 

7 . El gel se dej6 sedimentar y se desecha el agua de pH 4 . 5 

8 . Se mezcl6 en lml de agua pH 4 . 5 la proteína ligando con los lOmg 

de carbodimida con una pipeta pasteur y se adicionó al gel de -

sefarosa inmediatamente. 

9. La mezcla se dej6 toda la noche a 4°c con agitación lenta. 

10. Los grupos libres de la .sefarosa se bloquear6n con ácido ace ti­

co O. lM, lavando con aproximadamente 200 ml . 

11. Se lav6 el inmunoadsorbente con agua destilada pH 4 . 5 hasta ~~ 

que el sobrenadante de una lectura de absorbancia a 280 nm me-­

nor a 0. 020. 

12. El gel se empaco en una columna (jeri nga de lOml) la cual previ 

amertte se tapo con lana de vidrio para evitar la salida del --­

gel . 

13. La columna se lav6 con aproximadamente 200ml de PBS y se guard6 

a 4ºc con mertiolate al 0. 01% en PBS . 
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VII. Tratami ento de las muestras . 

La orina fué colectada en el primer tr imestre de gestación que 

es en este momento cuando la HCG alcanza su punto máximo de secre -­

ción (1 , 16, 18, 19, 36). A la orina primeramente se le práctico la 

prueba de presencia de HCG (prenatest de Lafón y Mercktest de Merck) 

y las que fueron positivas se centrifugarón para la eliminación de 

sedimento para posteriormente f o rmar un banco y conservarlas a -20°c 

hasta su uso. 

Se buscaba las condiciones óptimas de la orina para la obtenci­

ón máxima de HCG; para el caso del inmunoadsorbente realizado con -­

glutaraldehído se hicieron los siguientes tratamientos : 

a ) La orina sólo se centrifugó a 3000 rpm 15 min a temperatura am--­

biente. 

b ) La orina se dializó contra PBS durante tres días y realizando 2 -

cambios diarios. 

e ) A la orina sólo se l e ajusto el pH a 7. 0 

Para el inmunoadsorbente de sefarosa AH 4b, puesto que algunos 

pigmentos presentes en l a orina que no fueron eliminados por el pro­

cedimiento seguido y que tapaban a este inmunoadsorbente se elimina­

ron de la manera siguiente: 

A) La orina se filtró en una columna de sefadex G- 25 de l . 2X25 cm. 

B) Las proteínas de la orina fueron precipitadas de la manera sigu1 

ente: 20 ml de orina + 10 ml de HCl 0. 5N + 80ml de acerona por --

debajo del nivel de l a orina; se mezclaron perfectamente y se ce~ 

t rifugarón a temperatura ambiente a 5000 rpm 20 min y el precipi~ 
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tado se resuspendió en 6ml de PBS frío (4°c) lo cual fué l o que -

pasó por el inmunoadsorbente . 
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VIII. Purificación de HCG por cromatografía de afinidad . 

A continuación se describe el manejo de las columnas inmunoad­

sorbentes, utilizadas para la purificación de la HCG presente en -­

orina de mujeres embarazadas . En general se sigue el mismo procedi­

miento para el uso de las col umnas de geles inmunoadsorbentes de se­

farosa-proteína, y de glutaraldehído. 

Proce<limiento: 

l. La columna del inmunoadsorbente se lavó con PBS, utilizando un - ­

volumen 5 veces mayor que el volumen del gel . 

2. Se pasó la muestra de orina (l Oml) que p reviamente se trato por el 

irununoadsorbente . cerrando la columna para incubar la muestra con 

el inmunoadsorbente por 30 min, a temperatura ambiente . 

3. La columna se lavó con PBS hasta que la absor bancia a 280 nm fué 

menor a 0. 020, para que fuera eliminado lo que no fué adsorbido 

por el inmunoadsorbente . 

4 . Se pado amortiguador de glicina-HCl pH 2.8 a través de la columna, 

para eluir las fracciones fijadas por el inmunoadsorbente . 

s. Se colecto fracciones de lml en tubos de ensaye con una gota de -­

NaOH 0.1 N para neutralizar el pH dado por el regulador de glicina 

- HCl. se continuo eluyendo hasta que las absorbancias a 280 nm -­

fueron menores a 0.020. 

6 . Se lavó l a columna con PBS (aproximadamente 200ml) y se guardó la 

columna con mertiholate al 0. 1% en PBS y a 4°c . 
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7. Fueron seleccionadas las fracciones que presentaron mayor concen­

tración de HCG. 

8. Se repitieron los pasos anteriores hasta obtener lOmg/HCG. 
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IX. I nmunoelectroforésis en agar . 

Una vez que se obtuvo la HCG, se probo su inmunoespecificidad -

con su anticuerpo respectivo por medio de inmunoelectroforésis y ad~ 

más se probó también la pureza de la misma por medio de electroforé­

sis en geles de poliacrilamida así como para la determinación de su 

peso molecular. 

La inmunoelectroforésis es una técnica que combina una separa-­

ción electroforética inicial de las proteínas seguidas por inmunodi­

fusión con la formación de arcos de precipitación, como consecuencia 

de la adición del antisuero específico para esas proteínas. Esta pr~ 

ba es ampl iamente utilizada para determinar la pureza de la sustancia 

antigénica. (2 ). 

