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Abreviaturas

National Institute of Diabetes NIDDK
and Digestive and Ridney Deseases

Rat follicle stimulating hormone NIDDK-anti-rFSH-S-11

antiserum rabbit NIDDK (AFP-C0972881)

Rat £ollicle stimulating hormone NIDDK-rFSH-I-8
(AFP-11454B)

Rat follicle stimulating hormone NIDDK-rFSH-RP-2

(AFP-4621B)

Rat luteinizing hormone NIDDK-rILH-I-8
(AFP-11536B)

Rat luteinizing hormone NIDDK=rLH~-RP-3

(AFP-71878)

Rat luteinizing hormone antiserum NIDDK~rLH-I-8

rabblt NIDDK NIDDK- anti-rLH-S-10

Bovine gserum albumine BSA

Carboximetil CHK

Cromatografia liquida de alta presién HPLC

Dietil amino etil DEAE

Dodecil sulfato de sodio SbSs

Denaidad Sptica D.O

Fenil metil sulfonil £luoruro PMSF

Hormona estimulante del foliculo FSH

FSH de ratén nFSH



PSE humana
Filtracidén en gel
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Xiloedaltons
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I. RESUMEN

En la presente investigacién se describe la purificacién de la
mFSH y la caracterizacién parcial de la misma. La hormona se
aislé por didlisis en una mezcla de etanocl y acetato de amonio

6:4, pAH 5.1 1y crocmatografia de intercambio iénico. Se determind
que el rendimiento de la hormona fue de 19.417 ug/g de tejido y la

actividad especifica de la misma fue de 209 pg/pg de proteina. Se
analizarcn algunas propiedades bioquimicas de la mFSHE como el Rf
de esta hormona por electroforesis en SDS-PAGE y se determinaron
dos bandas de 0.30 y 0.36, cuyo valor fue similar al de la FSH
reportada en otras especies, La  hormona  demostr6 ser
inmunolSgicamente reconocida en un RIA heterélogo y por SLOT-
ELISA.

El FPHM probable de la mFSE determinado por electzo!orésis en
SDS-PAGE en condiciones reductoras fue de 52, 134 Kd y el de las
gubunidades a, B, 20,176 y 14,082 K4 regpectivamente. Lo cual
sugiere que el PM de la mFSH es semejante al observado en otros
vertebrados.

La potencia bioldégica de la mFIH fue de 9.43 compaxada con la
potencia del esténdar NIDDK-rFSH RP-1.La actividad biolSgica de
la nFSE fue evaluada en un microensayo in vitro. Esta hormona

indujo la proliferacién y 1la sintesis de 17-f estradiol a una

concentracién de 200 ug en células de 1a fraccién P6 de pollo

(homSlogas a las foliculares de mamifero).



IX. INTRODUCCION

El ciélo de vida de un organismo estd determinado por su
capacidad de integrar diversas funciones que dependen del
sistema nervicgo y del sistema endScrino. Cada uno de é&stos se
cogunican con otreos Srganos a través de mensajes que son enviados
hacia un érgano blanco, lo cual induce un aumento o disminucidén en
la actividad o funcién del mismo. En el sistema nervioso los
mensajes son transmitidos por impulsos eléctricos a través de la
ainfpsis de una neurona a otra, o entre una neurona y una célula no
nerviosa. Se ha demostrado ampliamente que la transmisién
gindptica es de carfcter quimico debido a que en este procesc se
liberan mensajeros especificos como los neurotransmisores, los
cuales desencadenan potenciales sinfpticos Yy una respuesta
inmediata, En el sistema enddcrino los mensajeros son sustancias
quimicas llamadas hormonas que llevan informacidén a otro G&rgano
que normalmente ge encuentra a cierta distancia. Las hormonas del
sigtema endScrino son vertidas al torrente circulatorio y de ahi se
dirigen al &rgano blanco. Este tipo de mensaje produce una
rTespuasta mis lanta que los impulgos nerviosos y ejerce su

efecto scbre el sgistema metabdlico de la célula, induciendo



cambios en la gintesis y secrecién de proteinas o enzimmss que
participan en diversas funciones (73} .

El gistema endScrino esta constituido por glédndulas
endSerinas, una de &stas es la glindula pituitaria o hipdfisis, la
cual produce diferentes hormonas con miltiples funciones que

mantienen 1a homedstasis en el organismo (1,73).

1. La Gléndula Pituitaria

la hipéfisis, tembién Illamada gl&ndula piguitaria, estd
localizada inmediatamente por debajo de la base del encéfalo unida
a éste por el tallo hipofislario y estd protegida por la silla
turca del hueso esfencides (26). Le hip&fisis est& rodeada por una
membrana de tejido conectivo llamada duramadre y anstémicamente
estd dividida en cuatro regiones: pars anterior, pars tuberalis,
pars intermedia y pars posterior (26, 73). Desde el punto de vista
embriolSgico es una glandula mixta, se divide en dos regiones: la
adenohipdfisis y l1a neurohipéfisis. La primera Be desarrolla a
partir de una evaginacidén del ectodermo llamada bolsa de Rathke,
mientras que el infundibulo o tallo neural y el 16bulo posterior
derivan del piso del cerepbro anterior (26). La adenchipdfisis estd

formada de diferentes tipos celulares los cuales aintetizan



hormonas que intervienen en diversas funciones en el orgunismq
(1, 44, 73). El nombre de cadsy una de éstas Yy sgus funciones se
muestran en la tabla 1.

ﬁ:tre las hormonas producidas por la adenohipSfisis que juegan un
papel determinante en la funcidn reproductora, estén las
gonadotropinas, la FSH y la LH, laz cuales recibé epte
nembre debido a que sus Srganos blanco son las gdnadas; el ovario

y el testiculo (44, 73)

1.1, tropi
Se ha demostrade que las hormonas hipofisilarias ge enlazan a
receptores membranales de las célulag de los Srganos blanco,

activando el sistema enzimitico adenilato-ciclasa (16,73), éste a su
vez estimula el sistema de proteinas cinasas las cuales inducen la
ginteals de RNAS mensajeroa dé enzimas que intervienen en la
biosintesis de hormonas astercides. Los receptores para FSH estédn
presentes en las células de la granulosa en el ovario .(65), La FSH
estimula la actividad de 1la  aromatasa (enzima que convierte los
andrégenos a estrégencs) e induce la  sintesis de estrégenos;
necasarios para la sintesis de receptores a LH y la citodiferenciacién

de las células de la granulosa en el ovario (15),



Hormonas Producidas en la Bivéfisia

LOBULO ANTEROR
HORMONA ESTMULANTE DEL TRODES TROTROPNA {T5H)

HORMIOKA

HORMORA DE CRECMENTO SOMATOTROPHA (GH)

HORMONA ESTMAANTE DEL FOLICLO (FSH)

HORMONA, LUTENZANTE {LH)

PROLACTINA U HORMONA LAGTOGENA (PRL)

LOBULO INTERMEDHO

HORMONAS ESTMLANTES ¢ ¥ § DE LOS MELANOGITOS

LOAULD POSTERIOR

WSOPRESHA U HORMONA ANTORRETICA [ADH)

CATOCTHA

EXPAHDEN LGS MELANOFOROS

PROMUEVE LA RETENCION DE
A

CAUSA LA LBERAGOM DE LA
LECHE

Modificada del Libro de Fisiologia Médica de

Ganong F,1980



1.2. Estructura de Jas Hormonag Hipofigiarias

Las hormonas hipofisiarias son glicoproteibas que est&n formadas
de proteinas y de diferentes tipos de carbohidratos. Desde el
punto de vista estructural las hormonas glicoprotéicas estén
compuegtas de dos subunidades, la subunidad o y la [ v anbas
estadn unidas por un enlace disulfuro. La subunidad « es idéatica
en la FSH, LH y TSH, y la subunidad P es especifica para cada una de
eatas hormonas y es la responsable de la actividad bioldgica de las
mismas (44). Entre las gonadotropinas existe una sobreposicién de la
subunidad 8 de la ILE y de la HCG, producida em el trofoblasto del
blastocisto; debido a' esto ambas tienen una actividad biolsgica
gimilar (44). 8Se ha visto que sl se combina una subunidad o de TSH
y una subunidad § de FSH 1la hormona tienme actividad de FSH (44),
Los carbohidratos que forman 1a PFSH humana hFSH son hexosa,
hexosamina y 4&cido siflico (59). La composicién del tipo de
carbohidratos que forman esta hormona, &se ha comparado con 1la de
otras especies y se ha visto que entre ellas, existe homologia en
el contenido de azicares (9, 11, 17, 45, 47). La FSE bovina
contiene fucosa (45) y posee dos veces mds galactosamina y 66% de

dcido siflico comparada con la FSH ovina (23) y la humana (59).



1.3, Composicién de Aminoficidos de la FSH

La FSH humana tiene un contenido alto de Acido aspirtico, &cldo
glutémico, glicina, alanina, fenilalanina, lisina e histidina serina
y menor cantidad de c¢isteina, prolina, valina y tirosina (539,67).
Estudios hechos en filtracién de geles y electroforesis
muestran que la hFSH contiene 3.7 veces mAs &cido sidlico y 2.9
veces mAd hexosamina que la hLH (59), Se ha visto que hay una
homologia alta entre en el contenido de aminoficidos de la FSE en
los diferentes grupos de vertebrados {18,45, 47, 51, 68, 69, 82). Sin
embargo, hay diferencias especificas de especie (3, 11, 17, 18,
31,32,33, 45, 51).

La PFSH bovina tiene grandes cantidades de 4&cido aspértico,
treonina, &cido glitamico y la mitad de cisteina, lisina y bajas
cantidades de metionina, histidina y triptéfano (23). Se sabe que
la FSE equina es anfloga a la hFSE excepto por la sustitucidn de 6

aminodcidos (18). La alta homologia en la secuencia de aminodcidos
de la subunidad fi parece ser similar a nivel de interespecie,

mientras que la unidad « parece variar en el contenido de

aminodcides en los diferentes grupos de vertebrados (18, 31, 32,
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33,51, 69). Se ha visto que los determinantes antigénicos de la

subunidad a de la hFSE son los residuos 21 -23 y 76-85 (3).

.

2. Purificaci6n de 1a ¥SH en diferentes grupos de vertebrados

a). Peces, anfibios y reptiles

La pur:!.!icaci6n y aislamiento de la PSHE ge ha estudiado en
diversog grupos de vertebrados.Sin embargo, hasta el presente hay
pocas investigaciones realizadas en  peces (2, 12), anfibios (31,

32,33, 39) y reptiles (39, 40, 41).

b). Aves

En este grupo de vertebrados inferiores se ha investigado mis scbre
la purificacién de hormonas hipofisiarias, 1la ¥SH de pollo de
diferente pureza se ha aislado en varios grupos (8, 8, 17, 28,
37, 47, 83).

