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INTRODUCCION

La presencia de gonadotropinas placentarias es bien conocida -
para primates y equinos (34), pero proteinas muy parecidas a las --
gonadotropinas coribénicas, en otros animales se hasn reportado poco.
Gonadotropinas biolégicamente activas con perfiles similares a gona-
dotropinas semejantes a la HCG y sus subunidades estln presentes en
placenta de rata, ratén y hamster (Wide y Hobson, 1978 citados en --
34), también en la implantacidén del blastocisto de ratén se sinteti-
za vy se secreta una glicoproteina parecida a la gonadotropina corié-
nica (Fishel y Surani, 1980 citados en 34).

Bambra en 1981, (10), utilizando técnicas inmunohistoquimicas 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 dias 16, 21, 31 y 46 de gestacidén. Estudios de -
microscopia electrbnica suguieren que este material probablemente sea

sontetizado por el sincitiotrofoblasto.

FUNCION DE LA HCG. La menstruacién en humanos suele ocurrir 14 -
dias después de la ovulacibén, en el momento en gue la mayor parte del
endometrico secretor del {itero se desprende de la pared uterina y es
expulsado al exterior, si esto ocurriese después de haberse implanta-
do el huevo, el embarazo se interrumpiria. La secrecidén de gonadotro-
pina corifnica evita indirectamente gue asi acontezca. En el momento
de la penetracién trofobldstica del endometrio por parte del blasto-=-

cisto en desarrollo,las células trofoblasticas secretan HCG hacia la
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circulacién materna. La funcién de la HCG es semejante a la de la —--
hormona luteinizante de la hipéfisis anterior, su mayor importancia
estriba en que impide la involucién del cuerpo amarillo al fin del -
ciclo menstrual y permite que este cuerpo amarillo produzca grandes
cantidades de hormonas como progesterona y estrdgenos, a su vez és--
tas hormonas hacen gue el endometrio uterino siga creciendo y alma--

cenando grandes cantidades de elementos nutritiveos. (21).

ESTRUCTURA DE LA HCG. La HCG es una glicoproteina con un peso -
molecular apréximado de 39 Kd y con un contenido de carbohidratos -
del 30% (tabla A). (31). La HCG es bioguimicamente similar a otras -
hormonas secretadas por el 1lébulo anterior de la gléndula pituitaria
como: hormona luteinizante (LH), foliculo estimulante (FéHi y estimu
lante de la tiroides (TSH). Cada una consiste de una subunidad alfa
y otra beta, las dos cadenas polipeptidicas estén unidas en forma no
covalente, (16, 21, 30, 31, 34). La subunidad alfa de la HCG consis-
te de 96 aminodcidos con un peso molecular aproximado de 15 Kd, y es
enteramente similar en estructura a la misma subunidad de las hormo-
nas pituitarias, excepto por el contenido de beta galactosa y &cido
sidlico. (31). Existen sin embargo, diferencias quimicas en la es---
tructura de las subunidades beta de todas éstas hormonas; mientras -
que las cadenas beta de la FSH son muy similares, la cadena beta de
la LH y la beta de la HCG poseen 94 (85%) de los primeros 110 aminod
cidos en comiin, No obstante, 121 aminodcidos constituyentes de la --

cadena beta de la LH, mientras qgue la cadena beta de la HCG esté& con



formada por 145 amino&cidos. Excepto por las 2 posiciones entre los
residuos 111 y 121, los 35 aminodcidos finales de la regién carboxi
lo terminal del péptido de la cadena beta de la HCG, no estén repre-
sentados en la cadena beta de la LH. (figura A). Esta regién del --
peptido de los 110-145 aminodcidos le confieren a la subunidad beta
de la HCG propiedades antigénicas, capdz de inducir la produccién de
anticuerpos con méxima especificidad para la HCG, (34).

Ninguna de las subunidades de la HCG posee actividad biolégica
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--
légica es restaurada cuando se lleva a cabo la renaturalizacién de -

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

IMPORTANCIA DE LA HCG, La HCG es una glicoproteina secretada -~
inicialmente por las células trofoblisticas del blastocisto en desa-
rrollo y después por las células del sincisiotrofoblasto de la pla--
centa, Su patrén de secrecidén durante el embarazo normal se caracte-
riza por presentar una elevacién importante (cenit) entre las sema--
nas octava a duodécima de la gestacibn, para luego disminuir y con--
servarse 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 confirmacién del embarazo se basa en la determinacién "clési-
ca" de HCG en los comienzos del embarazo. (18).

Los niveles de HCG fluctfian también en algunos procesos patolé-
gicos al igual que en el embarazo. En el embarazo ectopico, los nive

les de HCG urinarios con frecuencia descienden por debajo de 1 U I -
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/ml y muchas veces se sitfan por debajo de los 0.3 U I/ml, ya que -
para niveles por debajo de 1 U I/ml no son detectables por las prue-
bas usuales (24), por lo que es necesario la aplicacién de otras tec
nicas mas sensibles como los radioinmunoensayos con subunidad beta,
y més especificamente, con la regidén carboxiloterminal gue alcanza =
sensibilidades de hasta 5.0 mUI/ml (5).

Durante el primer trimestre, la prueba cuantitativa de HCG pue--
de ser #itil como guia para el prondéstico de un posible aborto. Tal -
como se indico antes, los niveles méximos de HCG se alcanzan normal-
mente hacia las 10 semanas de gestacién, y durante el embarazo nor--
mal puede esperarse "niveles elevados" de HCG empezando en la 7a se-
mana (49 dias de gestacién) y continuando hasta la 13a (91 dias de -
gestacidn). Durante éste tiempo una cantidad inferior a 3000 UI por
24 hrs en la orina se asocia con un aborto espontdneo inevitable ---
(39). Si en lugar de una muestra de orina de las 24 hrs se emplea la
la muestra de orina de la mafiana, los niveles de HCG por debajo de
los 5X103 UI/l sugieren una gestacién no viable.

En algunos casos, la prueba cuantitativa de HCG ha resultado --
valiosa en el diagnéstico de la mola hidatidiforme. A pesar de que -
algunos pacientes con dicha mola presentan niveles de HCG en la --
orina extremadamente elevados (hasta 6x106 UI/l), la mayoria muestran
valores correspondientes al embarazo normal y algunos relativamente -
niveles bajos de HCG (5 UI/ml) (18).

El diagnéstico diferencial basado en los niveles de HCG resulta -

facil por el hecho de que, durante el embarazo, las pruebas secuencia-
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les tienden a seguir la curva normal de é&ste, mientras que la enfer---
medad trofobléstica, las pruebas repetidas a lo largo de varias sema-
nas muestran fluctuaciones irregulares (39), Una vez que se ha realiza
do el diagndstico de la enfermedad trofobléstica, los niveles urina--
rios de HCG proporcionan un indicador excelente de la respuesta al --
tratamiento (5).

En los coriocarcinomas tanto de hombres como de mujeres, los ni--
veles de HCG también son elevados e irregulares.

La medicidén de HCG también ha sido aplicada en la prediftidén de --
gestacién mdltiple, en la deteccién de tumores uterinos, cervicales, -

en tumores de péncreas, estémago, pulmén y rifién. (13).



TABLA A.

