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I. RESUMEN 

li:n la presente investigaci6n se describe la purificaci6n de la 

mFSB y la caracterizaci6n parcial de la misma. La ho:rmona se 

aisl6 por diálisis en una mezcla de etanol y acetato de amonio 

614, pB 5.1 y cromatografía de intercambio i6nico. Se determin6 

que el rendimiento de la ho:rmona fue de 19.417 µg/g de tejido y la 

actividad específica de la misma fue de 209 µg/µg de proteína. Se 

analizaron algunas propiedades bioquímicas de la mPSB como el Rf 

de asta ho:rmona por electroforesis en SDS-PAGE y se determinaron 

dos bandas de O .30 y 0.36, cuyo valor fue similar al de la FSB 

reportada en otras especies. La hormona demostr6 ser 

irmnmol6gicamente reconocida en UD RIA hete;r6logo y por SLOT­

BLISA. 

El PM probable de la mFSH determinado por electroforesis en 

SDS-PAGE en condiciones reductoras fue de 52, 134 ltd y el de las 

subunidades a, 13, 20,176 y 14,052 ltd respectivamente. Lo cual 

sugiere que el PM de la mFSH es semejante al observado en otros 

vertebrados. 

La potencia biol6gica de la mPSB fue de 9.43 comparada con la 

potencia del est6ndar NIDD!t-rPSB RP-1.La actividad biol6gica de 

la mPSH fue evaluada en UD microensayo fo vitro. Esta hormona 

indujo la proliferaci6n y la síntesis de 17-13 estradiol a una 

concentraci6n de 200 µg en c61ulas de la f racci6n P6 de pollo 

(hom6logas a las foliculares de mamífero) • 
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II. INTRODUCCION 

El ciclo de vida de un organismo está dete:rminado por su 

capacidad de integrar diversas funciones que dependen del 

sistema nervioso y del sistema endócrino. Cada uno de éstos se 

comunican con otros órganos a través de mensajes que son enviados 

hacia un órgano blanco, lo cual induce un a\llllellto o disminuci6n en 

la actividad o función del mismo. En el sistema nervioso los 

mensajes aon transmitidos por impulsos eléctricos a través de la 

sinápsis de una neurona a otra, o entre una neurona y una célula no 

nerviosa. Se ha demostrado ampliamente que la transmisión 

sináptica ea de carácter químico debido a que en este proceso se 

liberan mensajeros específicos como los neurotransmisores, los 

cuales desencadenan potenciales einápticoa y una respuesta 

inmediata. En el sistema end6crino los mensajeros son sustancias 

químicas llmaadas ho:rmonas que llevan información a otro órgano 

que no:rmalmente se encuentra a cierta distancia. Las hormonas del 

sistema end6crino son vertidas al torrente circulatorio y de ahí se 

dirigen al órgano blanco. Este tipo de mensaje produce una 

respuesta más lenta que los impulsos nerviosos y ejerce su 

efecto sobre el sistema metabólico de la célula, induciendo 
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cambios en la síntesis y secreci6n de proteínas o enzimas que 

participan en diversas funciones (73). 

El sistema. end6crino esta constituido por glándulas 

end6crinas, una de éstas es la glándula pituitaria o hip6fisis, la 

cual produce diferentes hormonas con múltiples funciones que 

mantienen la home6stssis en el organismo (l, 73) • 

l. La Glánd.ula Pituitaria 

La hip6fisis, tambián llamada gl~dula pituitaria, está 

localizada inmediatamente por debajo de la base del encéfalo unida 

a éste por el tallo hipofisiario y está protegida por la silla 

turca del hueso esfenoides (26) • La hip6fisis está rodeada por una 

membrana de tejido conectivo llamada duramadre y anat6micasnente 

está dividida en cuatro regiones: para anterior, pars tuberalis, 

pare intermedia y para posterior (26, 73). Desde el punto de vista 

embriol6gico es una glándula mixta, se divide en dos regiones: la 

adenohipéfisis y la neurohip6fisis. La primera se desarrolla a 

partir de una evaginaci6n del ectodexmo llamada bolsa de Rathke, 

mientras que el infundíbulo o tallo neural y el l6bulo posterior 

derivan del piso del cerebro anterior (26). La adenohip6fisis está 

formada de diferentes tipos celulares los cuales sintetizan 
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hormonas que intervienen en diversas funciones en el organismo 

(1, 44, 73). lfl nombre de cada una de éstas y sus funciones se 

muestran en la tabla l. 

Kntre las hormonas producidas por la adenohip6fisis que juegan un 

papel determinante en la funci6n reproductora, están las 

gonadotropinas, la FSH y la LB, las cuales reciben este 

nombre debido a que sus 6rganos blanco son las g6nadas1 el ovario 

y el testículo (44, 73) 

l.1. Receotores a gonsdot¡;"opinss 

Se ha demostrado que las hormonas hipofisiarias 

receptores membranales de las células de los 

se enlazan a 

6rganos blanco, 

activando el sistema enzimático adenilato-ciclasa (16, 73), éste a su 

vez estimula el sistema de proteínas cinssas las cuales inducen la 

síntesis de RHAs mensajeros de enzimas que intervienen en la 

biosíntesie de hormonas esteroides. Los receptores para FSB están 

presentes en las º'lulas de la granulosa en el ovario .(65). La FSB 

estimula la actividad de la· aromatasa (enzima que convierte los 

andr6genos a estr6genos) e induce la síntesis de estr6genos1 

necesarios para la síntesis de receptores a LB y la citodiferenciaci6n 

de las células de la granulosa en el ovario (15) • 
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1.2. Est;uctura de las Hormonas Hipofisiarias 

Las hormonas hipof isiarias son glicoproteínas que están formadas 

de proteínas y de diferentes tipos de carhohidratos. Desde el 

punto de vista estructural las hormonas glicoprotéicas est6n 

compuestas de dos sullunidades, la sullunidad ex y la J3 y ambas 

estaán unidas por un enlace disulfuro. La sullunidad ex es idéntica 

en la FSB, LB y TSB, y la sullunidad J3 es específica para cada una de 

estas hormonas y es la responsable de la actividad hiol6gica de las 

mismas (44). Entre las gonadotropinas existe una sohreposici6n de la 

sullunidad J3 de la LB y de la HCG, producida en el trofohlasto del 

hlastocisto1 debido a· esto ambas tienen una actividad hiol6gica 

similar (44) . Se ha visto que si se combina una sullunidad ex de TSH 

y una sullunidad J3 de FSB la hormona tiene actividad de PSH (44), 

Los carhohidratos que forman la FSB humana hFSB son hexosa, 

hexosamina y ácido siálico (59). La composici6n del tipo de 

carhohidratos que fo%111&11 esta hormona, se ha comparado con la de 

otras especies y se ha visto que entre ellas, existe homología en 

el contenido de azúcares (9, ll, 17, 45, 47). La FSB bovina 

contiene fucosa (45) y posee dos veces más galactosamina y 66% de 

ácido siálico comparada con la FSB ovina (23) y la hUlll8tla (59). 