Los métodos wutilizados para la pgepaxacién de la FSE en esta
especie son muy diversos. Algunos investigadores han hecho una
extraccidn inicial con amortiguador de salina fosfatos (83},

golucién etanSlica (9), Efosfato de calclo (28,76), acetato de amonio
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(s, 17, 28), fraccionamiento con sulfato de amonio (9, 17) y écido
metafosférico (47, 83). Degpués de la extraccién la FSH se ha
geparado por unoc o varios métodos como cromatografia en columnas
de fosfato de calcio (30,76), intercambio iSnidco con la resina C50
(9,17}, CM-celulosa, (30, 76, 83), DERE (9, 30, 47). Asi
como EHPLC (37), cromatografia epn coluymas de hidroxiapatita (83),

Sephadex G-75 (83), Sephadex G-100 (9,17) y G-150 {83).

c) Mamiferos

El grupo que més se ha estudiado en los vertebrados es el de los
mamiferos; an égte la peparacién y purificacién de las
gonadotropinas se ha demostradc en el humano (10, 22, 28, 49, 55,
56, 58,59, 60, 61, 64, 66, 67, 68, 71}, bovinos (23, 24, 52, 57,
64,82), ovinos (11, 23, 24, 36, 53, 56, 81), cerdos (54) caprinos
{7, 18, 36, 77, 81,84), caninos (29,64), lagomorfos (64) y roedores

(64, 78),

2.1. Métodos de Rgtudio
Las técnicas de purificaciSn de las gonadotropinas en los
mamifercs son también muy variadas e incluyen una extraccién

inicial de las glicoproteinas con una golucidn etanslica (60,77),
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amortiguador de acetatos y aleohol (23, 29,36), agua de pE 5.5
a 7.5. (28,77), urea (11). Asi como por fraccionamiento a varios
pHB (11), con écido metafosférico (23) y con diferentes
concentraciones de sulfato de amcnio (36, 64, 81,82).

Posteriormente la FSE se ha  separado y caracterizado por DEAE
Celulosa (30, 54, 64, 67,8l1), CK-Sephadex (7, 23), CM-celulosa
(29), filtracién en geles en Sephadex G-100 (7, 23), Sephadex G25
(11), &-50 (23), G-75 (23), G-100 (7, 82), Sephadex G-150 (63).
electroforesis en discos preparatives a pH 8.9 (7, 23) ¥y
electroforesig zonal (11).

Asimigmo, ge ha v;l.sto que a pH 4.0 algunas proteinas activas
pueden egtar contaminando significativamente las preparaciones de
gonadotropinas de ovinos y humanos. Sin embargo, no ae bhan
encontrado relaciones causales entre el grado de contaminacifn de la
enzima y la pérdida de 1a actividad bioldgica de varias

gonadotxopinas (56).

2.2, Potencia Biol la FSH
La potencia biolSgica de la FSH se ha evaluado empleando diferentes
eptdndares de FSH como: NIR-FSH-S1, 264-151X, y H46-24, Los valores

obtenidos en cada grupo de investigacién son muy variables., Entre los
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valores mAs bajos, estin los de la FSH bovina (57),&stos resultados
estén de acuerdo con los determinados en dos fracciones de FSH ovina
con un valor de 0.8 ¥ 1.4 respectivamente (53). Sin embgrgo, estos
difieren de los encontrados en la hFSH, la cual tuvo una potencia
de 29 veces el estindar NIH-FSH-S1 (66). En 1la FSH bovina el
valox demostrado es de 43 veces el del estdndar NIH-PSE-S1 (11,23),
en esta especie sa detexrminaron tres fracciones cuya &actividad
biolégica fue de 61, 25 y 29 veces el del estﬁndar FSH-NIE-S1 (82) .En
la FSH ovina 1la potencia es da 45.7 veces mayor que el esténdar del
NIH-FSH-S1 (11,45). Bl valor més alto determinadoc en la FSH
equina es de 90_ mg por unidad de esténdar (7) Y el
determinado en (66} de 150 a 200 veces 1la potencia del NIB-FSH-S1,
estos resultados son semejantes a los demostrados en la FSE ovina

(78) .-

Log  estudios realizados con el esténdar HMG-24 en la hFSH
tuvieron un valor de 5820 veces mayor que el del estfindar NHI-FSH-
S1 (56).

Con respecto a la actividad bioldgica, la FSH purificada se ha
evaluado de acﬁerdo al ensayo de en receptores macbranales (79}
o en un bioensayo a través del incremento del peso en el ovario,

testiculo, ftero, prdstata ventral y vesicula seminal en ratas



13

valores mAs bajos, estén los de la FSH bovina (57),é&stos resultados
estén de acuerdo con los determinados en dos fracciones de FSH ovina
con un valor de 0.8 y 1.4 respectivamente (53). Sin embarga, aestos
difieren de los encontrados en 1la hFSH, la cual tuvo una potenéia
de 23 veces el epténdar NIE-FSH-81 (66), En la FSH bovina el
valor demoatrado es de 43 veces el del esténdar NIH-FSH-S1 (11,23),
en esta especie ge determinaron tres fracciones cuya actividad
biolégica fue de 61, 25 y 29 veces el del esl;indar FSH-NIH-S1 (82).En
la PSE ovina la potencia es da 45.7 veces mayor que el estéindar del
NIH-FSH~S1 (11,45). El valor mfs alto determinado en la FSH
equina es de 90_ mg por unidad de esténdar (7) v al
- determinado en (66) de 150 a 200 veces la potencia del NIH-FSH-SI1,
estos resultados son semejantes a los demostrados en la FSH ovina
(78) .

Los estudios realizados con el esténdar HMG-24 en la  hFSH
tuvieron un valor de 5820 veces mayor que el del  esténdar NHI-FSH-
s1 (56).

Con respecto a la actividad biolégica, la FSH purificada se ha
evaluado de acﬁezdo al ensayo de en receptores membranales (79)
o en un bicensayo a través del incremento del peso en el ovario,

taaticulo, ftero, préstata ventral y vesfcula seminal en ratas
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hipofigectomizadas (72,78). Agimignw la capacidad de la FSH para

inducir la sintesis de estrégenos se ha ensayado en cultivos

celularas (80).

2.3. Peso Moleculax
3% PM es una propiedad fisica fundamental para caracterizar
biloquimicamente cualquier proteina. Este puede variar mucho, lo
cual va a depender de 1la téenica analitica empleada, En ia
daterminacién del PM de las gonadotropinas sa han empleado diversas
técnicas, entre las mas usuales se  encuentra la
ultracentrifugacién. Empleando esta técnica se encontrd un valor de
41,000 K4 an la h¥SH (67), similares reultados sze obtuvieron en
la equina (7,77), ovina (11,45}, bovina (23) y poxcina (71) .
En loe estudios de filtracién en geles se ha visto que el FM
de la FSE bovina ez de 45,000 Xd (82) aunque también s& ha
demostrado un valor de 68,000 Rd (22),
Un método muy aempleadc para avaluar el FPM de las gonadotropinas

involucra el anAlisis en geles de acrilamida en 8ps. En este

método se utiliza ademds un agente reductor como el PB-mercaptoetancl
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que disocia los puentes disulfuro de las proteinas, lo cual permite
analizar el peso molecular de . los componentes monoméricos (38).

En el anfilisis en 9DS de la hFSH en condiciones reductoras (61) se
cbservan dos bandas, una de PM de 24,000 y otra de 48,000 Xd en la
FSE bovina. El tratamiento de la hormona con #&cido propiénico
aparentemente disocia la hormona y s6lo se ve una banda de 24,
200 Rd (61). El valor observado para la FSH por loa grupos
citados anteriormente, por técnicas tan diferentes, coinciden con
los demostrados en otros grupos de vertebrados inferiores (12, 31,
32, 33). '
La tabla 2 7resume los valores de peso molecular obtenidos para la

FSH con diferentes técnicas en los mamiferos,



TABLA 2. Peso Molecular de la FS5H en los Mamiferos

Autor Especie T&cnica M
Reichter. 1968 Humana ULT 17,000-69,000
Rogg, 1967 b hd 41,000
Grimeclk, 1979 Dbovina ULT 33,200
Steelman, 1959 _porgina . 23,000
Papkoff, 1967 ovina " 21,500-72,100
Qahill vy col, 1968 L L 32,095
Shexwoed y_ MacShan, 1970 " L 33,000
Braselton y MacShan, 1370 equina _ FG 47,900
Gray, 1967 Bovin EG 17,000-69,000
Braselton han, 137 equina " 47,500
Wu, 1993 Bovina _ L 45,000
Reichter v  TLawson, 1973 _bovina DS-PA 24,000-48,000
Valores de losg pesos moleculares cbtenidos con
diferentes técnicas en las diversas especiaes de

vertebrados estudiados,

16
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los procesos mis importantes del ciclo de vida de cualquier
organisme es la perpetuacién de la especie a través de la
reproduccién. En los vertebrados inferiores y superiores la FHS y
LH degempefian una funcidén muy importante en la conducta reproductora.

La hFSH se ha aislado y purificado debido a la importancia
que tiene en la investigacién clinica vy basica, Esta hormona
tiene usos miltiples entre los que gse pueden citar el tratamiento
de disfunciones hipofisiarias y ovéricas, inducir la maduracién
folicular para realizar la fertilizacién in wvitro entre muchas
otras. En los mamiferos la FSH ge ha purificado y caracterizado
deade el punto de vista fislco, quimico, bilogquimico y bioldgico en
diferentes grupos de mamiferos: ovinos, bovinos, equinos, caninos,
lagomorfos y roedores, En estos dltimos se han realizado trabajos
sobre el aislamiento, purificacién y caracterizacién de la FSH en
rata. Sin embargo, Se carece de este tipo de informacién en el
ratén, En el presente trabajo 8se pratende alslar, purificar y
caracterizar parcialmente la mFSH. La informacién que se obtenga
serf de relevancia para aislar y purificar esta hormona a gran
escala y emplearla en investigacifén blomédica bigica; que requiera
de egtdndares de referencia para poder realizar todo tipo de
experimentos. La disponibilidad de la mFSH y la de otras especies en
un banco de hormonas en el pais, ahorraria los trimites que se tiemen

que realizar para poder cbtener estas hormonas del extranjero.
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OBJETIVOS

Aislar, purificar y caracterizar parcialmente a la mwFSH

Demostrar la actividad biol6égica de esta hormona con

métodos bioquimicos y por RIA.