Composicién de carbohidratos de la HCG* (30)

CARBOHIDRATO HCG-alfa HCG-beta
Manosa 6.6 3
Galactosa 3.2 6.3
Fucosa N.D ** huellas
Glucosamina 8.5 7.0
Galactosamina N, D %% 2.5
Acido siélico 3.5 73

* g/100 g (peso seco)

** N.D, = No detectable.



=

Log HCG U.I. X 1000/ ORINA DE 24 HRS.

1001
50t

10+ HCG

o

1 'l — i
¥ T v T

5 10 15 20 25 30 35

SEMANAS DE GESTACION

Fig, B.- Niveles urinarios de gonadotropina coriénica

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

Las primeras preparaciones de HCG purificada fuerén obtenidas
en la década de los 1940‘s, mediante la adsorcién de la HCG presen
te en orina de mijeres embarazadas sobre &cido benzoico, realizan-
do posteriormente extracciones con etanol al 50% y desnaturalizan-
do selectivamente las protefnas contaminantes por agitacién en --
cloroformo. Igualmente por estas fechas la HCG se adsorbe sobre --
permutita, eluyendo la hormona con acetato de amonioc al 10% en eta
nol al 38% (17).

A principios de los 1950's se logra cristalizacién de la HCG. -
con una solucién de fosfatos a pH 3.5 que contenfa etanol al 5% y
m - cresol al 60% (17). |

En los 20 afios siguientes la quimica de la HCG, asi como los
procedimientos para su purificacién no se mejoraron marcadamente.

En la década de los 1960's se reporta un esquema de purifica-
cién de HCG realizando pasos previos a los procedimientos ya repor-
tados anteriormente, La hormona fué adsorbida de orina de mujeres
embarazadas sobre acido benzoico realizando extracciones con amor-
tiguador de acetato 5M pH 4,5 y prrcipitando con acetona. El1 pre-
cipitado fué extrafido con etanol al 50% en amortiguador de acetato
PH 4.5 conteniendo 0.015M de ca++ y la "actividad" la precipitarén
con etanol pH 3 (17).

Posteriormente se desarrollaron mejores técnicas para el es--
tudio y purificacién de la HCG, en las cuales se utilizaron prin--

cipalmente: fraccionamiento con etanol, cromatografia de intercam-
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bio ionico, filtracién en gel y precipitacibén isoeléctrica (16). Pa
ra la separacién de las subunidades de la HCG se utilizé fundamen--—
talmente: disociacibén con urea 8M, cromatografia de intercambio io-
nico y electroforésis en poliacrilamida (13).

La adecuada separacién de las subunidades de la HCG a permiti-
do elucidar la secuencia de amino&cidos y composicién guimica de --

las mismas,
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JUSTIFICACION

El estudio de las gonadotropinas cobrd impulso de 15 afios a la
fecha, su importancia radica en el mantenimiento de la homeostasis
y reproduccién del organismo. En éste trabajo se pretende desarro--
llar una metodologia que permita purificar la cadena beta de la --
gonadotropina coriénica humana. lo que servird a su vez para desa--

rrollar métodos inmunolégicos gue detecten la hormona en suero.
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OBJETIVO:

Desarrollar una metodologia propia para la purificacién de la
HCG y obtencién de la subunidad beta a partir de orina de mujeres -

embarazadas.

METAS:

--Purificacién de la HCG por medio de cromatografia de afini--

dad,

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

tografia de intercambio fonico.

--Identificacién de la subunidad beta obtenida por pruebas in-

munolégicas de tipo ELISA.
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Materiales y Métodos

Inmunizacidén de animales.

Precipitacién de la fraccidén gamma globulina.
Cuantificacién de proteinas,

Titulacién de anticuerpos.

Preparacién del inmunoadsorbente con glutaraldehido,

Preparacién del inmunoadsorbente con sefarosa AH 4b.

VII. Tratamiento de las muestras.

VIII.Purificacién de la HCG por cromatografia de afinidad.

IX.

X.

XI.

Inmunoelectroforésis en agar.
Electroforésis en geles de poliacrilamida.

Disociacién y separacién de la subunidad beta de la HCG..

XII. Determinacién inmunoenzim&tica de la HCG y subunidad beta.
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I. Inmunizacién de animales.

Se conoce como inmunizacién al proceso mediante el cual, se --
induce una respuesta inmunolégica en un individuo inmunocompetente,
a consecuencia del contacto con un antigeno en forma natural o arti
ficial, La respuesta inmune obtenida puede ser humoral o celular o
ambas dependiendo del tipo de antigeno 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 inmunizacién:

Inyeccibn Dia Procedimiento

1 1 5mg de HCG comercial (Gonadotropyl-C,
Russell) disueltos en 1lml solucidn sa-
lina + lml de adjuvante completo de --
Freund., Via intradermica en sitios mul
tiples.

2 15 Igual que la anterior, pero usando aho
ra adjuvante incompleto.

3 30 0.250mg de HCG disueltos en solucidén -
salina 1lml via intravenosa.

4 31 0.500mg de HCG disueltos en 1lml de so-
lucién salina via intravenosa.

Sangrar 39



= I =

II. Precipitacién de la fraccién gamma globulina anti-HCG con sulfa

to de amonio.

La precipitacién de la gamma globulina por este método se de-
be al fenbmeno de "precipitacién salina" el cu8l eonsiste en que --
las moléculas de agua que solvatan a la molécula del antiguerpo son
desplazadas por los fones sulfato y amonio, gue adem&s neutralizan
los grupos cargados de la proteina, la cual llega a su punto isoe--

léctrico y precipita. (22).

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

centracién final de sulfato de amonio al 33% de saturacién.

Procedimiento:

1. 2 .un volumen de suero se adiciona gota a gota solucidén de sulfa-
to de amonio saturado pH 7.8, hasta alcanzar igual volumen del -
suero original (concentracién final 50% de saturacién).

2. Una vez que esta bien agitado, se centrifuga a 3 500 rpm 15 min.

3. El precipitado se disuelve en solucidén salina pH 7.8 hasta al---
canzar el volumen del suero original.

4, Se repiten los pasos 1, 2, 3, sblo gue ahora la concentracidén fi
nal deberi ser de 33% de saturacidén, es decir se adicionard la -
mital de sulfato de amonio saturado con respecto al volumen de -
suero original.

5, El1 Giltimo precipitado se disuelve en solucién salina amortiguado

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

Se dializa contra solucién salina amortiguadora de boratos a --
49C durante 3 dias realizando 2 cambios diarios.

La ruestra una vez dializada se centrifuga a 3 500 rpm por 30 min

para la eliminacién de cualquier agregado.

*Ver apendice.
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III. Cuantificacién de proteinas. Por el método de Lowry. (29)

1.

4.

Se mezclardén 50 ml de Na2C03 al 2% en NaOH 0.1N con 0.5 ml de -
CuS04 al 1% y 0.5 ml de tartrato de Na yv K al 2% (v/v). La mez--
cla se prepar6 al momento de usarse.

En tubos de ensaye de 13X100 se colocarén por duplicado 0.1 ml =
de la muestra problema y del patrdn (400ug de alblimina sérica --
bovina por ml)., Se sjustd el volumen de cada muestra a 1 ml con
solucién salina v se adiciond con agitacién 3ml de la mezcla de
reactivos (paso 1), dejandose en reposo 15 min, En la serie se -
incluyé por duplicado 1 ml de solucién salina como control de re
activos.