Procedimient i : 

l. Para preparar los gel es de agarosa para la inmunoelectroforésis 

se utilizó agarosa al 1.2% en regulador de barbituratos pH B. 6* . 

La agarosa fué disuelta con calor. 

2 . En la solución aún caliente se sumergierón portaobjetos limpios -

y desengrasados , los cuales posteriormente fueron secados y colo­

cados en un horno precalentado a loo0 c hasta que se secaron por -

completo. 

3. Los portaobjetos secos se colocaron en una superficie completa--­

mente horizontal y con la yuda de una pipeta de punta ancha se -­

adiciona a cada una 4 ml de agar caliente y se dejo ge lificar a -

temperatura ambiente . 
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4. Con la ayuda de un "saca bocados ", se practican perforaciones ci.!: 

culares retirando el agar residual . Igualmente se práctico un ca­

nal longitudinal paralelo al eje mayor del portaobjetos, pero sin 

retirar el agar residual . 

s. En el recipiente de la cámara de elcetroforésis se añadio la can­

tidad necesaria de regulador de barbituratos. Se acomodaron los -

portaobjetos , se estableció el contacto entre la placa de agar y 

el regulador mediante tiras de papel filtro. 

6. En las perforaciones del gel se colocaron 30 ul de la HCG obteni­

da a través del inrnunoadsorbente y en el otro 30 ul de orina con­

centrada de mujer embarazada conteniendo azúl de bromofenol como 

indicador . 

7. Se conectó la cámara de electroforésis a la fuente de poder y se 

ajusta a 8-10 volts/cm de gel. 

8. una vez terrniando el corrimiento electroforético, se retiro el -

remanente del agar del canal longitudinal y se adicionó en él -­

SOul de ganuna- anti- HCG. 

9. SE colocaron los portaobjetos en la cámara 

te 24 Hrs. 

* Ver apendice. 

Tinción de Placas. 

humeda a 4°c duran-

l. Los portaobjetos fueron colocados en NaCl 0~85% para lavar el -
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exceso de proteínas que no formaron bandas de precipitación. 

2. Se repitio e l paso 1 tres veces . 

3. Se lavarán los portaobjetos con agua desti lada y después se se-­

car6n colocandolos en papel filtro a temperatura ambiente o 

40°c . 

4 . Se despegó el papel filtro de los portaobj etos humedeciéndolos -

con agua destilada. 

s. Los portaobjetos se sumergieron en azúl de coomasie-ácido acético 

por 15 min. 

6. Por último se sumergieron los portaobjetos en decolorante alco­

holácido acetico. 

7. Se observó el número de bandas de precipitación aparecidas. 
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X. Eledtroforésis en geles de poliacrilamida. 

Para conoce r el grado de pure za de la HCG obtenida através del 

inmunoadsorbente , así como para la determinación de su peso mol ecu­

lar , se p r ocedió analizarlos mediante electroforésis en geles de PQ 

liacrilamida (EFGP) . 

En los soportes para electro f orésis c ons tituido , por geles , e l 

paso de cualqui er partícula depende en parte del tamaño relati vo de 

l a partícula con e l de los poros del gel , por lo tanto , en los pro­

ceso s e lectrofor éticos en geles , e l tamaño molecular y l a carga e léc 

trica son factores muy importantes. En los ge les formados por agar2 

sa, e l tamaño de los poros es muy grande y por elle , l a influenc i a -

del tamaño mol ecular no es muy rel evante , en cambio en los geles de 

poliacrilamida el tamaño molecular e s determinante para l a separa--­

ción (2) . 

Procedimien to: 

1) Gel de corrimiento: se preparó en un matraz k itasato una mezcla -

fo rmada por: 

1.1) 12. 5 ml de una solución de acrilamida-bisacrilamida* al 30 . 8% 

1.2) 7 . 5 ml de solución reguladora de tris- HCl* 1 . 5 M pH 8 . 8 

1. 3) 9 . 55 ml de agua destilada. 

1.4) -0.6 ml de SOS a l 1 0% 

Esta mezcla se degasificó mediante vacio agi tando suavemente d~ 

rante 20min. Para celebrar la polimerización de la acrilami da se adi­

cionó 7 . 5 ul de N, N, N, N, N tetrametiletilendiami na (TEMED) y 50 ul 

de persul fato de amonio a l 10%, recién preparado. Se virti6 rápi da- -
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mente en e l molde de la cámara de l equipo de eledtroforésis para ob­

tener una superficie perfectamente horizontal del gel . Antes de que 

polimerizara la mezcla se coloco una capa de agua destilada de apro­

ximadamente 2 cm de altura con la yuda de una j eringa. se dejó en -­

reposo 18 hrs a temperatura ambiente. 

2) Gel espaciador. Una vez asegurada la polimerización del gel del -

corrimiento, se eliminó la capa de agua por vacilamiento , absor-­

biendo el remanente con papel filtro. Sobre la superficie del gel 

se aplicó 6. 75 ml de la mezcla del gel espaciador la cual se pre­

paró con: 

2.1) 1.25 ml de solución acrilamida-bisacrilamida al 30.8"fe. 