Determinar su potencia inmunolégica con respecto a esténdares

obtenidos del National Institute of Diabetes and Digestive

and Ridney Deseases.

Determinar el peso molecular de la mFSH,

Evaluar la actividad bioldgica de la wmFSH Purificada en un

nicroensayo in vitrg, empleando células de ovario de pollo.
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V. MATERIAL Y METODOS

1. rial bioldégi.

La obtencién de la nm¥FSH se realizd de acuerdo al método reportado
(27) con ligeras modificaciones. Se cbtuvieron 1543 xatones adultos
de la cepa CDI del Bioteric del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad Nacional Auténoma de México. Se
gacrificaron por dislocacidn cervical, se decapitaron y se realizé un
corte en los temporales dejando al descubierto el cerebro, Las
hipSfisis se aislaron de la gilla turca del hueso esfenocides, se
colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 ml de capacidad, se congelaron en
hielo seco o mnitrégeno 1liquido y fueron almscenadas en un

ultracongelador de Forma Scientifica.

1.1. Repctivos quimicos

Todos los reactivos empleados en esta investigacién fueron grado
analitico y el agua empleada fue deatilada o desionizada en un
gistema de destilaciSén Millipore (Milli-Q), Lla preparacidn ge

golucionas se detalla en el apéndice (pAgina 72).
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2., METODOS
a). Homogenizacidn
Las hipéfisis se descongelaron a 4 e, ge pesaron en una balanza
analitica Sartorius MC-1 y se obtuvieron 3.24145 g de peso himedo,
Debido al pequeiic tamafio de las hip&fisis no se pudo separar la
neurohipéfisis de la adenohipéfisis. Las pituitarias se homogenizaron
en un homogenizador Potter Elvehjen en 12 ml de una solucién com
PMSF al 0.02% P/V pH 7.2 con 10 golpes a temperatura ambiente, ElL
volumen final del homegenado, (13.5) ml se centrifugd a 8000 rpm a 4
°¢, 30 minutos en una centrifuga Beckman modelo J-21B con un rotor

de Angulo fijo J-A-2., Se obtuvo un precipitado y un sobrenadanta los

cuales se denominaron *"S" y "R" respectivamente (figura 1).

b), Difligig

Para purificar la FSE el socbrenadante "S" (11 ml) se dializé en
500 ml de acetato de amonio al 10% P/V y etanol absoluto 6:4 a pH
5,1, en agitacién constante a 4 °C 24 horas. Después se centrifugd a
5000 rpa, 30 minutos a 4 °C. Se obtuve un precipitado "8, y un

sobrenadante "R,", é&ste Gltimo se almacend a -20 °C.



ESQUEMA ODE EXTRAGCION

HOMOAENELACEN
FgO/ it B N = 12

oy - A PaATRCE L MUOLKA DB BULZAD
GPE < PR EITMCTO ZLTOMOTERO { 1A PO T}
T . WRICO FIPACTO MCOMOTECO [ K 7L )

g - A PARTR OF LA TRGUDA 0B, XTRAGTD

Pigura. 1. Se ilustra el diagrama de £lujo
empleado en la homogenizacidn, extraccidn
y purificacién de la FSH de ratén y el nombre

en cada una de las fracciones obtenidas.
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¢). Precipitacidén Etandlica

El scbrenadante "S;" (12.4 ml) se precipitd con 2 volumenes (25
ml) de etanol absoluto, agregado gota a gota en agitacidén congtante,
Se dejd reposar 48 horas a 4 ‘e y se centrifugé a 8000 xpm, 30
minutos a 4 °C. Se obtuvo un sobrenadante (SNTE,), Yy un precipitado
(GLP,), éste ge geparé del sgobrenadante por succidn con vacio y

ge centrifugé 30 minutos a 8000 rpm a 4 °C.

d). Disdligisg IT

El precipitado GLP1 se dializd con 500 ml de bicazbonato de amonio
10 =M pH 8.5, 36 horas a 4 °C. purante este periodo se realizaron
tres cambios de la solucién cada 12 horas. Después se dializd con 500

ml de agua desionizada, 24 horas a 4 C.

e).. 11 111

Los extractos glicoprot&icos GLP, y GLP, se reunieron y se
obtuvieron 8.90 mg. Se dializaron en 3 ml de bicarbonate de amonie
10 mM pH 8.5, durante 36 horas a 4 °c. Posteriormente se dializé con
agua desionizada 12 heras a 4 %. ge centrifugé a 5000 xpm, 4

minutos a tempeyatura ambiente en una microfuga "B" de Beckman., Se
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colectaron 653 pl de sobrenadante, se separé una alicuota de 53 pl

para cuantificar proteinas y los 600 |1 restantes se emplearon para

realizar una cromatografia de intercambio catidnico.

£). Liofilizacidn

Despuds de la didlisis la fase GLP, gse iiofilizé a - 70 C y 8
micrag de mercurio, 24 horas a temperatura ambiente en una
liofilizadora LabConco 5. Se obtuvieron 5.85 mg de liofilizado. El1
scbrenadante (SNTE;) se almacensd a -20°C para obtener otras

glicoproteinas.

El precipitado "R" inicial se procesé de la misma forma que la
fage "S" descrita antes, excepto que el tiempo de incubacidn fue de
48 horas. Se separaron dos fases intermedias una nombrada "S," y
otra "R,", la cual fue almacenada a -20 'C. La fase "S," se purifics
por precipitacién etandlica como se describe en las piginas
anterioras. Se obtuvo un  precipitadeo (GLP,}) y un sobrenadante

(SNTE,) éste dltimo se almacens a -20 °C .



24

1.3, Cromatografia de intercambio idénico
Los 600 ptl obtenides se cromatografiaron en una columna de
intercambio catidnico de CM-celulosa. Las dimensiones de ésta
fueron 0.8 om ancho x 4.05 cm de alto. La velocidad de flujo fue de
14 ml / bora o 1 gota cada 8 segundos. la cromatografia se realizd
a4 e y 8se obtuvieron fracecicnes de 1 ml, las cuales fueron
eluidas con acetato de amonio 5 mM pH 5.1 y fueron colectadas en
tubos de vidrio Pyrex de 12x75 mm, utilizando wun colector de
fracciones. El monitoreo de éstas se xealizd en un espectrofStometro
Gilford Instrument 250 a una longitud de onda de 280 nm, Deapués se
aplicé un gradiente egcalonado de amortiguadores (acetato de amonio
0.1 ¥ pH 6.8 y acetato de amonio 1M- Glicina 0.1M pH 9.5), con los
que se obtuvieron las fracciones CM-lab, CM-2ab y CM-3ab. Debido a la
fuerza idénica del amortiguador empleado el 95% de la FSH es

extraida en la fraccién CM-lab.

2. Cuantificacidén de proteinas
Se determinaxon las proteinas totales de la fracciones siguientes:
extracto crudo; mezcla de extractos glicoproteicos GLP, y GLP;, Yy la

fraceién CM-lab obtenidas despuéa de la extraccién y 1la
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precipitacitn. Estas ge cuantificaron por el método de (5}
empleando un Kit de Bio-Rad para determinar proteinas en un
microensayo. Se tomé una alficuota de cada una de 1las fraccilones y
se colocaron en tubos de vidrio de 12 x 75 mm, EL volumen se ajustd a
100 pl con hidréxido de sodio 1N y agua. Se dejS reposar una hora a
temperatura ambiente y después se agregd 1 ml del reactivo de
Bradford. Se incubS uma hora a temperatura ambiente y se realizaron
lecturas en un espectrofotémetro Gilford Instrument 250 a 595 nm,
empleando celdas de cuarzo de 1 cx’. Los valores obtemidos se

interpolaron en una cuxva esténdar para determinar la cantidad de

proteinas.
2.1. Preparacién y rango de la curva egténdar para proteinasg
Se prepard una golucisn de  BSA fraccibn V a una

concentraciSn de 1 mg/ml. Con este stock se preparé una solucidn de
0.1 mg/ml (se toms 1 ml del stock 1 mg/ml y 9 ml de agua
desionizada}. Para la elaboracidn de la curva esténdar (figura. 2) se
tomaron los microlitros indicados de la solucién 0.1 mg/ml de BSA en

la tabla 3 que se muestra abajo.



Tabla. 3 Rango de la curva estfndar para proteinas

BSA Proteina BSA Proteina
(0,1 mg/ml) - (lma/ml) -
pl ug Ml ug
9. Q. 30 1
20 2 12 12
40 4 14 14
89 §_ 18 18
80 8 22 22
- - 26 26

Se muestra el rango de la curva esténdar empleada

para cuantificar proteinas

de Bradford, 1976.

de

acuerdo al método
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Figura. 2, Curvy patrén empleada en la cuantificacién
de proteinas usande el micro m8todo de  Bradford, 1976.
En el eje de las "abgcigas® se muestra la concentracién

de alblmina y en el de las *ordenadas" la densidad &ptica.

27



28

2.2, z x on inmuncldgica de la mP,
a). SLOT-ELISA

Se coxrtd una tira de papel de nitrocelulosa de 5x12 om, se
humedecié en PBS 0.05 M pH 7.4, y 8e colocd en la cémara de SLOT-
BLOT. La membrana se sacd al vacio 3 minutos. Enseguida se agregd la
fraceién correspondiente a la mFSH a una concentracidn de 100 ng/100
ul dilufida con PBS 0.05 M pH 7.4, s8e de]é reposar durante 1 minuto y
se secd 3 minutos al vacio. La membrana de nitrocelulosa se blogques
con 200 pl de solucién PBS-BSA-Tween-200 0,05% durante 15 horas en
agitacién constante a 4 °C y el exceso se quitéd con vacio.
Inmediatamente se lavé tres veces con 200 pl de PBS-Tween en
agitacidén constante a 4 i Yy 2 veces con 200 pl de PBS 0.05 M, la
duracién de cada lavado fue de 10 minutos. Después se quitdé el
exceso de liquido con vacio y se prepararon diferentes diluciones de
un anticuerpo anti- PSE de rata anti-rP3H-S-11 AFP-C0972881, diluido
en PBS 0.05M-BSA 3%. Las diluciones empleadas fueron las siguientes:
1;100, 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:3000, 1:4000, 1:5000, 1.:10000,
1:20000 y 1:30000. Se agregaron 100 ul a cada uno de 1los
experimentales, excepto a los controles. Se incubé 2 horas a 4 °C en

agitacién constante. Enseguida se lavd tres veces con 200 pl de PBS-
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Tvween por 10 minutos a 4 'C en agitacién y se aspiré el excedente con
vacic. Se lavé dos veces mas con 200 ul de PBS 10 minutos a 4 %, ge
afladieron a cada pozo 200 pl de una IgG acoplada a peroxidasa de
Bio-Rad, dilucién 1:500 en PBS 0,05M-BSA 3%. Se incubé 1 hora a 4
°%c, se lavé 3 veces con 200 1l de PBS=Tween y 2 veces con 200 pul de
PBS 0.