Después de éste tiempo se adicioné a cada tubo 0.1 ml del reac--
tivo de Folin Cicolteau y se agitaron inmediatamente dejandose -
reposar 30 min a temperatura ambiente,.

Al término de este tiempo se determiné la absorbancia de cada tu
bo a 680 nm ajustando el aparato a cero con el control de reac--
tivos.

Para conocer la concentracién de proteinas de la muestra, la abs
sorbancia se interpold en una curva standar que abarca un rango

de concentracifnes desde 20 a 200 ug de proteina por 1 ml.
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IV. Titulacién de anticuerpos por hemaglutinacién pasiva.

Las técnicas de aglutinacién han llegado a ser métodos muy efi
caces para el descubrimiento de cantidades pequefias de anticuerpo,
desde que se demostré que los eritracitos podfan absorber polisica-
ridos, y que los glbbulos rojos gue se tratan con &cido ténico pue-
den recubrirse con antigenos proteicos, estos eritrocitos revestidos
son aglutinados por los anticuerpos especificos para el antigeno que

ha sido adsorbido (hemaglutinacién pasiva). (20, 35).
Procedimiento:

La hemaglutinacidén se realizd en una placa de poliestireno para

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

1. Se prepararon diluciones de la gamma globulina anti-HGC de la ma-
nera siguiente: a 12 pozos se adicionaron 50 ul de SNC-ASB agre-
gando después al pozo nfimero 1 50 ul de gamma anti-HCG mezlcando
perfectamente, con la misma punta de la micropipeta se transfie-
ren 50 ul del pozo 1 al pozo 2 y asi sucesivamente a todos los -
pozos desechando los Gltimos 50 ul del pozo 12.

2. Se adicionaron 50 ul de eritrocitos recuviertos de HCG (laborato
rios Lafén) al 2% en PBS*,

3., En los pozos 13, 14 y 15 se mezclaron 50 ul de SNC-ASB con 50 ul
de eritrocitos recubiertos con HCG. Estos pozos son testigo de -
los eritrocitos,

4, A los pozos 16, 17 v 18 se mezclaron 50 ul de la gamma-globuli--

na anti-HCG con 50 nl de eritrocitos normales de conejo. Estos -
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fueron testigo de la gamma-globulina.
5. Se incubo la placa a 37°C durante 60 min.

6. Se observd la presencia de aglutinacidén del pozo.

El titulo de la gamma-globulina anti-HCG se reporta como la re
ciproca de la maéxima dilucidén en la cual alGn se observé aglutina---

cién,

* Ver apendice.
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Preparacién del inmunoadsorbente con glutaraldehfdo. (4).

El uso de inmunoadsorbentes ha resultado el problema gue se --

presenta frecuentemente, cuando se requiere purificar antfgenos o -

anticuerpos, que se encuentran mezclados con otros componentes. Una

forma de prepararlos es insolubilizando los anticuerpos con gluta--

raldehido (4).

Procedimiento:

1.

4.

5.

8.

A 10 ml de la fraccién gamma-globulina anti-HCG que previamente
se dializé contra PBS, se adicionaron 2 ml de glutaraldehido al
25% en agua destilada, gota a gota y agitando constantemente,

Se refrigero toda la noche a 4°C para lograr una gelificacién --
completa,

Se adiciono 5 ml de PBS y fraccionar el gel formado con un homo-
genizador Potter (de ajuste suave).

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

Suspender la protefina insoluble en 30 ml de regulador de glicina
HC1*pH 2.8.

Centrifugar a 3000 rpm 15 min y determinar la absorbancia del --
sobrenadante a 280 nm. Repetir los pasos 5 y & hasta que la ab--
sorbancia sea menor a 0.020.

Suspender la proteina insoluble en 30 ml de PBS Dejar reposar 1

hr. Eliminar el sobrenadante para retirar partficulas pequefias -

Repetir este paso.
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9, Preparar la columna, empacando la protina insolubilizada en una
jeringa de 10 ml que previamente se tapé con lana de vidrio pa-
ra evitar la salida del gel.

10.Guardar la columna a 4°C con mertiolate al 0.01% en PBS.

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

~HCG a sefarosa AH 4B.

Parath introdujé el uso de la sefarosa para preparar conjuga--
dos proteicos insolubles, Estas preparaciones son Gtiles para la pu
rificacién de alguna proteina que se une especificamente al conjuga
do anticuerpo-sefarosa. Por otra parte la proteina también puede -
conjugarse a la sefarosa y el absorbente obtenido puede utilizarse
para la separacién del anticuerpo correspondiente.

La sefarosa 4b AH, es una sefarosa con un brazo espaciador de
6 carbonos al cual se une el ligando facilitando la unién con la --
proteina por absorber, Los ligandos se unen mediante carbodimida a
través de un enlace peptidico o amida. La sefarosa AH 4b tiene gru-
pos amino libres., El1 brazo espaciador es importante para ligandos =
pequefios con multiples subunidades y para proteinas de muy alto pe-

so molecular (28).
Procedimiento:

1. 2.5 gr de sefarosa AH 4b en polvo se hidrato en NaCl 0.5M hasta
formar 10ml de gel.

2. El1 gel hidratado se lavé con 200 ml/gr NaCl 0.5M.

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

4, Para la unién de los ligandos se utilizé carbodimida (1 etil, 3
dimetil aminopropil carbodimida) EDC o ciclo hexil (2-morfil- --
inoetil) carbodimida.

El EDC se disolvio en agua destilada pH 4.5. La concentracidén
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de ser més alta que la de los grupos espaciadores; 6-10 um/ml del -

gel hidratado de sefarosa AH 4b.

6.

?.

8.

9.

10,

11,

12.

13,

En general se utilizan 10mg de EDC por 1 ml de gel hidratado.
El acoplamiento se llev6é acabo en medio &cido pH 4.5, pero se -
tiene que ajustar con NaOH 0,1M o HCl 0.1M segfin sea el caso.
El ligando (10ml de la fraccibén gamma-globulina-anti-HCG) se di
alizé previamente contra agua destilada pH 4.5
El gel se dejd sedimentar y se desecha el agua de pH 4.5
Se mezcld en 1lml de agua pH 4.5 la proteina ligando con los 10mg
de carbodimida con una pipeta pasteur y se adicioné al gel de -
sefarosa inmediatamente.

La mezcla se dejd toda la noche a 4°C con agitacién lenta.

Los grupos libres de la . sefarosa se bloguearfn con &cido aceti-
co 0.1M, lavando con aproximadamente 200 ml.

Se lav® 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.

El gel se empaco en una columna (jeringa de 10ml) la cual previ
amerite se tapo con lana de vidrio para evitar la salida del ---
gel.

La columna se lavd con aproximadamente 200ml de PBS y se guardd

a 4°C con mertiolate al 0.01% en PBS.
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VII., Tratamiento de las muestras.