2.2) 1.875 ml de solución reguladora de tris-HCl 0 .5 M* pH 6 0 8 

2.3) 4.275 ml de agua destilada 

2.4) 75 ul de SOS al 10% 

Esta mezlca se degasifico mediante vacio agitando suavemente y 

durante 20min y después se adicionó 3.75 ul de TEMED y 25 ul de per­

sulfato de amonio al 10%. Se mezcló y de inmediato se virtió sobre -

el gel de corrimiento colocando antes de que polimerizara un molde -

(peine_ para la formación de los sitios de aplicación de las mues--­

tras (canales ) evitando la formación de burbujas. Una vez que el gel 

espaciador polimerizó se llenaron los compartimientos de la cámara -

con solución reguladora de corrimiento*. Asf mismo, se extrajó el -­

"peine" evitando que los canales se deformaran o quebraran. En estas 

c ondiciones se efectuaron 5 lavados a los can~les con solución regu­

ladora de c orrimiento y posteriormente se realizó una preelectrofo­

résis a 25 mA por 15 min. 
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3. Aplicación de las muestras: 

3.1 ) Las muestras se mezclaron en r elación 1:1 con amortiguador -

de muestra 2X* 

Las muestra s se virtieron en cada canal evitando que se mez~ 

clar an con la solución de corrimiento. En el caso de la muestra de -

HCG se colocaron 14 ug por cada canal; para las muestras de proteí-­

nas patrón se colocaron 6 ul. (Electrophoresis calibration Kit. Pha~ 

macia lote 5128) . 

4 . Corrimiento electroforét ico. 

4. 1) Para la migración de las muestras en el gel espaciador se -­

aplicaron 15 rnA por placa y una ve z que el indicador penetró 

en el gel de corrimi ento se incrementó el amperaje a 30 rnA -

por placa. La electroforésis se suspendió hasta que el colo­

rante se desplazó cerca de 12 cm desde el punto de aplica--­

ción. 

5. Tinción de los geles . 

5.1 ) El gel se saco de la cámara y se introdujo en una solución -

fijadora de colorante* durante 2 ó 3 hrs y para eliminar el 

excedente de colorante el gel se dializó en una solución de 

ácido acetico-metanol-agua (1:5: 5) efectuando varios cambios 

y cuidando que no se excediera el proceso de decoloración. -

Los geles se guardaron en ácido acético al 7%. 

Cabe mencionar que se tomaron medidas del máximo corrimiento 

del indicador , así como de la migración de las proteínas para la 

obtención de los Rf s y así calcular el peso molecular de las proteí-

nas problema. * Ver apendice . 
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XI . Disociación y separación de la subunidad beta de la HCG obtenida 

por medio de cromatografía de intercambio iónico . 

La disociación de l a HCG se llevo a cabo por l a técnica descri­

ta .por Morgan y Canfield en 1971. (31) . 

La cromatografía de intercambio íonico es una forma de cromato­

grafía en la cual l a separación se lle va acabo con base en las dife­

r encias cualitativas y cuantitativa s en la carga de l os solutos . 

La resina es una red macromolecular mineral u organica portado­

ra de cargas eléctricas que retienen a su alredor por simple atrac-­

ción electros tática a los iones que se van a cambiar y que pueden -­

pasar a la solución . 

La separación de la sustancia líquida se produce cuando l a e lu­

ción de l a matriz haga disminuir la fuerza de únion . También puede -

obtenerse la separación con diferencias de carga muy pequeña. 

Procedimiento: 

l. Se disolvio 4 mg de HCG obtenida en 4 ml de urea lOM pH 4.5 

2. Se incubo 1 hr a 37°c. 

3. Se adiciono 1 ml de glicina 0. 03M y ajustar el pH a 7.5 con NaOH 

0 . 001 M. 

4 . El volumen obtenido se paso a una columna de DEAE- Trisacryl M 

(intercambiador aniónico con un diámetro de 40- 80 um ) de 8 X 

2.5 cm, la cual previamente fué equilibrada con buffer de glici­

na- urea pH 7.5*. 

5. s e comenzó el lavado con amortiguador de glicina- urea pH 7 . 5 , -­

h asta que la absorbancia a 280 nm sea menor a 0 . 020 . 
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6. Se cambio de amortiguador de elución a glicina-NaCl-urea pH 7. 5* 

realizando colectas de 1 ml las cuales se acidificaron con una -

gota de HCl 1 N. 

7. Las fracciones que presentaron las absorbancias mayores a 280 nm 

se dializarón contra ácido acetico al 1% por 12 hrs y después con 

tra PBS y se refrigeraron a -20°c . 

* Ver apendice. 

La determinación del grado de pureza así como la determinación 

del peso molecular de la subunidad beta obtenida, se realizó igual­

mente por medio de electroforésis en geles de polacrilamida, la 

cual anteriormente fué descrita . 
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XII . Determinación inmunoenzimatica de la HCG y subunidad beta. 

En el inmunoensayo enzimatico (ELISA, enzime linked i nmunosor­

b ent assay) se utilizan anticuerpos con jugados a una enzima. En es-­

tas condiciones el anticuerpo conserva su capacidad de unión especí­

fica al antígeno, mientras que la enzima es capaz de catalizar una -

reacción en la cual, el sustrato se transforma en un produc t o colo-­

rido. Otra característica importante del sistema es la unión del an­

tígeno o anticuerpo a una fase sólida insoluble en la cual los com­

ponentes de la reacción inmunológica son retenidos (38). 

En los métodos directos, el anticuerpo dirigido específicamen­

te contra el antigeno es el que lleva unida la enzima. En cambio en 

los méto1os indirectos el conjugado enzima-anticuerpo está unido con 

tra un primer anticuerpo el cual ya reaccionó con el antígeno. (20) . 