Inmediatamente se introdujo la membrana en la solucidn reveladora,
y 8e agitdé hasta que aparecid un color violeta. La reaccién se
detuvo lavando con agua degionizada varias veces hasta la eliminacién
total de cualgquier residuo coloride. ILa membrana se almacend

indefinidamente a temperatura ambiente.

b). Electroforepisg en SDS-PAGE

Para caracterizar la mFSH obtenida se realizé una electroforesis
en geles de TRIS-Poliacrilamida al 7% pH. 8.3, empleando una cémara
para geles en placa nini-protean II de Bio-Rad, Las muestras se
descongelaron a temperatura acbiente, se 1liofilizaron, sae
resuspendieron en 20 pl de amortiguador TRIS-TEMED vy se aplicaron

al gel. Este se corrid a 120 voltios,una hora a temperatura ambiente.
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c). Tingidén del 1 brillante de Co
El gel se tifid 24 horas a temperatura ambiente en una solucidn
reveladora de azul brillante de Coomassie R-250 al 0.02%, 4&cido

acético al 10% e isopropanol al 25%.

d). ién del gel
El gel se incubd en uma solucién de Acldo acético al 10% e
isopropanol al 10% a temperatura ambiente basta que dJdesaparezca el

excego de colorante.

e). Ti n_¢ n 1

Debido a que no se visualizaron las bandas se empled la técnica de
plata empleando un Kit de Bio-Rad. El gel se destifi6 con una solucién
de metanol al 40% y &cido acético al 10% (V/V). Después se pasé a
100 ml de una solucién fijadora de metanol al 40% y dcido acético al
10% (V/V)., 30 minutos, Inmediatamente el gel se tranafiris a 100
ml de una solucién de etanol al 10% y dcido acético al 10%(V/V), 15
minutos y se realizé otro cambio de la misma solucién, otros 15
minutos. Enseguida se pasé a 100 ml de la solucién oxidante 5

minutos y se enjuagé con 100 ml de agua desionizada 5 minutos, tres
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al 10%, 20 minutos. El excego de plata se removid enjuagando con 100
wl de agua desionizada, 1 minuto y el gel se transfirid a 100 ml de
la solucién reveladora. El gel se dejé en esta solucién hasta que
aparecié un precipitado café. Se vealizaron dos cambios de 1la
solucién reveladora en las mismas condiciones. La reaccién se detuvo

con 100 ml de &cido acético al 5% (V/V), 5 minutos.

2.3. () 1 vi ipm

a). Marcado de la mFSH por el método de cloramina T

Se marcd NIDDK-rFSH-I-8 (APP-11454B) y NIDDK-rILH-I-8 (AFPP-
11536B) . Se tomaron 2.5 pug de rFSH y rL¥, se resuspendleron en 25 pl

de PBS 0.01 ¥, PH 7.4 y se afiadieron 10 |11 de yoduro de sodio marcado

1251

con aquivalentes a 1 mCi. Se agregaron 15 yl de una solucibn de

cloramina T a una concentracién de 5 mg/3 ml en PBS 0.01 ¥ pDH 7.4. Se
mezclé 30 segundos en el vSrtex y después se aifiadieron 50 ul de
metabisulfito de sodio a una concentracién de 3 mg/ml en PBS 0.01 M
PE 7.4. Se agitd 10 segundos en el vértex y de daposité con una
pipeta Pasteur en una columna de Sephadex G-100 activada y empacada.

La radicactividad remanente en el tubo Eppendorff se enjuags dos



32

veces con dos gotas de PBS 0.01 M pH 7.4 y 1la columna se aeluy§ con
el mismo amortiguador. Se colectaron 30 fracciones de 10 gotas cada
uns en tubos de vidrio de 10x75 mm enfriados en hielo a los cuales se
leg afiadieron previamente 200 pl de BSA al 5% P/V en PBS 0.01 M pH
7.4. La radioactividad de cada fraccifn se determiné en un contador
de centelleo gamma Packard modelo Crystal Plus., Con los valores
obtenidos se hicieron los cflculos correspendientes para determinar
la actividad especifica de la hormona, empleando la f£6rmula que a

continuacién se describe.

Actividad especifica

Maga de la proteina ea microgramos
1000 microcuries

Cuentas totales de ***Yodo - residuo
Cuentaa totales de la proteina

UGU?’E

€}. Qurva esténdar de POH v LH para el RIA HeterSloge
Para la preparacién de la curva esténdar se realizaron diluciones
seriadags de FSH y LH del rango de 1.56 ng/ml a 100 ng/ml, a partir

de un stock de rFSH y rLH de 100 ng/ml respectivamente. Las
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diluciones se hicieron con PBS 0.01 ¥ pH 7.4 transfiriendo 500 ul de
cada uno de los estfndares en orden decreciente y completando el
mililitro con PBS. En el caso de rFSH se agregd 2% de suero normal de

conejo.

Rengo de la Curva Esténdar

100.000 ng/ml
50.000 ng/ml
25,000 ng/ml
12.500 ng/mi

6.250 ag/ml
3,125 ng/ml
1.560 ng/ml

d). Ra oangayo

La actividad inmunolégica de la mFSH de la mLE fue evaluada por
RIA de acuerdo al método (759). Se pusiasron 200 Hl de anticuerpo:
NIDDK-anti-rFSE-S-11 (AFP-C097288l), a una dilucifn de 1:62500 en
PBS 0.01 M pE 7.4 y anti »LH: NIDDK-anti-rLH-5-10, diluido 1:60,000
con PBS 0.01 M pH 7.4 en tubos de vidrio de 10 x 75 mm. Enseguida se
agregaron 100 pl de la rFSH y rLH ocbtenidas del NIDDK cuyas

caracteristicas fueron descritas anteriozmente. Ambas hormonas fueron
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marcadas = por el método de cloramina T, y se emplearom 10,000 cpm
para cada mueptra. La dilucién de la radioactividad se realizé con
un buffer PBS 0,05 M pE 7,4-EDTA-BSA 2%, Se afiladieron 100 pl de FSH
NIDDK-rFSH -RP-2(AFP-4621B) y de LH (NIDDK-rLH-RP-3 (AFP-7187B) gin
marcar a todos los tubos experimentales excepto a las cuentas totales
(radioactividad total empleada) y a los tubos blanco {unién no
especifica)., Los tubos se agitaron en el vértex 10 segundos y se
incubaron a temperatura ambiente durante 24 horas. Enseguida se
agregaron 100 pl de un anticuerpo anti-gamma glcbulina de conejo
preparado en borrego a una dilucién de 1:10 en PBS 0.05M pH 7.4. Se
agité 10 gegundos en el vértex y se incubd 24 horas a temperatura
amblente, El volumen f£inal del RIA fue de 500 ul, La reaccidn se
datuvo con 1 ml de egua desionizada, Las muestras se centrifugaron a
3000 rpm en una centrifuga, 45 minutcs a temperatura ambiente. El
sobrenadante de cada tubo se decantd y el exceso de liquido se limpio
con un hisopo. La radiactividad del precipitado se contd en un
contador de centelleo gamma wmodelo Crystal. Plus de Packard durante
60 segundos. Los valores de las muestras ge expresaron en cpm. La
nFSE y mLH se evaluaron siguiendo paxalelamente el mismo método.Los

regultados obtenidod con la LE no Se muestran en este estudio.
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7. Dexminacién del peao molecular de la nFSH
a). Marcado de la hormona por el método de lactoperoxidasa

La yodsciSn de la mFSHE se realizd en tubos de vidrio de 12x75 mm
a4 a 20 tubos se les agregé 100 pl de albimina al 0,.5%
preparada en PBS 0.01 M pH 7.4, Como la hormona que se marcS esta en
300 pl de acetato de amonio 0.005 M pH 5.1 se omitid agregarle a
ésta 25 ul de amortiquador fosfatos 0.5 M, Inmediatamente s#e
agregaron 10 pul de yoduro de sodio (1 mCi) a la muestra y se
cuantificé la radiocactividad 15 segundos en un contador de centelleo

gana de Hewlett-Packard. Se agregarcn 20 pl de lactoperoxidasa (1
U.I.), 10 pl de glucosa oxidasa (1 pg/ml diluida em PBS 0,01 M pH
7.4)) y 10 pl de B-D-{(-) glucosa al (0.5 %). Se mezclaron en el
vortex muy bien durante 2 minutos. Se adicionaron 100 jl de azida de
godio y se transfirid el contenido del tubo a la columna de Sephadex
G-100 praviamente equilibrada. El1 tubo Eppendorf se lavsé con 100 ul
de buffer fosfatos 0.5 M pH 7.4. Se colectaron 30 fracciones de 10
gotas por tubo. Se conté la radicactividad de cada una de las
fracciones, 30 segundos, La actividad especifica de la hormona fue

calculada a partir de la ecuacién descrita anteriormenta.
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b) . Autorradiografia

l.251

Se marcaron 2.6 |ig de mFSH con por el método de

lactoperoxidasa descrito anteriormente. Se tomaron 30pl de la
hormona yodada (130,213 cpm) y se realizé una electroforesis en geles
de acrilamida cuya concentracién final fue de al 10% de acrilamida y
bisacrilamida al 5% en condiciones reductoras, El gel se corrié a 25
miliamperes, una hora a temperatura ambiente, después gse £1]6 en
&cido #cetico al 10% en agua, 15 minutos, se envolvid con Ega-
Pack (Envolpack) y se colocd en un desacador para geles de Bie-Rad
modelo 543, 1 hora, Posteriormente el gel Se expusc a una placa

radiogréfica Kodak X-0-MAT por 24 horas a -70 °c.