1.3. Composici6n de Aminoácidos de la FSH 

La FSH humana tiene un contenido alto de ácido aspártico, ácido 

glutámico, glicina, alanina, fenilalanina, lisina e histidina serina 

y menor cantidad de cisteína, prolina, valina y tirosina (59,67), 

Estudios hechos en filtración de geles y electroforesis 

muestran que la hFSH contiene 3. 7 veces más ácido siálico y 2, 9 

veces más hexosamina que la hLH (59). Se ha visto que hay una 

homología alta entre en el contenido de aminoácidos de la FSH en 

los diferentes grupos de vertebrados (18,45, 47, 51, 68, 69, 82). Sin 

embargo, hay diferencias específicas de especie (9, 11, 17, 18, 

31,32,33, 45, 51). 

La FSH bovina tiene grandes cantidades de ácido aspártico, 

treonina, ác:ido glútamico y la mitad de cisteina, lisina y bajas 

cantidades de metionina, histidina y tript6fano (23). Se sabe que 

la FSH equina es análoga a la hFSH excepto por la sustitución de 6 

aminoácidos (18), La alta homología en la secuencia de aminoácidos 

de la subunidad P parece ser similar a nivel de interespecie, 

mientras que la unidad a parec:e variar en el contenido de 

aminoácidos 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 hFSB son los residuos 21 -23 y 76-85 (3). 

2. pµrificaci6n de la PSH f.n diferentes grupos de vertebrados 

a) . Peces, anfibios y reptiles 

La purificaci6n y aislamiento de la PSH se ha estudiado en 

diversos grupos de vertebrados.Sin embargo, hasta, el presente hay 

pocas investigaciones realizadas en peces (2, 12), 

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

b). Aves 

anfibios (31, 

En este grupo de vertebrados inferiores se ha investigado más sobra 

la purificaci6n de hormonas hipofisiarias, la 

diferente pureza se ha aislado en varios grupos 

37. 47. 83). 

i'SH de pollo de 

(8, 9, 17. 28, 

Los m6todos utilizados pare la separaci6n de la i'SH en esta 

especie son muy diversos. Algunos investigadores han hecho una 

extracci6n inicial con amortiguador de salina fosfatos (83), 

soluci6n etan6lica (9), fosfato de calcio (28,76), acetato de amonio 
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(9, 17, 28), fraccionamiento con sulfato de amonio (9, 17) y ácido 

metafosf6rico ( 47, 83) . Después de la extracción la FSH se ha 

separado por uno o varios métodos como cromatografía en columnas 

de fosfato de calcio (30,76), interclllllbio i6nico con la resina eso 

(9,17)' CM-celulosa, (30, 76, 83), DEAE (9, 30, 47). Así 

como HPLC (37), cromatografía en columnas de hidroxiapatita (83), 

Sephadex G-75 (83), Sephadex ~-100 (9,17) y G-lSO (83). 

c) Mamíferos 

El grupo que m&s se ha estudiado en los vertebrados es el de los 

mamíferos; en éste la separación y purificación de las 

gonadotropinas se ha demostrado en el humano (10, 22, 28, 49, SS, 

S6, 58,S9, 60, 61, 64, 66, 67, 68, 71), bovinos (23, 24, 52, S7, 

64,82), ovino:i (ll, 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.l. Métodos de Bstudio 

Las técnicas de purificación de las gonadotropinas en los 

mamíferos son tlllllbién muy variadas e incluyen una extracción 

inicial de las glicoproteínas con una solución etanólica (60,77), 
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amortiguador de acetatos y alcohol (23, 29,36), agua de pB 5.5 

a 7.5. (28,77), urea (11). Asi como por fraccionamiento a varios 

pBs (11). con ácido metafosf6rico (23) y con diferentes 

concentraciones de sulfato de amonio (36, 64, 81,82). 

Posteriormente la FSH se ba separado y caracterizado por DEAE 

Celulosa (30, 54, 64, 67, 81), CM-Sephadex (7, 23), CM-celulosa 

(29), filtraci6n en geles en Sephadex G-100 (7, 23), Sephadex G25 

(11), G-50 (23), G-75 (23), G-100 (7, 82), Sephadex G-150 (63). 

electroforesis en discos preparativos a pB 8.9 (7, 23) y 

electroforesis zonal (11) . 

Asimismo, se ha visto que a pB 4.0 algunas proteínas activas 

pueden estar contaminando significativamente las preparaciones de 

gonadotropinas de ovinos y humanos. Sin embargo, no se han 

encontrado relaciones cauBales entre el grado de contaminaci6n de la 

enzima y la pérdida de la actividad biol6gica de varias 

gonadotropinas (56) • 

2.2. Potencia Biol§gica de la FSH 

La potencia biol6gica de la PSH se ha evaluado empleando diferentes 

estándares de PSB como1 NIH·FSB·Sl, 264-lSlX, y HMG-24. Los valores 

obtenidos en cada grupo de investigaci6n son muy variables. Entre los 



valorea mAs bajos, están los de la PSll bovina (57) ,istos resultados 

estén de acuerdo con los dete:rminados en dos fracciones de PSll ovina 

con un valor de o.e y 1.4 respectivamente (53). Sin embargo, estos 

difieren de los encontrados en la bFSI!, la cual tuvo una potencia 

de 29 veces el estándar Nill·PSH-Sl (66). En la PSI! bovina el 

valor demostrado es de ~3 veces el del estándar Nill-PSB·Sl (ll,23), 

en esta especie se determinaron tres fracciones cuya actividad 

biológica fue de 61, 25 y 29 veces el del estándar PSll-NIB·Sl (82).En 

la PSB ovina la potencia es de 45. 7 veces mayor que el est6ndar del 

NIB-PSB··Sl (11, 45) . El valor más alto determinado en la PSll 

equina ea de 90 mg por unidad de est!ndar (7) y el 

determinado en (66) de 150 a 200 veces la potencia del NIB-PSB·Sl, 

estos resultados son semejantes a los demostrados en la PSI! ovina 

(78). 

tos estudios realizados con el eot4ndar BMG-24 en la hl'Sll 

tuvieron un valor de 5820 veces mayor que el del estándar NBI-FSB· 

Sl (56). 