La orina fué colectada en el primer trimestre de gestacién que
es en este momento cuando la HCG alcanza su punto miximo de secre--
cién (1, 16, 18, 19, 36). A la orina primeramente se le préctico la
prueba de presencia de HCG (prenatest de Lafén y Mercktest de Merck)
y las gue fueron positivas se centrifugarén para la eliminacién de
sedimento para posteriormente formar un banco y conservarlas a -20°C
hasta su uso.

Se buscaba las condiciones 6ptimas de la orina para la obtenci-
6n méxima de HCG; para el caso del inmunoadsorbente realizado con -=-
glutaraldehido se hicieron los siguientes tratamientos:

a) La orina sblo se centrifugd a 3000 rpm 15 min a temperatura am---
biente.

b) La orina se dializé contra PBS durante tres dias y realizando 2 -
cambios diarios.

c) A la orina s6lo se le ajusto el pH a 7.0

Para el inmunoadsorbente de sefarosa AH 4b, puesto gue algunos
pigmentos presentes en la 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 filtré en una columna de sefadex G-25 de 1.2X25 cm.

B) Las proteinas de la orina fueron precipitadas de la manera sigui
ente: 20 ml de orina + 10 ml de HCl 0.5N + B80ml de acerona por --
debajo del nivel de la orina; se mezclaron perfectamente y se cen

trifugarén a temperatura ambiente a 5000 rpm 20 min y el precipiw



- 26 =

tado se resuspendié en 6ml de PBS frio (4°C) lo cual fué lo que -

pasb por el inmunoadsorbente,
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VIII. Purificacién de HCG por cromatografia de afinidad.

A continuacibn se describe el manejo de las columnas inmunoad-
sorbentes, utilizadas para la purificacidén de la HCG presente en --
orina de mujeres embarazadas. En general se sigue el mismo procedi-
miento para el uso de las columnas de geles inmunoadsorbentes de se-

farosa-protefna, y de glutaraldehido.
Procedimiento:

1. La columna del inmunoadsorbente se lavé con PBS, utilizando un --
volumen 5 veces mayor que el volumen del gel.

2. Se pas6 la muestra de orina (10ml) que previamente se trato por el
inmunoadsorbente, cerrando la columna para incubar la muestra con
el inmunoadsorbente por 30 min, a temperatura ambiente,

3. La columna se lavdé con PBS hasta que la absorbancia a 280 nm fué
menor a 0,020, para que fuera eliminado 1lo 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,

5. 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
-HC1l, Se continuo eluyendo hasta que las absorbancias a 280 nm --
fueron menores a 0,020.

6. Se lavd la columna con PBS (aproximadamente 200ml) y se guardé la

columna con mertiholate al 0.1% en PBS y a 5%,
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7. Fueron seleccionadas las fracciones gque presentaron mayor concen-
tracibén de HCG.

8. Se repitieron los pasos anteriores hasta obtener 10mg/HCG.



.
IX. Inmunoelectroforésis en agar.

Una vez qgue se obtuvo la HCG, se probo su inmunoespecificidad -
con su anticuerpo respectivo por medio de inmunoelectroforésis y ade
mas se probd también la pureza de la misma por medio de electroforé-
sis en geles de poliacrilamida asf como para la determinacién de su
peso molecular,

La inmunoelectroforésis es una técnica gue combina una separa--
cibn electroforética inicial de las protefnas seguidas por inmunodi-
fusién con la formacién de arcos de precipitacién, como consecuencia
de la adicibn del antisuero especifico para esas protefnas., Esta pru
ba es ampliamente utilizada para determinar la pureza de la sustancia

antigénica. (2).
Procedimienti:

1. Para preparar los geles de agarosa para la inmunoelectroforésis
se utilizé agarosa al 1.2% en regulador de barbituratos pH 8.6*,
La agarosa fué disuelta con calor.

2. En la solucién ailn caliente se sumergierén portaobjetos limpios -
y desengrasados, los cuales posteriormente fueron secados y colo-
cados en un horno precalentado a 100°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 gelificar a -

temperatura ambiente,



4.

6.

7e

8.

9.
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Con la ayuda de un "saca bocados", se practican perforaciones cir
culares retirando el agar residual. Igualmente se prélctico un ca-
nal longitudinal paralelo al eje mayor del portaobjetos, pero sin
retirar el agar residual.

En el recipiente de la clmara de elcetroforésis se afiadio la can-
tidad necesaria de.regulador de barbituratos, Se acomodaron los -
portaobjetos, se establecid el contacto entre la placa de agar y
el regulador mediante tiras de papel filtro.

En las perforaciones del gel se colocaron 30 ul de la HCG obteni-
da a través del inmunoadsorbente y en el otro 30 ul de orina con-
centrada de mujer embarazada conteniendo azll de bromofenol como
indicador.

Se conect§ la cimara de electroforésis a la fuente de poder y se
ajusta a 8-10 volts/cm de gel.

Una vez termiando el corrimiento electroforético, se retiro el -
remanente del agar del canal longitudinal y se adicioné en &€l —--—
50ul de gamma- anti-HCG.

SE colocaron los portaobjetos en la cémara humeda a 4°c duran-

te 24 Hrs.

* Ver apendice.

Tincién de Placas.

1.

Los portaobjetos fueron colocados en NaCl 0.85% para lavar el -



2.

4.

& g R

exceso de proteinas quelno formaron bandas de precipitacidn.

Se repitio el paso 1 tres veces.

Se lavarén los portaobjetos con agua destilada y después se se--
carén colocandolos en papel filtro a temperatura ambiente o -—--
40%c,

Se despegd el papel filtro de los portaobjetos humedeciéndolos -
con agua destilada.

Los portaobjetos se sumergieron en azil de coomasie-icido acético
por 15 min.

Por fltimo se sumergieron los portaobjetos en decolorante alco-
holé&cido acetico.

Se observd el nimero de bandas de precipitacién aparecidas.
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X. Eledtroforésis en geles de poliacrilamida.

Para conocer el grado de pureza de la HCG obtenida através del
inmunoadsorbente, asi como para la determinacién de su peso molecu-
lar, se procedi6 analizarlos mediante electroforésis en geles de po
liacrilamida (EFGP).

En los soportes para electroforésis constituido, por geles, el
paso de cualquier particula depende en parte del tamafio relativo de
la particula con el de los poros del gel, por lo tanto, en los pro-
cesos electroforéticos en geles, el tamafio molecular y la carga eléc
trica son factores muy importantes. En los geles formados por agarg
sa, el tamafio de los poros es muy grande y por ellc, la influencia -
del tamafio molecular no es muy relevante, en cambio en los geles de
poliacrilamida el tamafio molecular es determinante para la separa---

cibn (2).
Procedimiento:

1) Gel de corrimiento: se prepard en un matraz kitasato una mezcla -

formada por:

1.1) 12.5 ml de una solucién de acrilamida-bisacrilamida* al 30,8%

1.2) 7.5 ml de solucién reguladora de tris-HC1* 1.5 M pH 8.8

1.3) 9.55 ml de agua destilada.

1.4) 0.6 ml de SDS al 10%

Esta mezcla se degasificé mediante vacio agitando suavemente du

rante 20min., Para celebrar la polimerizacién de la acrilamida se adi-
ciond 7.5 ul de N, N, N, N, N tetrametiletilendiamina (TEMED) y 50 ul

de persulfato de amonio al 10%, recién preparado. Se virtié répida--
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mente en el molde de la camara del 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 jeringa. Se dejé en --
reposo 18 hrs a temperatura ambiente.