3.1, ividad Bioldgica de la mFSH

La actividad biolégica de la hormena fue evaluada en un microensayo
en un cultivo de células de la granulosa de pollo., Se emplearon medio
millén de células de la fraccidn P6 las cuales fueron aisladas a
través de un gradiente de Percoll de Pharmacia e identificadas de
acuerdo al mE&todo reportado previamente (50). Las células se
cultivaron en medio Dulbeco”s de GIBCO BRL sin suero, 60 horas en

una atmbafera de 95% de oxigeno y 5% de CO,. La potencia biolégica de
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la ¥SE fue comparada paralelamente con la FSH humana empleads, para
lo cual se agregaron 100 y 200 pg de la nFSH y 0.5 U.I de FSH humana
obtenida de Serono Laboratories. Para medixr el efecto de la FSH

sobre la proliferacién de las células de la £raccién F6 se 1le
administré ©.1 mCi de timidins tritiada de Amersham cataldgo TRK-
296. La capacidad de la FSH para inducir la sintesis de estradiol
fue determinada a través de un radioinmunoensayo en el cual ge
cuantificé el 17-f estradiol en el medio de cultive directamente sin

extraccién empleando un kit de New England Nuclear.

VI. RESULTADOS

1. Extracgifn

En esta investigacidn de partid de 1543 hipéfisis de ratén laas
cuales tuvieron un peso himedo de 3.24145 g. Rl peso himedo
individual de la gléndula pituitaria fue de 1.2 mg. El volumen del

extracto total fue de 13.5 ml y el pH fue de 7.2.
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1.1. Rendimiento de la mPSE

Para determinar el rendimiento de la mFSH ge cuantificé 1la
cantidad de proteina en una alicuota de 53 ul de la fraccidém CM-
ilab, La muestra se prepard como se indica en la seccidn de materiales
vy métodos. lLa cantidad de proteina que se cbtuvo se interpolé en la
curva esténdar y dié un valor de 5.56 jg., A partir de éste se calculd
el contenido total de proteina presente en 600 pl did un valor de 63

ig. Para sacar el rendimiento de la hormona se empled 3,2445 g de

tejido inicial y se hizo una relacién de la cantidad de proteina

presente en 600 pl, lo cual dié un valor de 19.417 pg de proteina/g

de tejido.

1.2, Cromatografia de Intercambio catidnico

Durante la precipitacién con acetato de amonio las fracciones
"gm y "R" se resuspendieron en el menor volumen posible. Las
fracciones se dializaron contra agua, después de la liofilizacién se
obtuvieron los siguientes valores: 5.85 mg para GLP1 y 3.05 mg para

GLP-2 de peso respectivamente, Las £racciones se sumaron y se

obtuvieron 8.90 mg, los cuales fueron resuspendidos en 653 pl de

amortiguador acetato de amonio 0.005 M pH 5.1, Se tomé una alicuota
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de 53 {1l y se empleS para cuantificar proteinas, Los 600‘ ul
restantes se aplicaron a una columna de CH¥-Celulosa. Después de la
elucién con amortiguadores de diferente fuerza ilonica se
cbtuvieron fracciones de un mililitro denominadas CM-lab, CM-lc, CH-
2ab y CE-3ab. - El perfil cromatogréfico de cada una de ellas gse
muestra en la figura 4. Con el amortiguador acetato de amonioc 0.005. %
pE 5.1 de baja fuerza icmica se eluyd la fraccién CM-lab que
contiene a la FSH y otra fraccién denominada (M-lc que posiblemente
ges una variante de la FSH. Con el amortiguador acetato de amonio 0.1
¥ pH 6.8 de ﬁediana fuerza iénica se eluyd la fraccién CM-2ab. 1la
dltima fraccifn de la preparacidén se eluyd con el amortiguador de
alta fuerza idnica que es acetato de amonio 1 ¥ y glicina 0.1 ¥ pH
9.5, La fraccidn de interés en esta investigacién para purificar la
IFSE fue la cu—iah, las ' demés se almacenaron a -20 °C ,para
realizar estudios posteriores, dado que el mayor contenido son otras

hormonas hipofisiarias con contaminaciones pequedas de PSE.
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Figura. 4. En esta fotografia se muestra el patrén
cromatogréfico de cada una de 1las fracciones
y el valor de la densidad Sptica obtenido en cada
uno de ellas durante la purizicacién de la mFSH.
Lag dimensiones de la columna y las caracteriaticasa

de la cromatografia se observan en la parte superior.
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1.3. Movilidad Flectroforética de la mFSH

En la electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones no
reductoras ge obgervé que la mFSH tuvo un Rf de 0.61, 1la (figura
5), muestra el patrdén electroforético de la hormona. Agimismo, en
cada una de las fracciones obtenidas se determind lo siguiente. En
el extracto crudon{homocgenado de las hipSfigis antes de iniciar el
proceso de extraccisn y purificacidén de la nFSH), se observs un
aspecto difuso de la preparacién y usa banda bien definida qua
corregponde al Rf reportado para la albimina (figura 6R). En el
extracto glicoproteico (GLP1 y GLP2) se obtuvieron 3 bandas; una
banda delgada cuyo Rf es de 0.32 y corresponde a la FSH de ratén
antes de la purificaciféo por cromatogratia de CM-Celulosa y la
tercera es una banda muy gruesa cuyo Rf es igual a la albimina
(Figura 6B), En la fraccidén CH-lab se observaron 3 bandas tenues
con Rfs de 0,30, 0.36 y 0.52 (Figura 6C) respectivamente. Las dos
primeras bandas son similares a los Rfs reportados para la FSH en
otras especies (23,45). La pemejanza en los valores de las dos
primeras bandas, plantea la posibilidad de que existan dos isoformas
de la FSH. En la fracciSn CM-2ab se determinsron 2 bandas, la
primera tieme un Rf de 0.36 y la segunda de 0.52 corresponde a

albGmina (Figura 6D). En esta fraccifn se encuentra teoricamente a la
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hormona luteinizante, En la fracclén C(M-3ab se obsexrvdé una banda
cuyo Rf es similar a 0,32 que correspende a la fraccién CH-lab
(Figura 6E).

Ademfiis de comparar la movilidad electroforética de la fraccién
CM-lab con otras fracclones obtenidas se realizé una electroforesis

en SDS-PAGE para determinar el Rf de la mFSH.

Figura 5. Movilidad electroforética de
la hormona en condiciones en SDS-PAGE
en condiciones reductoras. Ia £lecha

indica la banda correspondiente a la mFSH.



Figura 6. Patrén electroforético de
las fracciones obteridas durante 1la
electroforesis en PAGE-SDS. a}. Extracto

crudo, b). extracto glicoprotaico,

c) .Fraccién CM-lab, d). CM-2ab, e). (M-3ab,

La primera con wun Rf de 0.30,la segunda

de 0.36 y la tercera de 0.52.
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2, Grado de Pureza,

En la electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones no
reductoras o nativas se visualizaron dos bandas tenues (figura 7A).
En la figura 7B se muestra la preparacién de referencia que
contiene a la FSH de ratdn elaborada por el Dr A.F. Parlow la cual
fue donada por el NIDDK., lLa preparacién de referencia de ratén no
mostrd bandas definidas aino un aspecto difuso a lo largo del gel,

lo cual indica que est& poco pura conparada con la mFSH,

Figura 7., a). Les £flechas
gefialan las bandas tenues
de la mFSH. b). Muestra el
aspecto difuso de 1la
preparacion de referencia

proporcionada por el NIDDK.
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2.1. Actividad irmunolégica

a). SLOT-ELISA.

Con 1la técnica del SLOT-ELISA 1la hormona demostxrd su
inmunogenicidad, Los resultados muestran que el experimento control
(sin mFSH) no tuvo ninguna reaccién con loa anticuerpos secundarios
empleados para detectar la actividad inmunolégica a través de una
reaceién colorida (Figura 8a). En cambio en el experimental ge
cbservé que la hormona cruza inmunolégicamente con el anticuerpo

anti-xPSH (Figura 8b).

b} .RIA

La hormona se evaluS también con un Radioinmuncensayo.La figura 3
muestrxa la curva estdndar empleada para interpolar el valor obtenido
de la mFSH en el RIA. Nuestros resultados muestran que de la cantidad
de proteina que contiene la fraccidm CM-lab (133,59 ng) sSlo el 20.96
% corresponde realmente a FSH. La cantidad de la hormona al 50% de
unién especifica mostrS un valor de 28 ng. La actividad especifica de
la hormona fué de determinada 209 pg de FSH/ug de proteina.lLa
potencia biolégica de la hormona fue de 9,43 veces comparada con el

esténdar NIDDK-rFSH RP-1, Asimismo, con el RIA se comprobd que hay
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una actividad inmunolégica paralela de la fraccién CM-lab comparada

con la rFSE, lo cual sugiere que la mFSH estd considerablemente pura.

Figura 8.Se muestran los resultados obtenidos
con el SLOT-ELISA de la mFSH. a). Carril en
blanco que corresponde al control. b). La
hormona purificada se identificd con un
anticuerpo especifico para FSH de rata
NIDDK anti-rPSH-S1, a una dilucién de 1:500.
Las bandas oscuras mnuestran 1la reaccidn
coloxide de la mPSH al reaccionar con el

anticuerpo.
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Figura 9. Curva estidndar para el RIA haterdlogo.
En el eje de las "Abscisas" ge obgerva la dosis a
la cual la hormona tuve una unién egpecifica
vy en el de las "ordenadas" el porcentaje de wunién

de la misma,
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Figura 10. Paralelismo de las curvas obtenidas para
la rFSH Yy la mFSH. Los circulos en
blanco denotan la xFSH y log negros la fraceién

CH-lab que contiene la mFSHE purificada.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INMUNOLOGICA DE
LOS PRODUCTOS OBTEMDOS DE LA PURIFICACION DE
LA FSH DE RATON { mFSH )

(oestra Contidsd Ge Contidad de % FSH Activided
proteiea FSH i) (NP de veces ls poten-
(ng) 50% Bo cla con respecto 8
NODK-rF8H RP-1)
Estbnder 277 28 1060 45
Ch-1ab ol ] 28 . 2096 943

Pigura 11, Se muestya al porcentaje de FPSH de
en la fraccién CM-lab, asf come 1a actividad
de la bhormona, comparada con el esténdar
NIDDX-xFSE-RP-1.
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2.3. Peso Molecular