Con respecto a la actividad biol6gica, la FSll purificada se ha 

evaluado de acuerdo al ensayo de en receptores membranales (79) 

o en un bioensayo a través del incremento del peso en el ovario, 

testículo, útero, pr6stata ventral y vesicula seminal en ratas 
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valores m!s bajos, están los de la FSB bovina (57),6stos resultados 

están de acuerdo con los determinados en dos fracciones de FSB ovina 

con un valor de o.e y 1.4 respectivamente (53). Sin embargo, estos 

difieren de los encontrados en la bFSB, la cual tuvo una potencia 

de 29 veces el estándar NIB-FSB-Sl (66). En la FSB bovina el 

valor demostrado es de '63 veces el del estándar NIB-FSB-Sl (11,23), 

en eata especie se dete:z:minaron tres fracciones cuya actividad 

biol6gica fue de 61, 25 y 29 veces el del estándar FSB-NIB-Sl (82).En 

la FSB ovina la potencia es de 45. 7 veces mayor que el est&ndar del 

NIB-FSB-Sl (11,45). El valor m!s alto determinado en la FSB 

equina es de 90 mg por unidad de estándar (7) el 

determinado en (66) de 150 a 200 veces la potencia del NIB-PSB-Sl, 

estos resultados son semejantes a los demostrados en la FSB ovina 

(78). 

Los estudios realizados con el estándar BMG-24 en la hFSB 

tuvieron un valor de 5820 veces mayor que el del esti§ndar NHI-FSB-

Sl (56). 

Con respecto a la actividad biológica, la FSB purificada ae ha 

evaluado de acuerdo al ensayo de en receptores membranalea (79) 

o en un bioensayo a través del incremento del peso en el ovario, 

testículo, útero, pr6stata ventral y vesícula seminal en ratas 



14 

hipofisectomizadas (72,78). Asimismo la capacidad de la PSB para 

inducir la síntesis de estr6genos se ha ensayado 

celulares (80). 

2.3. Paso Molecular 

en cultivos 

El PM es una propiedad física fundamente.l para caracterizar 

bioquimicamente cualquier proteína. Este puede variar mucho, lo 

cual va a depender de la técnica analítica empleada. En la 

determinllci6n del PI! de las gonadotropinas se han empleado diversas 

ticnicas, entre las más usuales se encuentra la 

ultracentrifugaci6n. Elllpleando esta técnica se encontró un valor de 

41, 000 KcS en la hFSH (67), similares reultados se obtuvieron en 

la equina (7,77), ovina (11,45), bovina (23) y porcina (7J.) . 

En los estucSios de f iltraci6n en geles se ha visto que el PM 

de la PSB bovina es de 45, 000 Kd (82) aunque también se ha 

demostrado un valor de 68,000 Kd (22). 

'On mitodo muy empleado para evaluar el PM de las gonadotropinas 

involucra el llllilisis en geles de acrilamida en SDS. En ea te 

método se utiliza adem!s un agente reductor como ~l P-mercaptoetanol 
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que disocia los puentes di sulfuro de las proteínas, lo cual pe:rmi te 

analizar el peso molecular de los componentes monoméricos (38). 

En el análisis en SDS de la hll'SB en condiciones reductoras (61) se 

observan dos bandas, una de PJI de 24,000 y otra de 48,000 ltd en la 

ll'SB bovina. El tratamiento de la ho:cmona con ácido propi6nico 

aparentemente disocia la hormona y s6lo se ve una banda de 24, 

200 ltd (61). El valor observado para la ll'SH por los grupos 

citados anteriormente, por tácnicas tan diferentes, coinciden con 

los demostrados en otros grupos de vertebrados inferiores (12, 31, 

32, 33). 

La tabla 2 resume los valores de peso molecular obtenidos para la 

ll'SB con diferentes tácnicas en los mamiferos. 
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TABLA 2. Peso Molecular de la FSH en los Mamíferos 

Autor Especie Técnica PM 

Rgichter, l2§Q H~na l!.YT 17' QQQ-~8' ººº 

RQQl1 l~fl: 41, ººº 

!lrim!!2ls, in~ );!Q~ine! l)!,T 33' ªºº 

l!t!!elman, 1959 ];:!Qr~in~ 2~'ººº 

Papkoff, 12§7 ovina 21, ~QQ-72, lQQ 

(;§hiU X s;2l,!2§8 J2' Q~5 

~b!ID!22sl x Ma2Shan, ino 3J' ººº 

~nx~cl!b~n, l~7Q ~winª F!l 42, 9QO 

~razi 1967 BQvinª F!l l.1. QQQ-§ª'ººº 

B;:aseit2n X M!!s;~h~n, U7Q egyj,na 47 .~ºº 

~. i.m Bovin~ 4~. ººº 

B~i2b~r l!: L5Wli!:On1 ;!.223 bgvin{\ ªºª-PA!<~ 24' QQQ-4Q, ººº 

valores de los pesos moleculares obtenidos con 

diferentes técnicas en las diversas especies de 

vertebrados estudiados. 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Uno de los procesos más importantes del ciclo de vida de cualquier 

organismo es la perpetuación de la especie a través de la 

reproducción. En los vertebrados inferiores y superiores la FBS y 

LH desempeñan una función muy importante en la conducta reproductora. 

L~ hFSH se ha aislado y purificado debido a la importancia 

que tiene en la investigación cl:ínica y básica. Esta hormona 

tiene usos múltiples entre los que se pueden citar el tratamiento 

de disfunciones hipofisiarias y ováricas, inducir la maduración 

folicular para realizar la fertilización in vitre entre muchas 

otras. En los mamíferos la FSH se ha purificado y caracterizado 

desde el punto de vista físico, químico, bioquímico y biológico en 

diferentes grupos de mamíferos: ovinos, bovinos, equinos, caninos, 

lagamorfos y roedores. En estos últimos se han realizado trabajos 

sobre el aislamiento, purificación y caracterización de la FSH en 

rata. Sin embargo, se carece de este tipo de información en el 

ratón. En el presente trabajo se pretende aislar, purificar y 

caracterizar parcialmente la mFSH. La información que se obtenga 

será de relevancia para aislar y purificar esta hormona a gran 

escala y emplearla en investigación biomédica básica¡ que requiera 

de estándares de referencia para poder realizar todo tipo de 

exper:ill!entos. La disponibilidad de la mFSH y la de otras especies en 

un banco de hormonas en el país, ahorraría los trámites que se tienen 

que realizar para poder obtener estas hormonas del extranjero. 