2) Gel espaciador. Una vez asegurada la polimerizacién del gel del -
corrimiento, se eliminé la capa de agua por vacilamiento, absor--
biendo el remanente con papel filtro. Sobre la superficie del gel
se aplicd 6.75 ml de la mezcla del gel espaciador la cual se pre-
paré con:

2.1) 1.25 ml de solucién acrilamida-bisacrilamida al 30.8%.
2.2) 1.875 ml de solucibn reguladora de tris-HC1l 0.5 M* pH 6.8
2.3) 4.275 ml de agua destilada

2.4) 75 ul de sSDS al 10%

Esta mezlca se degasifico mediante vacio agitando suavemente y
durante 20min y después se adiciond 3.75 ul de TEMED y 25 ul de per-
sulfato de amonio al 10%. Se mezclé y de inmediato se virtié sobre -
el gel de corrimiento colocando antes de gue polimerizara un molde -
(peine_ para la formacién de los sitios de aplicacién de las mues---
tras (canales) evitando la formacién de burbujas. Una vez gue el gel
espaciador polimerizé se llenaron los compartimientos de la cémara -
con solucién reguladora de corrimiento*. Asf{ mismo, se extrajé el --
"peine" evitando gue los canales se deformaran o guebraran. En estas
condiciones se efectuaron 5 lavados a los canales con solucibén regu-

ladora de corrimiento vy posteriormente se realizé una preelectrofo-

résis a 25 mA por 15 min.
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3. Aplicacidn de las muéstras:

3.1) Las muestras se mezclaron en relacién 1:1 con amortiguador -
de muestra 2X*

Las muestras se virtieron en cada canal evitando gue se mez-
claran con la solucién de corrimiento., En el caso de la muestra de -
HCG se colocaron 14 ug por cada canal; para las muestras de protei--
nas patrén se colocaron 6 ul. (Electrophoresis calibration Kit. Phar
macia lote 5128),

4, Corrimiento electroforético.

4,1) Para la migracién de las muestras en el gel espaciador se —-
aplicaron 15 mA por placa y una vez gue el indicador penetrd
en el gel de corrimiento se incrementd el amperaje a 30 mA -
por placa. La electroforésis se suspendid hasta que el colo-
rante se desplazd cerca de 12 cm desde el punto de aplica---
cibn.

5., Tincién de los geles.

5.1) El gel se saco de la cdmara y se introdujo en una solucién -

fijadora de colorante* durante 2 6 3 hrs y para eliminar el
. excedente de colorante el gel se dializé en una solucién de

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

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

Los geles se guardaron en &cido acético al 7%.

Cabe mencionar que se tomaron medidas del mé&ximo corrimiento
del indicador, asi como de la migracién de las proteinas para la --

obtencibén de los Rf§ y asi calcular el peso molecular de las protei-

nas problema. * Yer apendice,
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XI. Disociacifn y separacién de la subunidad beta de la HCG obtenida
por medio de cromatograffa de intercambio iénico.

La disociacibn de la HCG se llevo a cabo por la técnica descri-
ta.por Morgan y Canfield en 1971, (31).

La cromatografia de intercambio ionico es una forma de cromato-
graffa en la cual la separacién se lleva acabo con base en las dife-
rencias cualitativas y cuantitativas en la carga de los solutos,

La resina es una red macromolecular mineral u organica portado-
ra de cargas eléctricas que retienen a su alredor por simple atrac--
cibén electrostética a los fones que se van a cambiar y que pueden =--
pasar a la solucién,

La separacién de la sustancia liquida se produce cuando la elu-
cidn de la matriz haga disminuir la fuerza de fGnion. También puede -

obtenerse la separacién con diferencias de carga muy pequefia.
Procedimiento:

1. Se disolvio 4 mg de HCG obtenida en 4 ml de urea 10M pH 4.5

2. Se incubo 1 hr a 37°,

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 aniénico con un dif&metro 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, Se comenzé el lavado con amortiguador de glicina-urea pH 7.5, --

hasta que la absorbancia a 280 nm sea menor a 0.020.
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6. Se cambio de amortiguador de elucién a glicina-NaCl-urea pH 7.5%
realizando colectas de 1 ml las cuales se acidificaron con una -
gota de HC1l 1 N,
7. Las fracciones que presentaron las absorbancias mayores a 280 nm
se dializar6n contra &cido acetico al 1% por 12 hrs y después con

tra PBS y se refrigeraron a -20°C.

* Ver apendice.

La determinacidn del grado de pureza asi{ como la determinacién
del peso molecular de la subunidad beta obtenida, se realizé igual-
mente por medio de electroforésis en geles de polacrilamida, la --

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

En el inmunoensayo enzimatico (ELISA, enzime linked inmunosor-
bent assay) se utilizan anticuerpos conjugados a una enzima. En es—-
tas condiciones el anticuerpo conserva su capacidad de unién especi-
fica al antigeno, mientras que la enzima es capaz de catalizar una -
reaccibén en la cual, el sustrato se transforma en un producto colo--
rido. Otra caracteristica importante del sistema es la unién del an-
tigeno o anticuerpo a una fase sélida insoluble en la cual los com-
ponentes de la reaccién inmunolégica son retenidos (38).

En los métodos directos, el anticuerpo dirigido especificamen-
te contra el antigeno es el que lleva unida la enzima. En cambio en
los métodos indirectos el conjugado enzima-anticuerpo estd unido con

tra un primer anticuerpo el cual ya reaccioné con el antigeno. (20).

Procedimiento:

El ELISA se realiz® en una placa de plastico de poliestireno -
para ELISA, de 96 pozos de fondo plano.
1. Las muestras y el control (HCG comercial se Sigma) se diluyerén -
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°cC.
4, Se retiro el liguido excedente,
5. Se adicion6 200 ul a cada pozo de PBS-tween-albumina* incubando -

por 1 hr a temperatura ambiente,



8.

10,

I1.
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Se lavo dos veces con PBS-tween-albumina, aspirando el liguido --
excedente,
200 ul del conjugado anti-subunidad beta de la HCG (comercial de

ABBOT Laboratories) se adicionaron incubando por 3 hrs a tempera-
tura ambiente.
Se lavo 3 veces con PBS -tween, retirando el liquido excedente.
Se colocaron 200 ul a cada pozo de sustrato* para la enzima gque -
fué peroxidasa.
Se incubo por 30 min y se detuvo la reaccién con H2S04 30 ul por
pozo.

La lectura se realizd a 429 nm.

* Ver apendice.
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RESULTADOS

El titulo de la fraccibén gamma globulina anti-HCG obtenido por
medio de la hemaglutinacién pésiva fué de 1:32 768 y con una concen-
tracién de proteina de 23 mg/ml (aproximadamente 20 ml), determinada
por el método de Lowry (29).

El inmunoadsorbente obtenido con la insolubilizacién de anti---
cuerpos anti- HCG por medio de glutaraldehido, y en donde la muestra
de orina se traté de tres maneras diferentes, se observa en la grafi
ca 1 que se obtuvé una mejor adsorcibén al emplear la muestra dializa
da previamente contra PBS, gque cuando se empledé la muestra intacta.