Durante la determinacién del peso molecular de la mPSH (fraccidn
CM-lab) se obtuvieron varias bandas las cuales ge muestran en la
figura 13. La primera banda que se observa, la de mayor peso
molecular corresponde probablemente a agregados de la mFSE, El peso
molecular determinado para esta banda fue de 81 941.88 Kd. La segunda
banda posiblemente representa a una lasoforma de la FSH cuyo valpr
fue de 52,134 Kd. Se cbservd otra banda la cual represaentaria también
otra isoforma de la FSE cuyo peso molecular fue de 47,623.24 Kd y una
tercera banda que tuvo un peso molecular de 36,311,55 Kd. Asimismo,
se detectaron dos bandas nis de 20,176.37 KA y 14,052.87 Kd
raspactivamente. La suma de ambas nos da aproximadamente el peso
molecylar de la mFSH (34, 229.24 Kd), el cual coincide con los
valores reportados en la FSH de otras especies (Papkoff, 1969;
Cheng, 1967 y Grimeck, 1987). La figura 13 muestra la cuxva estéindar

empleada par interpolar los valores obtenidos en el chlculo del PM.
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Flgura. 12 Gré&fica de la curvas para determinar
el peso wmolecular de la mFSH y de las
subunidades de 1la misma. En el eje de las
*abscisas™ se muestra el Rf y en el de las
"ordenadas " el logaritmo del peso molecular
por 10°*,
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Figura 13. 8e ilustran las bandas
obtenidas en SDS-PAGE en condiciones
reductoras., a), Banda de PM de
81, 941.9 Xd. b, ¢ ¥y d). Posibles
isoformas de FSHE de PM de 52,134.4,
46, 623.24 y 36, 311.55Kd. e y £).
Corresponden a las frobables subunidades
de la FSE cuyo PM fue de 20,176.4
y 14,052,9 Kd.
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VII. DISCUSION

El conocimiento de la estructura de las hormonas hipofigiarias es
importante para entender los mecanismos mediante log cuales ge llevan
a cabo funciones fundamentales en el organismo. De las hormonas
hipofisiarias las gonadotropinas tienem una funcién iwmportante en la
reproduccién y en la perpetuacién de 1las especies.Los estudios
biolégicos y la caracterizacién bioquimica y fisicoquimica de la FSH
se han hecho en diferentes grupos de vertebrados. Sin embargo, en
los roedores s88lc e ha purificado la PSH de rata {47, 63) ¥y
hamatexr (78), sin embargo,se carece de informaciSn al respecto en
otros grupos de roedores. Kl objetivo del presente trabajo como se
mencioné anteriormente fue aislar y purificaxr la mFSH. En al presente
estudio se demuestra que el método empleado en el ajsiamiento y
purificacién de la mPSH es aimple, relativamente corte y eficiente,
En este proceso se empleo un fraccionamiento de la hormona a pH
&cido y una adsorcién Jdiferencial de la misma en carboximetil
ceiulosa (10, 27,29, 44, 69). La extraccidén inicial con acetatc
de amonio en alcohol en una propoxeiSn de 6:4, a pH 5.1,
involucra una precipitacién  isceléctrica en el que la

FSH permanece soluble dade que ol pI da ésta es de
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3.36 a 5.5 y la FSH bovina, ovina y equina parecen tener pI que cae
dentro de este rango (60). De esta manera la hormona es separada de
otxras glicoproteinas cuyos pl son diferentes (63). Lo cual permite
obtener una preparacién libre de otras glicoproteinas como PRL,TSH y
GH.

En el presente trabajo se obtuvo un rendimiento de la hormona de
19.417 pg/g de tejido. Este rendimiento es bajo si se compara con el
demostradc por otos autores (11, 23, 76)).Este resultado no puede
sér adjudicado a las condiciones en las que se alsld la hormona,
debido a que las hipSfisis se obtuvieron  frescas, al momento de
sacrificar los ratones, lo cual tomé un minuto o dos por ejemplar ¥
se congelaron a -70 °C imediuéamente. La obtencién de las gléndulas
en un’ tiempo tan corto evita el deteriorc del material bioldgico por
autélisis y la degradacién de las moléculas por procesos
protecliticos.

Por otro lado, todas las etapas de extraccién y purificacién
fueron realizadas a 4 °C; a esta temperatura la mayor parte de las
proteinas son estables, Asimismo, el uso de PMSF Jdurante 1la
homogenizacién afecta el gitio activo de las serina-proteasas con

actividad semejante a tripsina y quimiotripsina. Lo cual descarta la
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posibilidad de que el bajo rendimiento de la hormona se deba a que
haya habido una degradacién parcial de la hormona en 1la extraccién.
Con respecto a la potencia biolSgica de la mFSH en esta
investigacién por (65) en la hFSH, quienes obtuvieron un valor de
1 a 1.5 wveces la potencia del esténdar NIH-FSH-S1, empleado en
este estudio (figura, 11). Asi como a los determinados en la FSH
bovina con un valor de 0.12 a 0.13 vecese comparado con el cbtenido
en otras especies de mamiferos (7, 22, 29,45, 55, 67).
La nPSE purificada parece estar razonablemente pura en relacidén
a la preparacién de referencia donada por el Dx. Parlow del NIDDK
(figura, 7). Pueato que ésta no mostrd ninguna banda, sino un aspecto
difuso comparada con la mFSH, en donde se cbservé una banda cuyo Rf
corresponde a la FSH reportada en otras especles (23,44). Esto se
debe a que el esténdar de referencla, probablemente sea una
preparacién cruda del homogenado de la gl&ndula pituitaria del
ratén. Dado que ge observa el mismo barrido en el extracto crudo
obtenido durante la homogenizacidén de las hipéfisis en este estudio
(Figura 8).
En esta investigacién se determins la actividad inmunolégica
de la mFSH con un RIA heterslogo empleando una hormona marcada

por el método de cloramina T. Con éste, aparentemente se obtienen
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actividades especificas de la hormona muy altas, ademfis de que la
hormona parece dafiarge durante el proceso de oxidacién (42).

Se ha planteado que la yodaciSn de glicoprotefnas por el método
de lactoperoxidasa es m8s eficiente que el de cloramina T, debido a
que con el primero se obtienen actividades especificas de bajo valor
Y e mantiene la estructura y la actividad biolSgica de la hormona
(42) . En nuestroe estudio la nmFSH marcada por el método Qe
cloramina T no afectd la actividad inmunolégica de la hormeona dado
que la actividad especifica obtenida fue adecuada. Estos resultados
estdn de acuerdo a los descritos por otros autores {4,62). lLa
actividad inmunolégica de la mPFSH fue evaluada paralelamente en un
RIA para FSHE humana y observamos que la  hormona tuve un
porcentaje de unidén de 28%, el cual es muy parecido al obtenido con
el asténdar del NIDDK de rata empleado como referencia (figura 11}.

Los resultados del RIA plantean que la mFSHE contiene cantidades
peguefiag de LH, ya que se cuantificé paralelamente la LH que pudiera
estar presente en la preparacién de CM-lab, Sin embargo, el valor
detectado no interfiere con la actividad de la FSH en donde el
porcentaje de entrecruzamiento con la LE es de 0.2 %.

El PM ge examind en la mFSH en 8DS-PAGE &) 10% con 8-

mercaptoetanol.Este es un agente oxidante que bace que los puentes
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disulfuro ge rompan Yy el tama®o de la mdSlecula varie, 1o cual
deteminayun Rf mayor y por consiguiente el PM aparente de la
hormona disociada es menor. Durante la determinacién del PM en
eata inveatigag:ién, sa observé una banda de 81,941 K4 que
corresponde a probables agregados de la mPSH, Es interesante notar
que a pesar, de que en condiciones reductoras se rompen los puentes
digulfuro; es posible que axista entre los monSmeros otro tipo de
interaccionea diferentes al enlace S=S, lo cual permite la formaci6n
de eatos conglomerados.

En algunas especies de mamifercs como humano, rata y perro, sa
ha planteado gue pueden encontrarse una forma dimerica -]
tatramérica, resistente a agentes oxidante o reductores (21). Se ha
visto, que la dnica forma de evitar la formacién de é&stos es
somatiendo a la hormona a condiciones mfs drésticas. Ia forma
dimerica parece ser d’iaocinda con guanidina 5M (66) o urea 4K (56).

. Laa foroas dinéricas también se han demostrado en la hipdfisis y en
iel plasma (10), Estas podrian ser equivalentes a alguna de las
variantes detectadas en la h¥SE (22, 58,) y en la xata (78).
. Bn este a.utudio también se detectaron tres bandas de PM de 52, 134,
47,693 y 36,311.55 que posiblemente correspondan a isoformas de la

mFSE., Se ha planteado que existen variantes de la PSH en el ratén
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(78) . Asimismo, los valores determinados para lag subunidades de la
mFSE son a:l.milurles a los resultados obtenidos en otros grupos (23,
24, 61) en la PFSH ovina. El peso molecular de esta especle fue
analizado en SDS-PAGE en condiclones reductoras (82). Estos autores
determinaron una masa molecular aparente en las subunidades «

y B de la FSH bovina de 19,5 y 15.8 Kd., Estos valores estén de
acuerdo a otros obtenidos (60,61).

En la ele¢troforesis en geles de acrilamida en condiciones nativas
ge observaron tres bandag:la primera con un Rf ds 0.30, la segunda
de 0.36 y 1la tercera corresponde a albimina. EL valor de 1la
movilidad zelativa determinado en las dos primeras bandas de la
fraceién CM-lab en nuestro estudio son aimilares a los valores
demostrados en la hFSH (61), en la bovina (27) y en la PSH bovina

{23),

Los datos obtenidos en este estudio indican que la mFSH purificada
a partir de un lote de 1543 hip&fisis de ratén es suficiente para
hacer experimentos que requieran poca cantidad de hormona, como
engayos en cultivos celulares, pero no es suficiente para realizar un
bicensayo en donde se requiere de mayor cantidad de estas hormonas.

Se ba visto que la cantidad minima reportada para realizar este tipo
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de estudios requiere de una masa del orden de 50 a 100 ug de la
hormona purificada (42,47,55,56,58,64,77).Recientemente Carranza-
Salas en 1994 cbaservé que a dogis relativamente pequedlas la

FSE bLovina puede elicitar una respuesta biolSgica a una dosis de 2,

4 y 8 ug (comunicacién personal).

Por otra parte, el hecho de gue de log 133.,5 |g de la mFSH sélo
el 28% de é&sta es FSH, plantea la posibilidad de que la hormona
deblera ger purificada con otro métedo cromategrifico adicional. Se
ha visto, que el empleo de mis de tres cromatografias durante la
purificacién afecta la actividad especifica de la hormona, debido
también a que en cada uno de los pasos normalmente se pierde algo de
1a misma y las recuperaciones normalmente son muy bajas. Para tratar
de purificar la mPSH se requiere de una colecta de 5000 hipSfisis
minimo para poder purificar Yy caracterizar mejor a la mFSH.