Procedimiento: 

El ELISA se realizó en una placa de plástico de poliestireno -

para ELISA, de 96 pozos de fondo plano. 

l . Las muestras y el control (HCG comercial se Sigma) se diluyerón -

en amortiguador de recubrimiento* en diluciones seriadas. 

2. se colocaron 200 ul de las diluciones en cada pozo respectivo. 

3. Se incubo toda la noche a 4°c. 

4. Se retiro el líquido excedente. 

s. se adicionó 200 ul a cada pozo de PBS-tween-albumina* incubando -

por 1 hr a temperatura ambiente. 
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6. Se lavo dos veces con PBS- tween-albumina, aspirando el líquido -­

excedente. 

7. 200 ul del conjugado anti-subunidad beta de la HCG (comercial de 

ABBOT Laboratories) se adicionaron incubando por 3 hrs a tempera­

tura ambiente . 

s. Se lavo 3 veces con PBS - tween , retirando el líquido excedente. 

9. Se colocaron 200 ul a cada pozo de sustrato* para la enzima que -

f ué peroxidasa. 

10. Se incubo por 30 min y se detuvo la reacción con H2S04 30 ul por 

pozo . 

11. La lectura se realizó a 429 nm. 

* Ver apendice. 
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RESULTADOS 

El título de la fracción gamma globulina anti-HCG obtenido por 

medio de la hemaglutinación pásiva fué de 1:32 768 y con una concen­

tración de proteína de 23 mg/ml (aproximadamente 20 ml), determinada 

por el método de Lowr y (29). 

El inmunoadsorbente obtenido con la insolub ilización de anti--­

cuerpos anti- HCG por medio de glutaraldehído, y en donde la muestra 

de orina se trató de tres maneras diferentes, se observa en la gráfi 

ca 1 que se obtuvó una mejor adsorción al emplear la mueatra dializ~ 

da previamente contra PBS, que cuando se empleó la muestra intacta. 

Al acoplar los anticuerpos anti-HCG a sefarosa AH 4b con car-­

bodimida, se aprecia en la g=áfica 2 que con la muestra tratada pre­

viamente con acetona se obtiene una mayor adsorción de HCG, con res­

pecto a la muestra que se filtró en sefadex G-25. 

Los resultados presentados en la gráfica 3 representan la comp~ 

ración entre los dos inmunoadsorbentes obtenidos, observandose que -

el inmunoadsorbente de sefarosa AH 4b es más eficiente en cuanto a -

adsorción se refiere . 

La inmunoelectroforésis realizada (ver figura 1) para la proteJ 

na obtenida a partir del inmunoadsorbente de sefarosa AH 4b la HCG -

comercial (sigma) que se utilizó como control, se observó que apare­

ce solamente una banda de precipitación para las dos muestras y a -

la misma altura al ponerlas en contacto con el suero anti-HCG. 

En la electroforésis en geles de poliacrilamida para la HCG ob-
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C~tención de HCG po~ medio del inmunoadsorbente realizado con 
glutaraldehído ~on 3 tratamiento s diferentes de la muestra . 
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Gráfica 1. - Obtenció n de HCG por medio del inmunoadsorbente r~ 
alizado con glutaraldehído co~ 3 tratamientos dif~ 
rentes de la muestra . Se observa que cu3~do la mu­
estra se d ializó co~tra PBS se obtiene una mayor -
adsorció~ (A), con respecto a las muestras en don­
de sólo se ajusto el pH a 7 . 2 (B) y cuando la mue~ 
tra se cocr io intacta (C) . 
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O~tenci6n de HCG por medio del inmunoadsorbente realizado con 
s e fa rosa AH 4b acoplando los anticuerpo::; co:i carbodimida. 
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Gráfica 2.- O~tenci6n de HCG por medio del inminoadsorbente -
realizado co:i sef arosa AH 4b acoplando los anti-­
cuerpos con carbodimida. Se aprecia que tratando 
l a m~estra previamente con aceto:ia {A) existe una 
adsorci6:i'mayor en co~paraci6n co:i la m~estra fil 
trada en se fadex G-2 5 (B). 
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Comparación entre los inmuno.:idsorbentes realizados co;i. glu-

taraldhido y con s efa r osa AH 4b, tratando l a muestra d~ o-:-i 

n a c omo se obtuvo la máx'ima ads or ci6:-i . 
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Gráf ica 3. - Comparaci6:-i entre los inm•.i:-ioadsorbent es para l a -
máx ima adsorción de HCG. En donde se p~ede aprecia r 
que cuando l a :l\".lestra de orina e s pasad a por e l i n­
muno 3dsorbente de sefaro s3 AH 4b y e n donde los an­
ticuerpos s e acoplaron con carbodimi da se obtiene - · 
una mayor adso -:-ci6n con respect o al i nmunoadsorbente 
reali zado con gluta raldeh í do. ( B) . 
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A o~ 

B 
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-------o ______., 

Fig. 1 Inmunoelectroforésis para de~ostrar la rec ti 
vidad de los anticuerpos a~ti-HCG Donde: 

A. HCG de laboratorios Sigma. 

B. HCG obtenida por el inmunoadsorbente de -
sef arosa AH 4b. 

l . Suero de conejo anti- HCG 

Se aprecia la aparición de una sóla b anda que 
es hó~ologa para ambas HCG. 
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A B e 
67 KO 

~ HCG 4 4KD 
43 KO 

30 KO 

20 KO -

Fi g. 2 Electro f o résis en ge l es de poliacrilamida pa 
ra la HCG obtenida a través del inmunoadsorb;n 
te de sefarosa AH 4b. Do~de : 

A. Marcadores de peso molecular c onocido . 

B. 20 ug de HCG obte~ida por el inmunoadsorbente. 

c . 30 ug de HCG obtenida por e l inmuno adsorbente. 