IV, OBJETIVOS 

l. Aislar, purificar y caracterizar parcialmente a la mFSH 

2. Demostrar la actividad biol6gica de esta hormona con 

métodos bioquúnicos y por RIA. 

3. Determinar su potencia inmunol6gica con respecto a estándares 

obtenidos del National Institute of Diabetes and Digestiva 

and Kidney Deseases. 

4. Determinar el peso molecular de la mFSH. 

18 

S. Evaluar le actividad biol6gica de la mP'SH Purificada en un 

microensayo in vitro, empleando células de ovario de pollo. 
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V. MATERIAL Y METODOS 

l. Haterial biológico 

La obtención de la ml'SH se realizó de acuerdo al método reportado 

(27) con ligeras modificaciones. Se obtuvieron 1543 ratones adultos 

de la cepa CDI del Bioterio del Instituto de Investigaciones 

Biomédicas de la Universidad Nacional Autónoma de México. Se 

sacrificaron por dislocación cervical, se decapitaron y se realizó un 

corte en los temporales dejando al descubierto el cerebro. Las 

hipófisis se aislaron de la silla turca del hueso esfenoides, se 

colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 ml de capacidad, se congelaron en 

hielo seco o nitrógeno líquido y fueron almacenadas en un 

ultracongelador de Fo:rma Scientifica. 

1.1. Reactivos químicos 

Todos los reactivos empleados en esta investigación fueron grado 

analítico y el agua empleada fue destilada o desionizada en un 

sistema de destilación Millipore (Milli-Q). La preparaci6n de 

soluciones se detalla en el apéndice (p!gina 72). 
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2, METODOS 

a) • Homogenización 

Las hipófisis se descongelaron a 4 ºe, se pesaron en una balanza 

analítica Sartorius MC-1 y se obtuvieron 3 .24145 g de peso húmedo. 

Debido al pequeño tamaño de las hipófisis no se pudo separar la 

neurobipófisis de la adenobipófisis. Las pituitarias se homogenizaron 

en un homogenizador Potter Elvehjen en 12 ml de una solución con 

PMSF al 0.02'6 P/V pH 7.2 con 10 golpes a temperatura ambiente. El 

volumen final dol homogenado, (13.5) ml se centrifugó a 8000 rpm a 4 

ºe, 30 minutos en una centrífuga Beckman modelo J-2lB con un rotor 

de ángulo fijo J-A-2. Se obtuvo un precipitado y un sobrenadante los 

cuales se denominaron •s• y "R" respectivamente (figura 1) • 

b), Diáli@is 

Para purificar la FSH el sobrenadante •s• (11 ml) se dializó en 

500 ml de acetato de amonio al 101\; P/V y etanol absoluto 6:4 a pH 

5.1, en agitación constante a 4 ºe 24 horas. Después se centrifugó a 

8000 rpm, 30 minutos a 4 ºc. Se obtuvo un precipitado "S1 " y un 

sobrenadante "R1 ", éste último se almacenó a -20 ºc. 



éSQUEMA Dé éXTRACCION 

IMF1 • ·~oer.cioAl'MlllllQ!l.A~ADOlnw:u:AOILIWlrADO 
ª". -UM&Cl'O&CQ'lllCll!ICOll"""'"-'' 
~ - .-c!O~l'l:IOl"""""l?!'=ti/utnl(lOUJ 
9"1'1-~CIT'IMlO""""'rRDfU.~.iOOffp,<()L.CIOll.lnlUl::fO 

Figura. l. Se ilustra el diagrama de flujo 

empleado en la homogenización, extracción 

y purificación de la FSH de ratón y el nombre 

en cada una de las fracciones obtenidas. 

21 
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c). Precipitación Etan6lica 

El sobrenadante •s1 • (12. 4 ml) se precipit6 con 2 vol1J111enes (25 

ml) de etanol absoluto, agregado gota a gota en agitaci6n constante. 

Se dej6 reposar 48 horas a 4 ºe y se centrifug6 a 8000 rpm, 30 

minutoo a 4 ºc. Se obtuvo un sobrenadante CSNTE¡}, y un precipitado 

(GLP¡} , éste se separ6 del sobrensdante por succión con vacío y 

se centrifug6 30 minutos a 8000 rpm a 4 'e. 

d) • Diálisis II 

El precipitado GLPl se dializ6 con 500 ml de bicarbonato de amonio 

10 mM pB 8.5, 36 horas a 4 ºc. Durante este período se realizaron 

tres cambios de la soluci6n cada 12 horas. Después se dializ6 con 500 

ml de agua des ionizada, 24 horas a 4 ºe. 

e) • Diálisis III 

Los extractos glicoprotéicos GLP1 y GLP, se reunieron y se 

obtuvieron 8.90 mg. Se dializaron en 3 ml de bicarbonato de amonio 

10 mM pH 8.5, durante 36 horas a 4 ºc. Posterioxmente se dializó con 

agua desionizada 12 horas a 4 ºe. Se centrifug6 a 5000 rpm, 4 

minutos a temperatura ambiente en una microfuga "B" de Beckman. Se 
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cole~taron 653 µl de sobrenadante, se separ6 una alícuota de 53 µl 

para cuantificar proteínas y los 600 µl restantes se emplearon para 

realizar una cromatografía de intercambio cati6nico. 

f). Liofilización 

Después de la diálisis la fase GLP1 se liofiliz6 a - 70 ºe y 8 

micras de mercurio, 24 horas a temperatura ambiente en una 

liofilizadora LabConco 5 • Se obtuvieron 5 . 85 mg de liofilizado. El 

sobrenaclante (SNTE1l se almacenó a -2oºc 

glicoproteínas. 

para obtener otras 

El precipitado "R" inicial se proces6 de la misma forma que la 

fase •s• descrita antes, excepto que el tiempo de incubación fue de 

48 horas. Se separaron dos fases intermedias una nombrada •s,• y 

otra "R,", la cual fue almacenada a -20 ºc. La fase •s,• se purificó 

por precipitaci6n etan6lica como se describe en las páginas 

anteriores. Se obtuvo un precipitado (GLP,J y 

(SNTE,l éste último se almacenó a -20 ºe • 

un sobrenadante 
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l.3. Cromatografía de intercainbio i6nico 