Al acoplar los anticuerpos anti-HCG a sefarosa AH 4b con car--
bodimida, se aprecia en la grafica 2 que con la muestraltratada pre-
viamente con acetona se obtiene una mayor adsorcién de HCG, con res-
pecto a la muestra que se filtrdé en sefadex G-25.

Los resultados presentados en la grdfica 3 representan la compa
racibén entre los dos inmunoadsorbentes obtenidos, observandose gue -
el inmunoadsorbente de sefarosa AH 4b es més eficiente en cuanto a -
adsorcibn se refiere.

La inmunoelectroforésis realizada (ver figura 1) para la protei
na obtenida a partir del inmunoadsorbente de sefarosa AH 4b la HCG -
comercial (sigma) que se utilizé como control, se observSé gue apare-
ce solamente una banda de precipitacién 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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Cbtencibn de HCG por medio del inmunoadsorbente realizado con
glutaraldehfdo con 3 tratamientos diferentes de la muestra.

0.180+

EXTINCION A 280 nm

FRACCION

Grafica l.- Obtencién de HCG por medio del inmunoadsorbente re
alizado con glutaraldehido coa 3 tratamientos dife
rentes de la muestra. Se observa gue cuando la mu-
estra se dializd coatra PBS se obtiene una mayor -
adsorcidn (A), con respecto a las muestras en don-
de s6lo se ajusto el pH a 7.2 (B) y cuando la mues
tra se corrio intacta (C).
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Obtencibén de HCG por medio del inmunoadsorbente realizado con
sefarosa AH 4b acoplando los anticuerpos coa carbodimida,

06t

EXTINCION A 280 nm

10 FRACCION
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Gréfica 2.- Obtencibén de HCG por medio del inminoadsorbente -
realizado con sefarosa AH 4b acoplando los anti--
cuerpos con carbodimida, Se aprecia que tratando
la muestra previamente con acetona (A) existe una
adsorcifn’ mayor en comparacién con la miuestra fil
trada en sefadex G-25 (B).



- A9

Comparacibn entre los inmunoadsorbentes realizados con glu-

taraldhido y con sefarosa AH 4b, tratando la muestra de ori

na como se obtuvo la mixima adsorcifn.

0.60¢

EXTINCION A 280 nm

Grafica 3.-

FRACCION

Comparacibn entre los inmunoadsorbentes para la -
maxima adsorcién de= HCG, En donde s= puede apreciar
gue cuando la muestra de orina es pasada por el in-
munoadsorbente de sefarosa AH 4b y en donde los an-
ticuerpos se acoplaron con carbodimida s= obtiene -
una mayor adsorcién con respecto al inmunoadsorbente
realizado con glutaraldehido. (B).
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Fig. 1 Inmunoelectroforésis para demostrar la recti
vidad de los anticuerpos anti-HCG Donde:

AD

B.

lo

Se
es

HCG de laboratorios Sigma.

HCG obtenida por el inmunoadsorbente de -
sefarosa AH 4b,

Suero de conejo anti-HCG

aprecia la aparicibén de una séla banda gue
hémologa para ambas HCG.
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@7 | HCG 44 KD

Fig., 2 Electroforésis en geles de poliacrilamida pa

ra

Se

la HCG obtenida através del inmunoadsorben
de sefarosa AH 4b. Donde:

Marcadores de peso molecular conocido.
20 ug de HCG obtenida por el inmunoadsorbente.
30 ug de HCG obtenida por el inmunoadsorbente,

puede apreciar una séla banda para la HCG a --

dos diferentes concentraciones, lo cual es buen -
indicio de pfireza.
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Determinacién del peso molenular de la HCG purificada.
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6.9 17
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Gréfica 4.- Determinacibén del peso molecular de la HCG purifi
cada, observando gue al ser interpolado su Rf --
(6.9) corresponde a un peso molecular de 44mil --
daltones,
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Purificacifn de la subunidad beta de la HCG por medio de in-
tercambio iénico,.
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FRACCION

Grifica 5.- Purificacién de la subunidad beta de la HCG obte-
nida, por medio de intercambio iénico (DEAE-try--
sacril). La elucién para la obtencién de= ésta sub
unidad se llevd a2 cabo con buffer de glicina 0.2
M~Nacl 1 M-urea 8 M, observandose un sbélo pico de
méxima absorcidén el cual mé&s tarde se corroboro -
que pertenece a la subunidad beta de la HCG.
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Fig. 3 Electroforésis en gsles de poliacrilamida pa
ra la subunidad beta de la HCG, obtenida —---
através de intercambio iénico. Donde:

M. Marcadores de peso molecular conocido,

P. 15 ug de subunidad beta de la HCG.

Se2 aprecia una s6la banda para la subunidad -
beta lo cual indica cierto grado de plreza. -

El peso molecular correspondiente para esa ban
da es de 24 000 daltones,
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Determinacién del peso molecular de la subunidad beta de HCG
purificada,

1001
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Grafica 6.,- Determinacién del peso molecular de la subunidad
beta de la HCG. Al ser interpolado el Rf de dicha
subunidad se aprecia que corresponds a un peso --
molecular de 25 mil daltones,



= 4G

Ensayo inmunosnzimatico de la HCG y subunidad beta,

0.901

0.751

0.651

0.551

0.4 51

EXTINCION 493 nm

i
T T

0.60 1.2
Log U.TI.

Grafica 7.- Ensayo inmunoenzimatico de la HCG y subunidad beta

purificadas, en donde se aprecia gue al ser inter-
polado la absorbancia de lug d= HZG (0.539) se ob-
tiene 2,42 U I y que la absorbancia de lug de su-
bunidad beta (0,672) corresponden a 4.86 U I.
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tenida a través del inmunoadsorberic dc sefarosa AH 4b a partir de -
orina de mujeres embarazadas, se aprecia en la fig 2 la aparicién de
una séla banda que al obtener su Rf y al ser interpolado en la curva
tipo para la determinacién de pesos moleculares grafica 4), se tie—-
ne u peso molecular para esa protefna de aproximadamente 44 000 dal-
tones.

Para la obtencién de la eficiencia total del método, para la —-
purificacién de HCG por medio del inmunoadsorbente de sefarosa AH 4b
se adicioné una concentracién conocida de HCG (sigma) 2mg a una mues
tra de orina de mujer normal (6 ml), determinandose concentracidn de
proteina en cada paso del método, y se encontro gue la eficiencia to
tal del método fué del 83% que corresponden a una captura total del
inmunoadsorbente de 1,6 mg de HCC.

Una ﬁez gue se obtuvo la HCG purificada, se procedid a su diso-
ciacibén vy separacién de la subunidad beta por cromatografia de in--
tercambio fonico. En la gr&fica 5 se aprecia un sélo pico de méxima
adsorcibn, que al pasarlo por electroforésis en geles de poliacrila-
mida se ohtiene una sbla banda correspondiente a un peso molecular
de 25 000 daltones (ver la fig 3. vy gr&fica 6).