Se puede aprec i ar una s 9la banda para la HCG a - ­
dos difere~tes concentraciones, l o cual es buen -
i ndicio de púreza. 
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D·~ terminaci6n del p eso molenular de la HCG purifi cada. 
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ALBUMINA SERICA BOVINA 
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ANH I DRASA CARBONICA 
1 
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INHIBIDOR DE TRIPSINA DE SOYA 
1 

ALFA LACTOALBUMINA 
1 

6 .9 17 

Rf 

Gráfica 4. - Determi nación d el p e so mo lecular de la HCG p'.lrifi,, 
cada , observa~do que al ser interpolado s~ Rf 
( 6 . 9) corresponde a un peso molecular de 44mil -­
dalto:-ies. 
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Purificaci6n de la subunidad beta de la HCG por medio de in­
te~ca~bio ión i co . 
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Gráfica s . - P'-.lrificación de l a subunidad bet a de la HCG obte­
nida , po~ medio de intercambio i6ni co (DEAE-try-­
s acril ) . La eluc i6n para la obtención de é sta SUQ 
unidad se llevó 3 ca:io con buffer de g l icina o. 2 .. 
M- NaCl 1 M-urea 8 M, observa"ldose un sólo pico de 
máxima absor ción el c ual más t arde se corr oboro -
que p ertenece a la subunidad beta de la HCG. 

14 
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M p -
30 KD 8D - m> 8-HCG 24 KD 
20 KD -

ID 

Fig. 3 Ele=troforésis en geles d e ?Oliacrilamida p~ 
ra la subanidad beta de la HCG , obte~ida 

através de intercambio i6nico. Do~de: 

Mo Marcado~es de p eso molecular conoc i doº 

P. 15 ug de subunidad beta de la HCG . 

Se apre~ia una sóla ~a~da para la subunidad -
beta lo cual índica cierto grado de ?Úreza . -
El peso mo lecul ar correspondiente para esa ban 
da es de 24 000 daltones . 
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Determinaci6:1 del pe s o molecular de l a s'.1bunidad beta de HCG 
purificada. 
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Gráfica 6 .- Determinaci6:1 del peso ~olecular de la subunidad 
b eta de la HCG . Al ser interpolado el Rf de dicha 
s ubunidad se aprecia que corresponde a U':'l peso -­
molecular de 25 mil daltones . 
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Ensayo inmunoenzimatico de la HCG y subunidad beta. 
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Gráfica 7. - Ensayo inm·.moenz i matico de la HCG y s 1.lbu:1idad beta 
purif icadas, en do~de s e aprecia que al ser inter­
polado l a absorbancia de lug de HCG (0 . 539) se ob­
tiene 2.42 u I y que la absorbancia d e lug de su­
buni dad beta (0 . 672) corresponden a 4 . 86 u I . 
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tenida a través del inmunoadsorbe~ ~~ de se~arosa AH 4b a partir de -

orina de mujeres embarazadas , se aprecia en la fig 2 la aparici6n de 

una s6la banda que al obtener su Rf y al ser interpolado en la curva 

tipo pa r a l a determinaci6n de pesos moleculares grárica 4), se tie-­

ne u peso molecular para esa proteína de aproximadnmen te 44 000 dal-

tones. 

Para la obtenci6n de la eficien~i~ total del mét odo, para la 

purificación de HCG por medio del inmunoadsorbente de sefarosa AH 4b 

se adicion6 una concentración conocida de HCG (sigma) 2mg a una mue~ 

tra de orina de mujer normal (6 ml), determinandose concentraci611 de 

proteína en cada paso del método, y se encontro que la efic iencia t.2_ 

tal del método fué del 83% que corresponden a una capt?ra total del 

inmunoadsorbente de 1.6 mg de HCC . 

G.1a vez que se obtuvo la HCG purificada, se procedió a su diso­

ciación y separación de la subunidad beta por cromatografía de in-­

tercambio !onico. En la gráfica 5 se aprecia un sólo pico de máxima 

adsorción, que al pasarlo por electroforésis en geles de poliacrila­

mida se ohtiene una sóla banda correspondiente a un peso molecular 

de 25 000 daltones (ver la fig 3. y gráfica 6) . 

Para probar la inmunoespecificidad de la subunidad ~eta de l~ -

HCG, se realizó un ensayo inmunoen zil:ñatico con un conjugado comercial 

(Abbott) anti-beta-peroxidas~. observéilldose en la tabla 7 gráfica 7, 

que 1 ug HCG co~ercial (sigma) corresponde a 2.42 U I, mientras que 

l ug de subunidad beta purificada corresponden a 4.86 U I . 
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ANALISIS DE RESULTADOS 

La HCG es una glicoproteína compuesta por 2 subunidades la al­

fa y la beta. La primera de e llas presenta similitudes con la misma 

subunidad de la FSH, LH y TSH. Su especificidad en el órgano b l anco 

y las diferencias inmunoquímicas potenciales vienen dada s por las -

diferencias en l a secuencia de aminoácidos de la subunidad beta , de 

cada hormona (5 , 6, 9, 14, 34). Por lo que se plante6 la realiza--­

ción de una metodología que permita la separación y purificación de 

la subunidad beta de la HCG, lo que resulta muy importante y neces~ 

ria porque en México no se realizan técnicas para la obtención de -

la subunidad beta, y por tanto la implementación de metodologías que 

permitan la cuantificación y detección de una manera ~specifíca de 

la HCG, resulta de suma importancia. 