Los 600 µl obtenidos se cromatografiaron en una columna de 

intercambio cati6nico de CM-celulosa. Las dimensiones de ésta 

fueron 0.8 cm ancho x 4.05 cm de alto. La velocidad de flujo fue de 

14 ml /hora o l gota cada 8 segundos. La cromatografía se realiz6 

a 4 ºe y se obtuvieron fracciones de l ml, las cuales fueron 

eluídas con acetato de amonio 5 mM pH 5.1 y fueron colectadas en 

tubos de vidrio Pyrex de l2x75 mm, utilizando un colector de 

fracciones. El monitoreo de éstas se realizó en un espectrof6tometro 

Gilford Instrument 250 a una longitud de onda de 280 nm. Después se 

aplic6 un gradiente escalonado de amortiguadores (acetato de amonio 

0.1 Id pH 6.8 y acetato de amonio lid- Glicina O.lid pH 9.5), con los 

que se obtuvieron las fracciones CM-lab, CM-2ab y CM-3ab. Debido a la 

fuerza i6nica del amortiguador empleado el 95% de la FSH es 

extraída en la fracci6n CM-lab. 

2. cuantificaci6p de proteínas 

Se determinaron las proteínas totales de la fracciones siguientes: 

extracto crudo1 mezcla de extractos glicoproteícos GLP1 y GLP2 , y la 

fracci6n CM-lab obtenidas después de la extracción y la 
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precipitación. Estas se cuantificaron por el ~todo de (5) 

empleando un Kit de Bio-Rad para determinar proteínas en un 

microensayo. Se tomó una alícuota de cada una de las fracciones y 

se colocaron en tubos de vidrio de 12 x 75 mm. El volumen se ajustó a 

100 µl con hidróxido de sodio lN y agua. Se dejó reposar una hora a 

temperatura ambiente y después se agregó l ml del reactivo de 

Bradford. Se incubó una hora a temperatura ambiente y se realizaron 

lecturas en un espectrofot6metro Gilford Instrument 250 a 595 nm, 

empleando celdas de cuarzo de l 
3 cm. Los valores obtenidos se 

interpolaron en una curva estándar para determinar la cantidad de 

proteínas. 

2.1. Preparación y ronqo de la curva est4nc!ar para proteínas 

Se prepar6 una soluci6n de BSA fracci6n V a una 

concentraci6n de l mg/ml. Con este stock se preparó una soluci6n da 

O.l UJq/ml (se tom6 l ml del stock l mg/ml y 9 ml de agua 

desionizada). Para la elaboraci6n de la curva estándar (figura. 2) se 

tomaron los microlitros indicados de la soluci6n O.l mg/ml de BSA en 

la tabla 3 que se muestra abajo. 
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Tabla. 3 Rango de la curva est6ndar para proteínas 

Se muestra el rango de la curva est6ndar empleada 

para cuantificar proteínas de acuerde al método 

de Bradford, 1976. 
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Figura. 2. Curvr. patr6n empleada en la cuantificación 

de proteínas usando el micro método de Bradford, 1976. 

En el eje de las "abscisas• se muestra la concentración 

de alhWnina y en el de las •ordenadas" la densidad óptica. 



2.2. Caracterizagión imnunol6gica de la mFSH 

a) • SLOT·ELISA 
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Se cortó una tira de papel de nitrocelulosa de Sxl2 cm, se 

humedeció en PBS o.os M pH 7.4, y se colocó en la cámara de SLOT-

BLOT. La membrana se secó al vacío 3 minutos. Enseguida se agreg6 la 

fracción correspondiente a la mFSH a una concentración de 100 ng/100 

µl diluída con PBS O.OS M pH 7.4, se dejó reposar durante 1 minuto y 

se secó 3 minutos al vacío. La membrana de nitrocelulosa se bloqueó 

con 200 µl de solución PBS-BSA-Tween-200 O.OS\ durante lS horas en 

agitación constante a 4 ºe y el exceso se quitó con vacío. 

Inmediatamente se lavó tres veces con 200 µl de PBS-Tween en 

agitación constante a 4 ºe y 2 veces con 200 µl de PBS O.OS M, la 

duración de cada lavado fue de 10 minutos. Después se qui t6 el 

exceso de liquido con vacío y se prepararon diferentes diluciones de 

un anticuerpo anti- FSH de rata anti-rFSH-S-11 AFP-C09728Bl, diluido 

en PBS O.OSM-BSA 3\. Las diluciones empleadas fueron las siguientes: 

11100, l1SOO, 1:1000, 1:2000, 1:3000, 114000, 11SOOO, 1110000, 

1120000 y 1:30000. Se agregaron 100 µl a cada uno de los 

experimentales, excepto a los controles. Se incubó 2 horas a 4 ºe en 

agitación constante. Enseguida se lavó tres veces con 200 µl de PBS-
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Tween por 10 minutos a 4 ºe en agitaci6n y se aspir6 el excedente con 

vacío. Se lav6 dos veces mas con 200 µl de PBS 10 minutos a 4 ºc. Se 

aliadieron a cada pozo 200 µl de una IgG acoplada a peroxidasa de 

Bio-Rad, diluci6n 11500 en PBS O.OSM-BSA 3%. Se incub6 l hora a 4 

ºe, se lav6 3 veces con 200 µl de PBS-Tween y 2 veces con 200 µl de 

PBS O. 