Para probar la inmunoespecificidad de la subunidad beta de la -
HCG, se realizé un ensayo inmunoenzimatico con un conjugado comercial
(Abbott) anti-beta-peroxidasa, observandose en la tabla 7 gréafica 7,
que 1 ug HCG comercial (sigma) corresponde a 2,42 U I, mientras que

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

La HCG es una glicoproteina compuesta por 2 subunidades la al-
fa y la beta. La primera de ellas presenta similitudes con la misma
subunidad de la FSH, LH y TSH. Su especificidad en el érgano blanco
y las diferencias inmunoquimicas potenciales vienen dadas por las -
diferencias en la secuencia de aminofcidos de la subunidad beta, de
cada hormona (5, 6, 9, 14, 34). Por lo gue se planted la realiza--—-
cién de una metodologia que permita la separacién y purificacién de
la subunidad beta de la HCG, lo qgue resulta muy importante y necesa
ria porque en México no se realizan técnicas para la obtencién de -
la subunidad beta, y por tanto la implementacién de metodologias gque
permitan la cuantificacién y deteccifn de una manera especiffca 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 la HCG, y que fueron insolubilizados con glutaral-
dehido (segiin la técnica de Avrameas (4) la cual fué utilizada por
ser econfmica y sencilla) dio una eficiencia de adsorcién fué muy -
pobre por lo que se procedio a tratar a la muestra de orina de dife
rente manera para buscar en cual de ellos se obtenia una mejor ad--
sorcibn,

La mixima adsorcién se logrd al dializar la orina contra PBS,
mientras gue se tiene una mejor adsorcién cuando la muestras de ori

na se pasaron a través del inmunoadsorbente: ajustando s6lo el pH -
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y pasarlas intactas, Estas bajas adsorciones se pueden explixar por
gue al no ser dializada la orina, afin contiene urea que por su es—-—
tructura, puede actuar como donadora de protones o aceptora de los
mismps en la formacibén de enlaces por puentes de hidrSgeno con la -
HCG (22).

Dentro de las fuerzas gue mantienen la unién antfgeno-anticuer
po se encuentran: fuerzas fonicas, de Vander Walls, puentes de Hi--
drégeno e hidrofébicas (20), por lo gue al interaccionar la urea con
la HCG presente en la orina de mujeres embarazadas, la afinidad de -
la HCG con su anticuerpo respectivo se ve disminuida.

Sin embargo, se consider§ gue, el inmunoadsorbente preparado -
con glutaraldehido 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 realizacién de otro inmunoad--
sorbente, pero esta vez acoplando los anticuerpos anti-HCG a sefaro-
sa AH 4b (la que se tenfa en el laboratorio) por medio de carbodimi-
da. (28). Las muestras de orina en este caso se trataron de manera -
diferente ya que aiin dializandolas, guedaban pigmentos que obstruian
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 logrd la eliminacién completa de los pigmentos, pe-
ro las adsorciones de HCG obtenidas fueron muy bajas por la dilucién
que sufrfa la muestra al ser filtrada.

Sin embargo, al tratar la muestra de orina previamente con ---
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acetona, las protefnas presentes en la orina precipitaron (20) y se
eliminan por igual los pigmentos que ahf se encuentran al igual que
la urea, De tal forma que se tiene la opcién de concentrar la mues-—
tra para la obtencién de una mayor adsorcién de HCG al ser pasada -
por el inmunoadsorbente de sefarosa AH 4b.

Al realizar la comparacién de los dos inmunoadsorbentes y tra--
tandola muestra de igual manera, se comprobS que era mas 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 pre
cipitacién para esta proteina y para la HCG comercial (sigma) que se
utilizé como testigo, al ser puestas en contacto con suero anti-HCG.
Aungue esto nos mostraba cierto grado de pureza, fué necesario la -
electrofofésis en poliacrilamida, puesto que podia existir una pro-
teina contaminante que no era reconocida por los anticuerpos ahfi --
presentes. En el gel de poliacrilamida se observd una s6la banda, -
por lo que se corrobord la pureza de la HCG obtenida y que ademés -
correspondia al rango de peso molecular reportado en la bibliogra--
fia: 44 000 daltones (9, 10, 15, 16, 34).

La eficiencia del método para la purificacién de HCG, obtenida
apartir de orina de mujeres embarazadas, através del inmunoadsorben-
te de sefarosa AH 4b, fué del 83%, es decir, el inmunoadsorbente sa
turado de HCG captura s6lo 1.6 mg, cuando se aplican 2mg del mismo -
sin embargo esto seri variable dependiendo precisamente de la concen

tracién de HCG en orina que se esté trabajando en ese momento, Pues-
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.

to que la concentracidn de HCG presente en orina de mujer embaraza-
da depende de la semana de gestacién (6, 5, 12, 18, 21, 39).

La aparicién de una s6la banda electroforética en los geles de
poliacrilamida, para la subunidad beta obtenida por la disociacién -
de la HCG por medio de urea y cromatografia de intercambio fonico, -
nos muestra que se trata de una proteina pura y, ademés, 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 la -
bibliograffa, (9, 10, 15, 16, 34).

Por Giltimo, se comprobd la inmunoespecificidad de la subunidad
beta por medio de un ensayo inmunoenzimatico, en donde se obtuvo que
1 ug de HCG correspondia a 2,42 U I y que 1 ug de subunidad beta era
equivalente a 4.86 U I, Lo cual fué 1l6gico, 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, espe
rariamos la mitad de U I, que si se tuviera el mismo ug pero s6lo de

subunidad beta como sucedid en nuestro caso.
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CONCLUSIONES

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

te responsable de la inmunoespecificidad de esta hormona. (5, 6, 9,-

23, 30, 31, 34). Es por eso que el objetivo de este trabajo de desa-

rrollar una técnica sencilla, econfmica y reproducible gue permita -

separar y purificar la subunidad beta de la HCG presente en orina -

de mujeres embarazadas, se cumplib, llegando adem&s 2 las siguientes

conclusiones:

1-

2-

3.

4I

El inmunoadsorbente de sefarosa AH 4b en donde los anticuerpos =-=
anti HCG se acoplaron con carbodimida, resulté ser més eficiente
que el inmunoadsorbente realizado con glutaraldehido, para la ad-
sorcifn de HCG presente en orina de mujeres embarazadas.

Es importante para la purificacién de HCG a partir de orina de mu
jeres embarazadas, que esta sea del primer trimestre de gestacién
puesto que es en este momento cuando la HCG se encuentra en su --
punto m&ximo de concentracién. ( 1, 16, 18, 19, 36).

El tratamiento previo con acetona de las muestras de orina de mu-
jer embarazada, para la purificacién de la HCG através del inmu--
noadsorbente de sefarosa AH 4b, es de suma importancia para una -
mayor adsorcién de HCG.

El método descrito por Morgan y Canfield (31) para la disociacién
de la HCG por medio de urea y la separacién de la subunidad beta
por medio de cromatografia de intercambio fonico, sigue siendo --
efectivo y eficiente.

No existen técnicas propuestas en nuestro pais gue permitan la
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cuantificacién y deteccién especiffca de HCG, siendo que esta hormo
na se ha utilizado para el diagnostico y seguimiento de embarazos --
(12, 16, 19, 18), ademis de ser utilizada como indicadora de algunas
neoplasias del trofoblasto (5, 15, 32, 37) y de gestaciones milti---
ples y ectbpicas (12, 24, 13, 39).