En nuestros resultados obtenidos para estos fines , observamos 

que en el inmunoadsorbente preparado con los anticuerpos de conejo 

dirigidos contra l a HCG, y que fueron insolubilizados con glutaral­

dehído (según la técnica de Avrameas (4) la cual fué utilizada por 

ser económica y sencilla) dio una eficiencia de adsorción fué muy -

pobre por lo que se procedio a tratar a la muestra de orina de dif~ 

rente manera para buscar en cual de ellos se obtenía una mejor ad-­

sorción . 

La máxima adsorción se logró al dializar l a orina contra PBS, 

mientras que se tiene una mejor adsorción cuando la muestras de ori 

na se pasaron a través del inmunoadsorbente: ajustando sólo el pH -
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y pasarlas intactas. Estas bajas adsorciones se pueden explixar por 

que al no ser dializada la orina, aún contiene urea que por su es-­

tructur a, puede actuar corno donadora de protones o aceptara de los 

mismos en la formación de enlaces por puentes de hidrógeno con la -

HCG (22) . 

Dentro de las fuerzas que mantienen la unión antígeno-anticue.E_ 

po se encuentran: fuerzas íonicas, de Vander Walls, puentes de Hi-­

dr6geno e hidr of6bicas (20), por lo que al interaccionar la urea con 

la HCG presente en la orina de mujeres embarazadas , la afinidad de -

l a HCG con su anticuerpo respectivo se ve disminuida. 

Sin embargo, se consideró que, el inmunoadsorbente preparado -

con glutaraldehído era poco eficiente puesto que para tener un buen 

inmunoadsorbente insolubilizando los anticuerpos, se requiere de una 

mayor cantidad de suero anti-HCG, cosa que con los conejos no se pu­

do obtener . Por ello se procedio a la realización de otro inmunoad-­

sorbente, pero esta vez acoplando los anticuerpos anti-HCG a sefaro­

sa AH 4b (la que se tenía en el laboratorio) por medio de carbodimi­

da. (28) . Las muestras de orina en este caso se trataron de manera -

diferen~e ya que aún dializandolas, quedaban pigmentos que obstruían 

el paso del resto de la muestra a través del inmunoadsorbente, por -

lo que fué necesario eliminarlos. Al filtrar la muestra de orina en 

sefadex G- 25, se logró la eliminación completa de los pigmentos, pe­

ro las adsorciones de HCG obtenidas fueron muy bajas por la dilución 

que sufría la muestra al ser filtrada. 

Sin embargo, al tratar la muestra de orina previamente con ---
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acetona , las proteínas presentes en la orina precipitaron (20) y se 

eliminan por igual los pigmentos que ahí se encuentran al igual que 

la urea. De tal forma que se t i ene la opción de concentrar la mues-

tra para la obtención de una mayor adsorción de HCG al ser pasada 1-
1 

por el inmunoadsorbente de sef arosa AH 4b. 

Al realizar l a comparación de los dos inmunoadsorbentes y tra--

tandola muestra de igual manera, se comprobó que era más eficiente 

el preparado con sefarosa AH 4b. 

En la inmunoelectroforésis realizada, se pudo comprobar la in-

munoespecificidad de la HCG purificada al aparecer una banda de pr~ 

cipitaci6n para esta proteína y para la HCG comercial (sigma) que se 

utilizó como testigo, al ser puestas en contacto con suero anti- HCG. 

Aunque esto nos mostraba cierto grado de pureza, fué necesario la -

electroforésis en poliacrilamida, puesto que podía existir una pro-

teína contaminante que no era reconocida por los anticuerpos ahí --

presentes. En el gel de poliacrilamida se observó una sóla banda, -

por lo que se corroboró la pureza de la HCG obtenida y que además -

correspondía al rango de peso molecular reportado en la bibliogra--

fía: 44 000 daltones (9, 10, 15, 16, 34). 

La eficiencia del método para la purificación de HCG, obtenida 

apartir de orina de mujeres embarazadas, através del inmunoadsorben-

te de sefarosa AH 4b, fué del 83%, es decir, el inmunoadsorbente s~ 

turado de HCG captura sólo 1 . 6 mg, cuando se aplican 2mg del mismo -

sin embargo esto será variable dependiendo precisamente de la conce~ 

traci6n de HCG en orina que se esté trabajando en ese momento. Pues-
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to que la concentración de HCG presente en orina de mujer embaraza­

da depende de la semana de gestación (6, 5, 12, 18, 21, 39). 

La aparición de una sóla banda e l ectroforética en los geles de 

poliacrilamida, para la subunidad beta obtenida por la disociación -

de la HCG por medio de urea y cromatografía de intercambio íonico, -

nos muestra que se trata de una proteína pura y, además, que corres­

ponde a un peso molecular de 25 000 daltones, el cual concuerda con 

el peso molecular reportado para la subunidad beta de la HCG en l a -

bibliografía. (9 , 10, 15, 16, 34). 