Imnediatamente se introdujo la membrana en la soluci6n reveladora, 

y se agit6 hasta que aparecid un color violeta. La reacci6n se 

detuvo lavando con agua desionizada varias veces hasta la eliminaci6n 

total de cualquier residuo colorido. La membrana se al.macen6 

indefinidamente a temperatura a:mbiente. 

b).~ 

Para caracterizar la mPSB obtenida se realiz6 una electroforesis 

en geles de TRIS-Poliacrilamida al 7% pH. 8.3, empleando una cámara 

para geles en placa mini-protean II de Bio-Rad. Las muestras se 

descongelaron a temperatura ambiente, se liofilizaron, se 

resuspendieron en 20 µl de amortiguador TRIS-TEM!m y se aplicaron 

al gel. Este se corri6 a 120 voltios,una hora a temperatura ambiente. 
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c) • Tinci6n del Gel con azul brillante de Coomassie 

El gel se tiil6 24 horas a temperatura ambiente en una solución 

reveladora de azul brillante de Coomassie R-250 al O. 02%, ácido 

acético al 10% e isopropanol al 25%. 

d) • Decoloración del qel 

El gel se incubó en una solución de ácido acético al 10% e 

isopropanol al 10% a temperatura ambiente hasta que desaparezca el 

exceso de colorante. 

e) • Tinci6n con la técnica de plata 

Debido a que no se visualizaron las bandas se empleó la técnica de 

plata empleando un Kit de Bio-Rad. El gel se destiiló con una soluci6n 

de metanol al 40% y ácido acético al 10% (V/V). Después se pasó a 

100 ml de una solución fijadora de metanol al 40% y ácido acético al 

10% (V/V), 30 minutos. Inmediatamente el gel se transfirió a 100 

ml de una soluci6n de etanol al 10% y ácido acético al l0%(V/V), 15 

minutos y se realizó otro cambio de la misma solución, otros 15 

minutos. Enseguida se pasó a 100 ml de la solución oxidante 5 

minutos y se enjuagó con 100 ml de agua desionizada 5 minutos, tres 
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al 10%, 20 minutos. El exceso de plata se removi6 enjuagando con 100 

ml de agua desionizada, 1 minuto y el gel se transfiri6 a 100 m1 de 

la solución reveladora. El gel se dej6 en esta soluci6n hasta que 

apareci6 un precipitado café. Se realizaron dos caml:>ios de la 

soluci6n reveladora en las mismas condiciones. La reacci6n se detuvo 

con 100 ml de Acido acAtico al 5% (V/V), 5 minutos. 

2.3. Eyaluaci6n de la actividad imnunol6qica de la mfSH 

a) • Marcado de la mFSB por el método de cloramina T 

Se marc6 NIDDK-rFSH-I-8 (Al'P-11454B) y NIDDK-rLH-I-8 (APP-

11536B). Se tomaron 2.5 µg de rFSH y rLB, se resuspendieron en 25 µl 

de PBS 0.01 M, pH 7.4 y se añadieron 10 µl de yoduro de sodio marcado 

con 125I equivalentes a l mCi. Se agregaron 15 µl de una soluci6n de 

cloramina Ta una concentraci6n de 5 mg/3 m1 en PBS 0.01 M pH 7.4. Se 

mezcl6 30 segundos en el v6rtex y después se añadieron 50 µl de 

metabisulfito de sodio a una concentraci6n de 3 mg/ml en PBS 0.01 M 

pB 7, 4. Se agi t6 10 segundos en el v6rtex y se deposi t6 con una 

pipeta Pasteur en una columna de Sephadex G-100 activada y empacada. 

La radioactividad remanente en el tubo Eppendorff se enjuag6 dos 
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veces con dos gotas de PBS O.Ol M pH 7.4 y la columna se eluyó con 

el mismo amortiguador. Se colectaron 30 fracciones de 10 gotas cada 

una en tubos de vidrio de l0x75 mm enfriados en hielo a los cuales se 

les aftadieron previ11111ente 200 µl de BSA al 5\ P/V en PBS O .Ol M pH 

7,4, La radioactividad de cada fracción se determinó en un contador 

de centelleo gamma Pe.ckard modelo Crystal Plus. Con loa valores 

obtenidos se hicieron los c!lculos correspondi.entes para determinar 

la actividad específica de la hormona, empleando la fórmula que a 

continuación se describe. 

b) . Deteminación de la actividad especifica de la hormona vedad& 

AE m lli!UQ 
A 

AE • Actividad específica 
A • Masa de la proteína en microgramos 
B • 1000 microcuriea 
C a cuentas totales de 125Yodo - residuo 
D • cuentas totales de la proteína 

c) , CUrva esUndar de FSH y LB para el RIA Bete~ 

Para la preparación de la curva est!ndar se realizaron diluciones 

seriadas 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 M pH 7.4 transfiriendo 500 µl de 

cada uno de los eatbdares en orden decreciente y completalldo el 

mililitro con PBS. En el caso de rl'SH se agrego 2% de suero normal de 

conejo. 

Rango de la Curva Estándar 

100.000 
50.000 
25.000 
12.500 
6.250 
3.125 
1.560 

ng/ml 
ng/ml 
ng/ml 
ng/ml 
ng/ml 
ng/ml 
ng/ml 

d) • Radioimnunoensavo 

La actividad imnunol6gica de la mFSH de la mLH fue evaluada por 

RIA de acuerdo al método (79). Se pusieron 200 µl de anticuerpo1 

NIDDK-anti-rPSH·S·ll (AP'P·C0972881), a una diluci6n de 1162500 en 

PBS 0.01 M pH 7.4 y anti i'L!I: NIDDK-anti-rLH-S-10, diluido 1:60,000 

con PBS 0.01 M pH 7,4 en tubos de vidrio de 10 x 75 11111. Enseguida se 

agregaron 100 µl de la rPSB y rLH obtenidas del NIDDK cuyas 

características fueron descritas anteriormente. Ambas hormonas fueron 
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marcadas por el método de cloramina T, y se emplearon 10, 000 cpm 

para cada muestra. La diluci6n de la radioactividad se realiz6 con 

UD buffer PBS o.os M pB 7.4-EDTA-BSA 2%. Se al!.adieron 100 µl de PSB 

NIDDK-rPSB -RP-2 (APP-4621B) y de LB (NIDDK-rLB-RP-3 (APl?-71878) sin 

marcar a todos los tubos experimentales excepto a las cuentas totales 

(radioactividad total empleada) y a los tubos blanco (uni6n no 

específica) , Los tubos se agitaron en el v6rtex 10 segundos y se 

incubaron a temperatura ambiente durante 24 horas. Enseguida se 

agregaron 100 µl de un anticuerpo anti-gamma globulina de conejo 

preparad.o en borrego a una diluci6n de 1:10 en l?BS O.OSM pH 7.4. Se 

agit6 10 segundos en el v6rtex y se incub6 24 horas a temp&ratura 

ambiente. El volumen final del RIA fue de 500 µl. La reacci6n se 

detuvo con l ml de agua desionizeda. Las J1111estras se centrifugaron a 

3000 rpm en una centrífuga, 45 minutos a temperatura ambiente. El 

sobrenedante de cada tubo se dacant6 y el exceso de liquido se limpio 

con UD hisopo. La radiactividad del precipitado se cont6 en UD 

contador de centelleo gamma modelo Crystal l?lus de l?ackard durante 

60 segundos. Los valores de las muestras se expresaron en cpm. La 

mPSB y mLB se evaluaron siguiendo paralelamente el mismo método .Los 

resultados obtenid.od con la LB no se muestran en este estudio. 
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7. Derminaci6n del peso molecular de la !!!l'SH 