Por eso resulta fundamental tener en nuestro pais técnicas que
nos permitan la purificacibén de la HCG y la separacidn de la sub--
unidad beta, gue son a su vez fundamento inmunolSgico para la de---—
teccibn y cuantificacién de la HCG, Ademis se abre un campo mis en
la investigacidn puesto que en otros paises se han elaborado vacu--
nas anti-subunidad beta en mandriles y conejos en donde no evolucio
na la gestacién, ya gue no se logra implantar el embrién. Porque --
entre los papeles gue juega la HCG es precisamente la implantacién
del blastocito en fitero. (34).

Igualmente, se ha observado que en radioinmunoensayos realizados con
la subunidad beta, se incrementa la sensibilidad para la deteccibén -

de la HCG. (5).
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APENDICE

REACTIVOS EMPLEADOS

Solucibén salina amortiguadora de boratos pH 8.4

Amortiguadora de boratos

Aoddd: BOrIco: suensssvasprsswanpsavassasee Delbt
Bbérax (tetraboratos de sodio-10 H30 .ee... 9.536 g.
Cloruro de SOdi0 .cseessssssvsncansassssess 4384 g.
H20 hasta afOrar @ eecesseccsscsssccssccsses 1.0 1,

Salina boratos

Mezlcar 95 partes de solucibn salina 0.85% con 5 -

partes del amortiguador de boratos.

PBS (amortiquador salino de fosfatos) 0.15M pH 7.2

Cloruro de SOdiO .ecececcssssscssccssanssessBal g
Fosfato de potasio mMONObASiCO sesssscccccee 0e2 g
Fosfato de s0dio dibASiCO seeeesecssasssass 1ol g,
Cloruro de potasiO cesecesssssssssssnsssssss Ue2 g

H20 hasta afOTrar A sesesssssssssasssssassss 1la0 1

Requlador de glicina-HC1l 0.1M pH 2.5

GEInIna: O IMN swisssiaswiasvnesnsnevaspsesn 15'01 Ge
HCl (densidad 1,185) 042M seccscasccsssees 85,0 ml,

Regular el pH con el HCl.
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Requlador de barbituratos 0,1M pH 8.6

Barbiturato de Sodio 0.1M S8 s sssssssssssssssensssaa 500.5 ml.
HC1l [densidad 1.185} 0.1M PBsssssssessssRsssnsnanne 14905 ml,
Agua destilada sanseeEE e e e e s s ees 000 Ml

Solucibn acrilamida-bisacrilamida al 30.8%

Acrilamida S T T T I A 30I0 e
bis~acrilamida secesscesecescsascsacssnccssassasss 0.8 g
H20 hasta aforar a L R R I A N I I I R 100 mlo

Requlador tris-HC1 0,5M pH 8.8

Tris (hidroximetil) aminometano ...eecscsececssss 6 g. disol
ver en aprox. 30 ml. de H20 destilada. Ajustar el pH con --
HC1 1N,

H20 hasta afOrar a cssesssssssssssssssssvenaseses 100 mls
Regulador de tris-HC1l 1.5 M pH 6.8

Tris (hidroximetil) aminometano ..seessssscessssses 18.15 g, di
solver en aprox. 20 ml, de H20 destilada. Ajustar el pH con -
HC1l 1 N.

H20 hasta aforar a sivesssssvsssassasvesssess 100 Ml

Solucién de corrimiento pH 8.3

Tris (hidroximetil) aminometano 0.024M ....ceeec 3.0 ge
Glicina 0.191 M sssesasasansasssansnnéssnsanssnnese 1404 e
sDS (duodocil dulfato de S0AiO0) ceessscecesscsss 1.0 9.

H20 hasta aforar 2 eseesscsssssssssssscsssnscasnnss R I 2 s
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Buffer de muestra 2 X (usar tal cual)

Sol., reguladora tris-HCl DPH 6.8 .ceccecassas
S0l. de SDS Al 10% cesasscncssssnsasaassasas
2-mercaptoetanol c.ececesscccscccssscassnassa
GLICEYOl saseessasersaessessonesssvasssneess
Ho0 destilada sssessssnsnesiesvesanssneesie

Solucién fijadora de colorante

Azl de Coombsaie sevisucessevssismemdevieies
Metanol #bsoluto cssecescssserssscsscssnsess
Acido acetico glacial ssscsensasasasacsvenss
H20 destilada cescsscsscscccsccaccscacscccenn

Buffer de glicina-urea pH 7.5

Glicina 0,03 M sesssessssssnacssasscssnsssses
UYER: BM anesisrssissrasassessrsnsmaeesessese
H20 hasta aforar a cessessccnsscssvssscssens

Buffer de glicina-NaCl-urea pH 7.5

Glicina 0.2 M .ececcvcccsccsssscsssssnssance
NaCl 1M ccecccssscssssssssscscssscssscsssssnas
Urea 8 M ccecssccscsscscscccscsscssesssscccns
Ajustar el pH a 7.5

H70 hasta afOrar a eeesescscscscccscssscccas

Amortiguador de recubrimiento.

Carbonato de S0d1i0 .ceescccsssscssasscsassssss
Bicarbonato de SOdiO .eseccsssscsscssssssssas
NalN3 cecesssssssssecscsssssscsssssssssssncsns

Hzo haSta aforar 3 sessvscsssccscsssssnsanens

10 ml.

10 ml.

10 ml.

12 ml,

1.25 g.
227 ml.
45 ml,

227 ml.

1.126 g.
240.3 g.
500 ml,
T+507 ‘9.
29.22 g.
240.3 g.

500 ml.

1.59 g.

2.39 gq.

1.0 1.
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PBS—-tween

PBS .-.I..‘.C-.l..OOld.c.-c.l.l............ﬂ.l 1.

Tween 20 cesssisnssssesssssesoswssssssesssareelsd Mle

PBES-tween-albumina

PBS—-tween ....-.-.-a-.---.-o-nco.-ooaoc.--.ooloo ml,

Albumina s€rica DOVINA sscscscscscsssssssssss 6 Jo

Sustrato para peroxidasa

Buffer de clEratos PHE ssessssssnsssvmsanses 100 Mle
Ortho-fenilendiamina ssssasssssssassssssssess 40 mg.

H202 al 30?6 R R N N NN 40 U1.



Carcinoma,.=-

Coriocarcinoma.-

Mola hidatidi—--

forme,-

Seminoma.

Teratoma,=-
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GLOSARIO DE TERMINOS MEDICOS

Crecimiento maligno de tejido epidérmico (p.ej. = -

piel, membrana) y derivados como las gl&ndulas.

Un tumor altamente maligno originindose de célu- =
las coriénicas. Usualmente después de una mola hi--
datidiforme, pero puede sequir aborto o afin prefiez

normal, répidamente hace metastasis especialmente -

hacia los pulmones.

Una condicién en que el vello coribénico de placenta
sufre una degeneracidén cistica y el feto es absorbi
do. Una proporcién de las molas son activas y se -
continian remanentes cambios malignos pueden conti-

nuar dando origen a un corioepitelioma.

Un tumor maligno de los testiculos.

Un tumor de origen embriénico y compuesto de varias
estructuras incluyendo tejidos tanto epitelial como
conectivo, mis comunmente encontrado en los overios

y testiculos, la mayorfia son malignos,
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