En nuestro eastudio observamos cque la mFSH a una dosgis de 100 pg
no increment§ de manera siéni!icativa la produccién de estrdgencs en
un cultive de célulag de la granulosa del ovario del pollc. Esto se
debe quizd a que la hormona esta contaminada con pequefiag cantidades
de 1H. Es posible que la regpuesta aste relacionada también con

la dogis o cantidad de la mFSH empleada para estimular la formacidn
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de estrégemos. De los 133,.5 ug de proteima total presente en la
fraccién C¥-lab que contiene a la mPSH gSlo el 21% de ésta es FSH
(figura 11). Sin embargo, observamos que a una dosis mayor de 200 ug
1a hormona increments significativamente 1la sintesis de 17-0
estradiol (datos no mostrados).

ILa dosis de mFSH requerida para inducir la produccién de
estexroldes en este estudic fue mucho mayor que la empleada por ctos
.grupos (34) en un cultivo de células de la granulosa de rata. La FSH
de rata estimula la produccién de 17;B estradiol a una dosis de 10
ag/ml (34).

Se ha vistc que el sistéma de cultivo de las células de la
granulosa no es especie-especifico y se ha demostrado que este tipo
celul;: responde a la hFSH, bovina, ovina, equina, porcina y rata
(15,16,34) . En nuestro éstudio evaluamos la actividad biolégica de la
mFSE empleando un cultivo de células de la fraccidn F6 de pollo (50).
Aungque arriba se mancioné que las células de la granulosa no son
especie -eppecificas en los vertebrados superiores; no se puade
descartar la posibilidad de que existan diferencias en la respuesta

figiolSégica en las células de los vertebrados inferiores, a 1las
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gonadotropinas de los mamifercs, la cual pudiera ser mediads por una
mayor o menor produccifn de hormonas esteroides.

El pistema de cultivo empleado para evaluar la actividad
biolSgica de 1a mFSH es equivalente a cualquier bicensayo, como el
de Steslman-Pholey en el que se determina el efecto de la hormona a
través del incremento del peso del ovario {(58). Se gabe que la
F9H actia en las células de la granulosa para inducir la actividad de
aromataga (15,16,65), mientras gque los estrdgenos estimulan la
proliferacién de 1lag células de la granuloss y el crec¢imiento
folicular (1, 43,73).

El método de cultivo celular empleado en el presente estudio es
mis gensitivo que los clfsicos biocensayos para FSH; debido a que &ate
nide directamente la produccién de estrSgencs en las células de la
granulosa en lugar dé una respuesta sgecundaria a FSE. Se ha
planteado, que la accién de la mFSH en el aumento del peac del ovaric
puede ser un efecto secundaric a la induccién de la actividad de la
arcmatasa  (41).

Finalmente 1a vrecapitulaciém de 1loa datos de este estudio
demostraron que la movilidad electroforética de la mFSH, asf como el

PM tan parecido a la ¥SH caracterizada en otras especies, suglere gue
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esta hormona tiene propiedades en comiin desde el punto de viasta

filogenético ¢on la FSH de otras especies ,



€3

VIII. CONCLUSIONES

1, El método empleado en esta purificacién es rdpido, sencillo vy

eficiente.

2, La fraccién CM-lab que corresponde a la mFSH presenta un peso
molecular aparente de 34,133 el cual es sgemejante al obtenido en

otras especies.

3, La nmFSH purificada demostrd sger inmunoldgicamente activa por

DOT-BLOT y RIA.

4, En electroforesis nativa de PAGE la nFSH se resuelve en dos
bandas con un Rf de 0.30 y 0.36 respectivamente. Estos valores son

similares a los reportados en otras especies.

5. E1 mFSH es activa biologicamente en un microensayo en cultivo

celular.
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X.APENDICE
SOLUCIONES EMPLEADAS EN LA
PURIFICACION DB LA mFSH
PMSF 0.02 %
Agua desionizada . 50 ml

Se pesaron 0.01 g de PMSF y se disolvieron en 25 ml de agua
desionizada, El pH se ajustdé a 7,2 con una solucidén de NaOH 1N, se
aford a 50 ml con agua desionizada y 8e almacend a temperatura
ambiente.

SOLUCION DE EXTRACCION
Acetato de amonio 10 %
Etanol absoluto 400 ml

Se pesaron 100 g de acetato de amonio, se disolvieron en 800 ml de
agua desionizada, se ajustd el pH a 5.1 con &cido acético concentrado
Yy se afors a 1000 ml con agua desionizada. Se tomaron 600 ml de esta
golucién y ae mezclaron con 400 ml de etanol absoluto (6:4). Se
agregazon 0.02 g de PMSF vy se almacens a 4 C.

SOLUCION DE DIALISIS
Bicarbonato de amonio 10 mM
Agua desionizada 1000 ml

Se pesaron 0.79 g de bicarbonatc de amonio, 8e disolvieron en 800 ml
de agua desionlzaday se ajustd el pH a 8.5 con NaOH 1IN. Se afoxd a
100 ml y se almacenS a 4 °C.
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AMORTIGUADORES EMPLEADOS EN LA CROMATOGRAFIA
DE CARBOXIMETIL CELULOSA

AMORTIGUADOR DE BAJA FUERZA IONICA
Acatato de amonio 0.005 M
Agua desionizada 1000 ml

Se pesaron 0.385 g de acetato de amonio y se aforaron a 100 ml, el pH
se ajusts a 5.1 con HCL IN.

AMORTIGUADOR DE MEDIANAR FUERZA IONICA
Acetato de amonio 0.1 M
Agua desionizada 100 ml

Se pesaron 0.77 g de acetato de amonio y se aforaron a 100 ml, el pH
se ajustd a 6.8 con Acido acético concentrado.

AMORTIGUADOR DE ALTA FUERZA IONICA

Acetato de amonio im
Glicina 0,1
Agua desionizada 100 ml

Se pesaron 7.7 g de acetato de amonio y 0.75 g de glicina, se
aforaron a 100 ml con agua desionizada y se ajusté el pH a 9.5 con
NaOH 1IN,

PREPARACION DE LA COLUMNA DE
CARBOXIMETIL CELULOSA

A) Activacién de la resina
Se pesaron 10 g de carboximetil celulosa G6-100 de 8igma y se

guspendieron en 150 ml de NaOB 0.5N (1:15 P/V). La resina se lavé con
agua destilada hasta obtener un pH neutro, se agltd, se dejé
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sedimentar y se cuit5 el sobrenadante con vacio. Engeguida se lavs
con agua pH 4.0 y se equilibxé con amortiguador de acetato de amonio
0.005 ¥ pH 5.1, Una vez equilibrada la resina se dejé sedimentar y el
scbrenadante se quitd con vacio.

B), LLenado de la columna
Se ecupled una columna da 3 nl la cual se montd en un Boporte
universal. Con una pipeta Pasteur se depodité la resina G-100 y se

dej6 sedimentar sin permitir que se secara, agregando amortiguador de
acetato de amonio 0.005 ¥ pH 5.1.

CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Reactivo de Bradford para proteinas

Azul brillante de Coomasie G-250 de Sigma 0.01% PB/V

Etanol 4.75% PB/V
Acido .foaférico 8.5% P/V
Agua destilada 500 ml

se pesaron 50 mg de azul brillante de Coomasie G-250 y se disolvieron
en 25 ml de etancl al 95%. ensegulda se agregaron 50 ml de acido
fosférico al 85% PB7V, sa afor6é a 500 ml con agua destilada y se
£ilt6. El reactivo se almacend en una botella dmbar a 4 'C por un
miximo de 4 semanas.

ELECTROFORESIS EN CONDICICNES NATIVAS

A) solucién Al

Tris 18.15 B/V
HC1 1N
Agua desionizada 100 ml
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Se pesaron 18,15 g de tris, se disolvidé en 24 ml de dcido clorhidrico
1N, se agzegaron 0.115 ml de TEMED y se ajustd el pH a 9.4 con NaOH
3.N. La mezcla se aford a 100 ml con agua Qesionizada y se almacens a
4 C.

B) Solucién A2

Acrilamida 2.5 %
Metilen~-bis-acxrilamida 0.656 g
Agua desionizada 50 ml

Se pesaron 2.5 g de acrilamida y 0,656 g de metilen bisacrilamida, se
aforaron a 50 ml con agua desionizada, Se £iltrS y almacens a 4 'C,

C) .80lucidén B

HCl 1l N
Tris " 5.98% P/V
TEMED 0.46% V/V
Agua desionizada 100 ml

D) .Solucién C
persulfato de amoni 0.14% P/V
Agua desicnizada 18 ml

Se pesaron 25.2 mg de peraulfato de amonio y se disolvieron en 18 ml
de agua deslonizada., Esta solucién se debe emplear inmediatamente
degpués de prepararla.

B) .S0lucién D

Acrilamida 10% P/V
Maetilen-bis-acrilamida 2.5% B/V
Agua deionizada 100 ml
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Se pesaron 10 g de acrilamida y 2.5 g de metilen-bis-acrilamida, se
disolvieron en agua desionizada y se aford a 100 ml. la solucidn se
£iltrs y almacens a °4C.

Solucién D

Acrilamida 10 % P/V
Metilen-bis- acrilamida 2.5% P/V
Agua desionizada 100 mi

Se pesaron 10 g de acrilamida y 2.5 g de metilen-bis-acrilamida, se
disolvieron en agua desionizada y se sfors a 100 ml . la golucidn ae
£iltxd y almacend a 4 °c.

F). Solucién E
Rivoflavina 0.004% P/V
Agua degionizada 3 ml

se pesaron 0.12 g de riboflabina y se disolvieron en 2936 ul de agua
desionizada, se cubris con papel aluminio y se almacens a 4 °C.

AMORTIGUADOR DE CORRIDA

2) Cémara inferior

Tris 0.02476 M
Glicina 0.1918 M
Agua deslonizada 1000 ml

Se pesaron 3 g de tris y se disolvieron en 250 ml de agua
desicnizada. Por separado se pesaron y disolvieron 14.4 g de glicina
en 250 ml de agua desionizada. se mezclaron ambas soluciones y se
ajustd el pH a 8.3, Se aforS§ a 100 ml con agua dedionizada y sge
almacend en un frasco &cbar a 4 °C,

B} CAmara superior

Tris 0.02476 M
Glicina 0.1918 M
Azul de bromofenol 5 ml
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Se pesaron 3 g de tris y 14.4 de glicina, se dismolvieron por separado
en 250 ml de agua desionizada, Je mezclaron y se ajuptd el pH a 8.3,
Se aforé a 1000 ml con agua desionizada.Al momento de correr la
electroforesis se le afadiercn 5 ml de azul de bromofenol al 0.005 %.