a). Marcado de la hormona por el método de lactoperoxidasa 

La yodación de la mi'SH se realiz6 en tubos de vidrio de l2x75 DDll 

a 11 ºc. A 20 tubos se les agregó 100 µl de albúmina al 0.5% 

preparada en PBS O.Ol M pH 7.11. Como la hoxmona que se marcó esta en 

300 µl de acetato de amcnio 0.005 M pH 5.1 se omitió agregarle a 

ésta 25 µl de amcrtiguador fosfatos 0.5 M. Inmediatamente se 

agregaron 10 µl de yoduro de sodio {1 mCil a la muestra y se 

cuantificó la radioactividad 15 segundos en un contador de centelleo 

gama de Hewlett-Packard. Se agregaron 20 µl de lactoperoxidasa {1 

tl'.I.), 10 µl de glucosa oxidasa {l µg/ml diluida en PBS O.Ol M pH 

7 .4)) y 10 µl de (3-D-{-) glucosa al {0.5 %) • Se mezclaron en el 

vortex muy bien durante 2 minutos. Se adicionaron 100 µl de azida de 

sodio y se transf iri6 el contenido del tubo a la columna de Sephadex 

G-100 previamente equilibrada. El tubo Eppendorf se lavó con 100 µl 

de buffer fosfatos 0.5 M pH 7.4. Se colectaron 30 fracciones de 10 

gotas por tubo. Se cont6 la radioactividad de cada una de las 

fracciones, 30 segundos. La actividad específica de la hormona fue 

calculada a partir de la ecuación descrita anteriormente. 
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b) . Autorradioqrafía 

Se marcaron 2.6 µg de mFSB con por el método de 

lactoperoxidasa descrito anteriormente. Se tomaron 30µ1 de la 

hormona yodada (130,213 cpm) y se realiz6 una electroforesis en geles 

de acrilamida cuya concentraci6n final fue de al 10% de acrilamida y 

bisacrilamida al 5% en condiciones reductoras. El gel se corri6 a 25 

miliamperes, una hora a temperatura ambiente, después se fij6 en 

ácido ácetico al 10% en agua, 15 minutos, se envolvi6 con Ega­

Pack(Envolpack) y se colocó en un desecador para geles de Bio-Rad 

modelo 543, 1 hora. Posteriormente el gel se expuso a una placa 

radiográfica Kodak X-0-MAT por 24 horas a -70 ºc. 

3.1. Actividad Biol6gica de la mFSB 

La actividad biol6gica de la hormona fue evaluada en un microensayo 

en un cultivo de células de la granulosa de pollo. Se emplearon medio 

millón de células de la fracci6n F6 las cuales fueron aisladas a 

través de un gradiente de Percoll de Pharmacia e identificadas de 

acuerdo al método reportado previamente (50). Las células se 

cultivaron en medio Dulbeco"s de GIBCO BRL sin suero, 60 horas en 

una atm6sfera de 95% de oxígeno y 5% de co,. La potencia biol6gica de 
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la FSI! fue comparada paralellll!lente con la FSH humana empleada, para 

lo cual se agregaron 100 y 200 µg de la mFSH y 0.5 U.I de FSH humana 

obtenida de Sereno Laboratories. Para medir el efecto de la FSH 

sobre la proliferación de las células de la fracción F6 se le 

administrc5 O.l mCi de timidina tritiada de Amersham catal6go TRlt· 

296. La capacidad de la FSH para inducir la síntesis de estradiol 

fue determinada a través de un radioiamunoensayo en el cual se 

cuantificc5 el 17-P estradiol en el medio de cultivo directlll!lente sin 

extracción empleando un kit de New England Nuclear. 

VI. RESULTADOS 

1. Extracci6n 

En esta investigaci6n se partió de 1543 hipófisis de ratón las 

cuales tuvieron un peso húmedo de 3 .24145 g. Bl peso húmedo 

individual de le glindula 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 mFSH 

Para determinar el rendimiento de la mFSH se cuantific6 la 

cantidad de proteína en una alícuota de 53 ul de la fracción CM· 

lal:>. La muestra se preparó como se indica en la sección de materiales 

y métodos. La cantidad de proteína que se obtuvo se interpoló en la 

curva estlndar y di6 un valor de 5.56 µg, A partir de éste se calculó 

el contenido total de proteína presente en 600 µl di6 un valor de 63 

µg. Para sacar el rendimiento de la hormona se empleó 3 ,2445 g de 

tejido inicial y se hizo una relación de la cantidad de proteína 

presente en 600 µl, lo cual dió un valor de 19.417 µg de proteína/g 

de tejido. 

1.2. Cromatografía de Intercambio catiónico 

Durante 

"S" y "R" 

la precipitaci6n con acetato de amonio las fracciones 

se resuspendieron en el menor volumen posible. Las 

fracciones se dializaron contra agua, después de la liof ilizaci6n se 

obtuvieron los siguientes valores: 5.85 mg para GLP1 y 3.05 mg para 

GLP·2 de peso respectivamente. Las fracciones se sumaron y se 

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

amortiguador acetato de amonio 0.005 M pH 5.1. Se tomó una alícuota 
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de 53 µl y se empleó para cuantificar proteínas, Los 600 µl 

restantes se aplicaron a una columna de CM-Celulosa. Después de la 

eluci6n con amortiguadores de diferente fuerza ionica se 

obtuvieron fracciones de un mililitro denominadas Clll-lab, CM-le, CM-

2al:! y CM-3al:!. Bl perfil cromatográUco de cada una de ellas se 

muestra en la figura 4. Con el amortiguador acetato de amonio 0.005.M 

pll 5 .l de baja fuerza ionica se eluyó la fracción CM-lal:! que 

contiene a la FSR y otra fracción dencminada CM-le que posiblemente 

sea una variante de la FSB. Con el amortiguador acetato de amonio O.l 

M pll 6.8 de mediana fuerza iónica se eluyó la fracción CM-2al:!, La 

última fracción de la preparación se eluyó con el amortiguador de 

alta fuerza iónica que es acetato de amonio l M y glicina 0.1 ¡,¡ pll 

9.5. La fracción de interés en esta investigación para purificar la 

mFSll fue la CM-lab, las · demás se almacenaron a -20 ºc ,para 

realizar estudios posteriores, dado que el mayor contenido son otras 

boimonas bipofisiarias con contaminaciones pequeñas de FSB. 
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cromatogr&fico de cada una de las fracciones 

y el valor de la densidad 6ptica obtenido en cada 

uno de ellas durante la purificación de la mPSH. 