Por último, se comprobó la inrnunoespecificidad de la subunidad 

beta por medio de un ensayo inmunoenzimatico, en donde se obtuvo que 

1 ug de HCG correspondía a 2.42 U I y que 1 ug de subunidad beta era 

equivalente a 4 . 86 U I . Lo cual fué lógico , puesto que el ug de HCG 

corresponde tanto para la subunidad alfa como para la beta y, por lo 

tanto, al tener el conjugado especifico para la subunidad beta, esp~ 

rariamos la mitad de U I, que si se tuviera el mismo ug pero sólo de 

subunidad beta como sucedió en nuestro caso. 



- 55 -

CONCLUSIONES 

La subunidad beta de la HCG es muy importante porque es la par­

t e responsable de la inmunoespecificidad de esta hormona. (S . 6, 9,-

23, 30, 31, 34) . Es por eso que el ob jeti vo de este traba j o de de sa­

r r ollar una técn ica senc illa , económi ca y reproducible que permita -

s eparar y purificar la subunidad b eta de l a HCG presente en orina -

de mujeres embar azadas, se cumplió, llegando además a las siguientes 

conclusiones: 

l. El inmunoadsorbente de sefarosa AH 4b en donde los anticuerpos -~ 

anti HCG se acoplaron con carbodimida, r esultó s er má s e f icient e 

que el inmunoadsorbente realizado con glutaraldehído, para la ad­

sorción de HCG presente en orina de mujeres embarazadas . 

2. Es importante para l a purificación de HCG a partir de orina de mu 

jeres embarazadas, que esta ·sea del primer trimestre de gestación 

puesto que es en este momento cuando la HCG se encuentra en su -­

punto máximo de concentración . ( l, 16, 18, 19, 36) . 

3. El tratamiento previo con acetona de las muestras de orina de mu­

jer embarazada, para la pur ificación de la HCG através del inmu-­

noadsorbente de sefarosa AH 4b, es de suma importancia para una -

mayor adsorción de HCG. 

4 . El método descrito por Morgan y Canfield (31) para la disociación 

de la HCG por medio de urea y la separación de la subunidad beta 

por meuio de cromatografía de intercambio íonico, sigue siendo - ­

efectivo y eficiente. 

No existen técnicas propuestas en nuestro país que permitan la 
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cuantificación y detección especifica de HCG, siendo que esta horm.Q 

na se ha utilizado para el diagnostico y seguimiento de embarazos -­

(12 , 16, 19, 18) , además de ser utilizada como indicadora de algunas 

neoplasias del trofoblasto (5 , 15, 32, 37) y de gestaciones múlti--­

ples y ectópicas (12, 24, 13, 39) . 

Por eso resulta fundamental t ener en nuestro país técnicas que 

nos permitan la purificación de la HCG y l a separación de l a sub-­

unidad beta, que son a su vez fundamento inmunológico para la de--­

tección y cuantificación de la HCG. Además se abre un campo más en 

la investigación puesto que en otros países se han elaborado vacu-­

nas anti- subunidad beta en mandriles y conejos en donde no evoluci.Q 

na la gestación, ya que no se logra implantar el embrión. Porque - ­

entre los papeles que juega la HCG es precisamente l a implantación 

del blastocito en útero. (34) . 

Igualmente , se ha observado que en radioinmunoensayos realizados con 

la subunidad beta, se incrementa la sensibilidad para l a detección -

de la HCG. (5) . 
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APENDICE 

REACTIVOS EMPLEADOS 

A. Solución salina amorti~adora de boratos pH 8.4 

Amortiguadora d e boratos 

Acido bórico ••••• • •••• • ••••••• • •••• •••••• 6. 1 84 g . 

Bórax (tetraboratos de sodio-10 tt2o ••• •• • 9 . 53 6 g . 

Cloruro de sodio ··•··•·•••••······· ··· ··· 4 . 384 g . 

H20 hasta aforar a •• • • ••• •• ••• ••••••••• •• 1.0 l. 

Salina boratos 

Mezlcar 95 partes de solución salina 0 . 85% con 5 -

partes del amortiguador de boratos . 

B. · ~ (amortiguador salino de fosfatos) O. lSM pH 7 . 2 

Cloruro de sodio .... .. .. . . .. .. . .... .. .. ... . a. o g . 

Fosfato de potasio monobásico . . . . . . . . . . . . . 0 .2 g • 

Fosfato de sodio dibásico . . . . . . . . . . . . . . . . . 1.1 g • 

Cloruro de potasio . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0.2 g • 

H20 hasta aforar a ..... .... ............... 1.0 1 

c . Regulador de glicina-HCl O. lM pH 2 . 5 

Glicina O.lM • • •• •••••••••••• ••• • •••• •• • •• 15.01 g. 

HCl (densidad 1 0 185) 0 0 2M • •• ••• •• • • ••••• • 85 . 0 ml . 

Regular el pH con el HCl. 
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D. Regulador de barbituratos O.lM pH 8. 6 

Barbiturato de sodio O.lM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 500. 5 ml • 

149.5 ml. HCl (densidad 1.185) O.lM 

Agua destilada •• • •••••••·························· 350.0 ml . 