C) . Amortiguador para aplicar la muestra

Solucién B 2 ml
Glicercl al 10% 6 ml
Azul de bromofenol al 1% 20 ul

Se tomaron 2 ml de la solucién B y 6 ml de glicerol al 10%, se
mezclaron bien, se separaron 2 ml de esta mezcla y se la affadieron
20 ul de azul de bromofenol al 1%. esta mezcla se preparS en el
momento de usarse.

GEL SEPARADOR

Solucién al 25 %
Solucién A2 25 %
Solucién C ) 50 %

Se tomaron 2,5 ml de la solucidén Al y 2.5 ml de la solucién A2, se
mezclaron bien y se desgasificaron durante 5 minutos empleando una
bomba de vaclo. Ensequida se agregaron 5 ml de la solucién C, e
inmediatamente se aplicd a la cémara de electroforesis con una pipeta
Pasteur y se dejé polimarizar una hora a temperatura ambiente,

GEL CONCENTRADOR

Solucién B 25 %
Solucién D 50 %
Solucién E 5%

Se mezclé 1 mI de la solucién B, 2 ml de la D y 1 ml de la E, la
mezcla se desgasificdl por vacio 10 minutos y se protegid de la luz
con papel aluminio., Inmediatamente ge aplicd al gel separador y se le
afiadié un poco de agua para gque polimerizara uniformemente. se
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inserté6 el peine y se dejé polimerizar una hora a temperatura
ambienta,

TINCION DE GELES

Azul brillante de Cocmasie R-250 0.02 %
Acido acético 10 %
Isopropanol 25 %

Se pesaron 0.02 g da azul brillante de Coomasie, ge disolvieron en
10 ml de #Acido acético y 25 ml de isopropanol y se almacend a
temperatura ambiente.Esta mezcla puede utilizarse varias veces.

DECOLORACION DE GELES

Acido acético 10 %

Isopropanol 10 %

Se tomaron 50 ml de &cido acético y se mezclaron con 50 ml de
igopropanol .Esta mezcla se preparS en el momento de usarse.

TINCION DE GELES CON PLATA

AGENTE OXIDANTE
Dicromato de potasio 10 %
Agua desionizada 90 %

Se tomarom 10 m2 de 1la solucién de dicromato de potasio y se
disolvieron en 90 ml de agua desionizada., Esta mezcla se empled
inmediatamente.

AGENTE DE PLATA
Nitrato de plata 10 %
Agua desionizada 90 ml

Se tomaron 10 ml de la solucién de nitrato de plata y se disolvieron
en 90 ml de agua desionizada. Esta solucién puede ser utilizada
varias veces.
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REVELADOR
Paraformaldehido 3.2 %
Agua desionizada 100 ml

Se pesaron 3.2 g de paraformaldehido de Baker y se disolvieron en 100
ml de agua deionizada,.

REACTIVOS EMPLEADOS EN LA TECNICA
DE SLOT-ELISA

SOLUCION REVELADORA

4-cloronaftol 30 mg
Metanol 10 ml
PBS 0.5 M 50 ml
h202 al 30 % 50 ul

El 4-cloronaftol se pesSé y se disolvié en 10 ml de metanol. Por
separado se tomaron 50 ul de H,0, al 30 % y se diluyeron con 50 ml de
PBS 0.5M. esta mezcla se afladié a la solucién anterior al mcmento de
usarse.

AMORTIGUADOR DE FOSFATOS 0.5 ¥

Solucidn A
Fosfato de godio monobAsico 3.45 g
Agua desionizada 50 ml

Se peparon 12,78 g de fosfato de sodio monobésico y se disolvieron en
50 ml de agua desionizada.

PBS 0.5 M
Se tomd 1 ml de PB 0.5 M y se diluyé diez veces con agua desionizada
y se afiadié NaCl 0.14 M.

14y

U
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PBS-TWEEN
PBS 0.05 M 10 ml
Twaen 0.3 %

Se prepard una solucién con el amortiguador arriba descrito y se
agragaxon 30 ul de tween.

REACTIVOS EMPLEADOS PARA
AUTORRADIOGRAFIA

GELES DE ACRILAMIDA EN 8DS al 10 %

A) . GEL SEPARADOR

Acrilamida al 30% y bisacrilamida al 0.8% 10.0 ol
Tris 1.5 M pH 8.8 7.5 ml
Agua destilada 12,2 ml
SDS al 10% 0.6 ml
Persulfato de amonio 100 mg/ml 0.2 ml
TEMED 20 ul
B) GEL CONCENTRADOR

Acrilamida 30 % y bisacrilamida 0.8 5 ml
Tris 0.5 M, pH 6.8 7.5 ml
Agua destilada 17,1 ml
SDS al 10% .3 ml
Persulfatoc de amonio 100 mg/ml 1 ml
TEMED 5 ul
C) AMORTIGUADOR DE CORRIDA

Glicina 1.8 M 288 g
Tris 0.24 ¥ 60 g
SDS 0.1% : 20 g

D) COCTEL PARA MUESTRAS DE GELES DE ACRILAMIDA



81

Trig 0.5 ¥ PR 6.8 10 ml
8DS al 10 % 10 ml
Glicerol 10 ml
Agua destilada 20 ml
Azul de bromofenol 100 og

Se agregaron 10 ul de £ mercaptoetanol por cada ml de coctel y se
hirvieron con la muestra 5 minutos,

AMORTIGUADOR TRIS-HCL 1.5 M
Tris 181.71 g
Agua destilada 1000 ml

Se pesaron 181.71 g de tris, se aforard a 1 litro con agua destilada
y ge ajustd el pE a 8.8 con &cido corhidrico concentrado.

Amortiguador Tris-HCL ¢.5 M
Tris 78.8 g
Agua destilada 1000 ml

Se pesaron 78.8 g de tris, se disolvieron en 800 ml de agua
destilada, se ajusté el pH a 6.8 y se aforé a 1 litro con agua
destilada.

DS al 10 %
Dodecil sulfato de sodio 10 g
Agua 1000 ml

Se pesaron 10 g de dodecilsulfato de sodio y se agregaron 100 ml d
agua destilada.
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ACRILAMIDA AL 30% Y BISACRILAMIDA AL 0.8%

Acrilamida 0 g
Bisacrilamida 0.8 g

Se pasaron 30 g de acrilamida, 0.8 g de bisacrilamida de Bio Rad y se
agregaron a 100 ml de agua destilada. Las soluciones se cubrieron de
la luz y se almacenaron a 4 °C.

ACETATO DE SODIQ 4M
Acetato de sodio 0.544 g
Agua destilada 10 ml

Se pesaron 0.544 g de aceato de sodio y se disolvieron em 10 ml de
agua destilada el pH se ajustd con Acido acético glacial concentrade.

SOLUCTIONES EMPLEADAS EN EL MARCADO
DE GONADOTROFINAS

SOLUCICN DE LACTOPEROXIDADSA

Se tomaron 20 ul de una soluciép de lactoperoxidasa da Sigma (500
U.I1/400 ul) y se diluyeron con 480 ul de acetato de asodio 0.4 M pH
5.6 para cbtener 1 U.I.

GLUCOSA OKIDASA
Glucosa oxidaga 1ng
PBS 0.01 M pH 7.4 10 ml

Se pesé 1 mg de glucosa oxidasa de SIgma grado analitico y se
disolvié en 10 ml de PBS 0.01L M pH 7.4. Se tomaron 250 ul de esta
golucidn y se aforaron a 25 ml con PBS 0,01M,

£ -D-(+) GLUCOSA
£-D- {+) glucosa 0.05 g
Agua destilada 10 ml
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Se pesaron 0.1 g de azida de sodio y se disolvieron em 10 ml de
buffer fosfatos 0.1M pH 7.4.Preparar esta solucién en el momento de
emplearla.

AZIDA DE SODIO
Azida de sodio 0.0l g
Buffer fosfatos 0.1 M pH 7.4 10 ml

Se pesaron 0.1 g de azida de sodio y se disolvieron en 10 mil de
buffer fosfatos 0.1 M ph 7.4, Preparar esta soluclién en el momento de
emplearla.

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE SEPHADEX G-100

Se peaé 1 g de resina Sephadex @-100 de Pharmacia Fine Chemical, se
resuspendié en 10 ml de buffer fosfatos 0.0l pH 7.4 y se dejéd
equilibrar 24 horas a temperatura ambjiente. Al dia siguiente se
prepard la columna empleando una pipeta de vidrio desechable a 1la
cual se le cortd la parte superior. Se le agregé una perla de
ebullicién para evitar gue la columna se vacle y la resina se agregd
con una pipeta Pasteur y se lavSé con PBS 0.01¥ pH 7.4 hasta que la
resing se vea homogenea. La columna se lavd con 1 ml o 2 de albiimina
al 0.5 % en amortiguador de fosfatos 0,.1K pH 7.4.

SOLUCICNES EMPLEADAS EN LA IODACION DE
LA FSH METODO DE CLORAMINA T

SOLUCION DE CLORAMINA T
Cloramina T 5 mg
PBS 0-01M pH 7.4 3 ml

Se pesaron 5 mg de cloramina T y se digolvieron en 3 ml de PBS 0.01 M
PH 7.4.
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SOLUCION DE ALBUMINA
Albimina sérica bovina 0.5¢g
PBS 0.01 M, pH 7.4 10 ml

Se pesaron 0.5 g de albGmina sérica bovina de Sigma y se disolvieron
en 100 ml de PBS 0.01 ¥ pH 7.4. Preparar esta solucién al momento de
emplearia.

METABISULFITO DE 30DIO
Metabisulfito de sodio 15 mg
PBS 0.01L ¥ pB 7.4 5 ml

Se pesarcn 0.5 mg de metabisulfito de sodio y se disolvieron en 5 ml
de PBS 0.01 M pH 7.4.

PBS 0.05 M

Fosfatc monobdsico de sodio 0.9 ¢g
Foasfato dibfsico de sodio 1.85 g
Cloruro de sodio 8.17 g

Se pesaron 0.3 g de fosfato monobésico de sodio, 1,85 g de fosfato
dibésico de sodio y 8.17 g de cloruro de sodio. Se disolvieron em 800
ml de agua destilada degionizada aestéril, se ajusté el pE a 7.4 y se
aford a 100 ml,



	Portada
	Índice
	I. Resumen
	II. Introducción
	III. Planteamiento del Problema
	IV. Objetivos
	V. Material y Métodos
	VI. Resultados
	VII. Discusión
	VIII. Conclusiones
	IX. Bibliografía
	X. Apéndices