E. Soluci6n acrilamida-bisacrilamida al 30. B°k 

Acrilamida ••• ••• • • ••. . ... . . •. •. .••. •..•.•.. ..•••• 30. 0 g . 

bis-acrilamida • ••• •• • • . . •...•.•.•••. • ••••.•••• .•• o.a g. 

H20 hasta aforar a•• • • ••••• •• ••••••• • ••• ••• •• • •• 100 ml . 

F. Regulador tris-HCl 0.5M pH 8 . 8 

Tris (hidroximetil ) aminometano 6 g. diso.! 

ver en aprox. 30 ml. de H20 destilada. Ajustar el pH con 

HCl lN. 

H20 hasta aforar a ••• • •• •• • • • •• •••••••••• • • • •••• 100 ml. 

G. Regulador de tris- HCl 1 . 5 M pH 6. 8 

Tris (hidroximetil) aminometano ••••••• •• ••• •• ••• 18.15 g . di:_ 

solver en aprox. 20 ml . de H20 destilada . Ajustar el pH con -

HC l 1 N. 

H20 hasta aforar a • • • •• ••••••••••••• • •••• • ••••• 100 ml. 

H. Soluci6n de corrimiento pH 8.3 

Tris (hidroximetil) aminometano 0.024M ••• ••• •• ~ 3. 0 g . 

Glicina 0 .191 M • •• ••••• ••• •• • • •••••• •••••• •• • •• 14.4 g. 

SDS (duodocil dulfato de sodio) ................ 1.0 g . 

H20 hasta aforar a • •••• • •• •••••• •• ••••• •• q •••• • 1.0 l. 
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r . Buffer de muestra 2 X (usar tal cual) 

Sol . reguladora tris-HCl pH 6. B •• •• • • • •••• • 10 ml . 

Sol . de sos al 10% 

2-mercaptoetanol .....•.••.••.. .......•..... 
10 ml. 

1 ml • 

Glicerol o •••••••••••••••••••••••••••••••••• 10 ml. 

H20 destilada •• • • •• ••••• ••••••• ••• •• •• • •••• 19 ml. 

J. Solución fijadora de colorante 

Azúl de Coomassie 1.25 g . 

Metanol absoluto º • • • • •• •• ••••• •• • • ••••• • ••• 227 ml . 

Acido acetico glacial ••••• • •••••••••••••••• 45 ml. 

H20 destilada 

K. Buffer de glicina- urea pH 7. 5 

Glicina o. o3 M ••• • .••••.••. .. ..•• •.•••••••• 

urea BM 

227 ml. 

1 . 126 g . 

240 . 3 g. 

H20 hasta aforar a ••••• • •••••••••••••••• • •• 500 ml. 

L. Buffer de qlicina-NaCl-urea pH 7.5 

Glicina 0 . 2 M ••••••• • ••••••••••• • •••••••••• 

NaCl lM 

7.507 g . 

29.22 g. 

Urea 8 M •• ••••• • • ••• • •• ••••••••••• ••• •••••• 240.3 g . 

Ajustar el pH a 7.5 

H20 hasta aforar a • •••••••••••• • •••••• • •• • • 500 ml . 

M. Amortiguador de recubrimiento . 

carbonato de sodio • • •• •••••• •• •••••••• • •• •• 1 . 59 g . 

Bicarbonato de sodio ••• •• ••••• •• •••••• • •••• 2. 39 g . 

NaN3 • • o ••• • •• ••• • •••• ••••• •• • • •••••• • •••••• 0.2 g. 

H20 hasta aforar a •••••••••••••• • •••••••••• 1.0 l. 
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N. PBS-tween 

PBS ••• •• •••••• •• ••• •••• •••• •• ••••• •••••• ••••! l . 

Tween 20 • •• •••••••••• • •••••••••••••••••• ••• · º·5 ml. 

O. PBS-tween- albumina 

PBS- tween •••••••••• •••• •••••••••• ••• ••• •• •••100 ml. 

Albumina sérica bovina • • • ••••• • • •• ••••• ••••• 6 g. 

P. Sustrato para peroxidasa 

Buffer de citratos pH 5 •• • • •••• ••••••••••••• 100 ml. 

Ortho-fenilendiamina •. ... . .• ... .... ..•...... 40 mg • 

H202 al 30% ••• • •• ••••••••••••••• •• • • •• •• ••• • 40 ul. 
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GLOSARIO DE TERMINOS MEDICOS 

Crecimiento maligno de tejido epidérmico (p0 ej . 

piel , membrana) y derivados como las glándulas. 

Coriocarcinoma. - Un tumor altamente maligno originándose de célu­

las cor i6nicas . Usualmente después de una mola hi-­

datidiforme, pero puede seguir aborto o aún preñez 

normal. rápidamente hace metastasis especialmente -

hacia los pulmones . 

Mola hidatidi- - - Una condición en que el vel lo cori6nico de placenta 

forme.-

Seminoma. 

Teratoma.-

sufre una degeneración cistica y el feto es absorbi 

do. Una proporción de las molas son activas y se -

co~tinúan remanentes cambios malignos pueden conti­

nuar dando origen a un corioepitelioma. 

Un tumor maligno de los testicu los . 

Un tumor de origen embri6nico y compuesto de varias 

estructuras incluyendo tejidos tanto epitel ial como 

conectivo, más comunmente encontrado en los overios 

y testículos, la mayoría son malignos. 
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