Las dimensiones de la columna y las características 

de la cromatografía se observan en la parte superior. 
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1. 3. Moyilidad Electroforética de la l!IFSR 

En la electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones no 

reductoras se observó que la mFSH tuvo un Rf de 0.61, la (figura 

5) , muestra el patrón electroforético de la hormona. Asimismo, en 

cada una de las fracciones obtenidas se determinó lo siguiente. in 

el extracto crudon(homogenado de las hipófisis antes de iniciar el 

proceso de extracción y purificación de la mFSR) , se observó un 

aspecto difuso de la preparación y una banda bien definida que 

corresponde al Rf reportado para la albúmina (figura 6A) • En el 

extracto glicoproteíco (GLPl y GLP2) se obtuvieron 3 banda.si una 

banda delgada cuyo Rf es de 0.32 y corresponde a la FSR de ratón 

antes de 111 purificación por cromatografía de CM•Celulosa y la 

tercera es una banda muy gruesa cuyo Rf es igual a la albúmina 

(Figura 6B). En la fracción Cil·lab se observaron 3 bandas tenues 

con Rfs de 0.30, 0.36 y O .52 (Figura 6C) respectivamente. Las dos 

primeras bandas son similares a los Rfa reportados para la FSH en 

otras especies (23,45). La semejanza en los valores de las dos 

primeras bandas, plantea la posibilidad de que existan dos isotermas 

de la FSH. En la fracción CM·2ab se dete:rminaron 2 bandas, la 

primera tiene un Rf de 0.36 y la segunda de 0.52 corresponde a 

albúmina (Figura 6D). En esta fracción se encuentra teoricamente a la 
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hormona luteinizante. En la fracción CM-3ab se observó una banda 

cuyo Rf es similar a O. 32 que corresponde a la fracción CM-lab 

(Figura 6E) , 

Además de comparar la movilidad electroforética de la fracción 

CM-lab con otras fracciones obtenidas se realiz6 una electroforesis 

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

Figura S. Movilidad electroforética de 

la hormona en condiciones en SDS-PAGE 

en condiciones reductoras. La flecha 

indica la banda correspondiente a la mFSH. 
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Figura 6. Patrón electroforético de 

las fracciones obtenidas durante la 

electroforesis en PAGE·SDS. al. Extracto 

crudo, bl • extracto glicoproteíco, 

c) .Fracción CM-lab, d). CM-2ab, e). CM-3ab. 

La primera con un 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 preparación de referencia que 

contiene a la FSH de ratón elaborada por el Dr A.F. Parlow la cual 

fue donada por el NIDDK, La preparación de referencia de ratón no 

mostró bandas definidas sino un aspecto difuso a lo largo del gel, 

lo cual indica que está poco pura comparada con la lllFSH. 

Figura 7, a). Las flechas 

señall!ll las bandas tenues 

de la mFSH. b). Muestra el 

aspecto difuso de la 

preparacion de referencia 

proporcionada por el NIDDK. 

a 

)¡;ff: 
~+ 

.b 



2.1. Actividad imnunológica 

a) . SLOT-ELISA. 

Con la técnica del SLOT-ELISA la hoxmona demostró 
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su 

illlllunogenicidad. Los resultados muestran que el exper:l:mento control 

(sin mFSH) no tuvo ninguna reacción con los anticuerpos secundarios 

empleados para detectar la actividad inmunológica a través de una 

reacción colorida (Figura 8a) . En cambio en el exper:l:mental se 

observó que la hormona cruza illlllUllológicamente con el anticuerpo 

anti-rPSH (Figura 8b) • 

b).RIA 

La hormona se evaluó también con un Radioinmunoensayo.La figura 9 

muestra la curva estándar empleada para interpolar el valor obtenido 

de la mFSH en el RIA. Nuestros resultados muestran que de la cantidad 

de proteína que contiene la fracción CM-lsb (133.59 ng) s6lo el 20.96 

% corresponde realmente a PSH. La cantidad de la hormona al 50% de 

uni6n específica mostr6 un valor de 28 ng. La actividad específica de 

la hormona fué de determinada 209 µg de FSH/µg de proteina.Ls 

potencia biológica de la hormona fue de 9 . 43 veces comparada con el 

estándar NIDDK-rFSH RP-1. As:l:mismo, con el RIA se comprob6 que hay 
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una actividad illlDUilol6gica paralela de la fracción CM-lab comparada 

con la rFSB, lo cual sugiere que la mFSB está considerablemente pura. 

a 

b 

Figura B.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 identificó con un 

anticuerpo específico para FSH de rata 

NIDDK anti-rFSH-Sl, a una dilución de 1:500. 

Las bandas oscuras muestran la reacción 

colorida de la mPSH al reaccionar con el 

anticuerpo. 
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Figura 9. Curva estándar para el RIA heter6logo. 

En el eje de las "Abscisas• se observa la doois a 

la cual la hormona tuvo una uni6n específica 

y en el de las •ordenadas" el porcentaje de uni6n 

de la misma, 
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Figura 10. Paralelismo de las curvas obtenidas para 

la rFSH y la mFSH. Los circules en 

blanco denotan la rFSH y los negros la f racci6n 

CM-lab que contiene la mFSH purificada. 

48 



DETERMINACIOH DE LA ACTIVIDAD INMUNOLOGICA DE 
LOS PRODUCTOS OBTEHl>OS DE LA PURIFICACION DE 
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9.43 

Figura 11. Se muestra el porcentnjo de PSR de 

en la fracci6n CH·lal:J, as! como la actividad 

de la hormona, comparada con el eatlndar 

NIDD!-rPSH-RP-1. 
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2.3. Peao Molecular 

Durante la determinaci6n del peso molecular de la mFSH (fracci6n 

CM-lab) ae obtuvieron variaa bandas las cuales se muestran en la 

figura ll. La primera banda que ae obaerva, la de mayor peso 

molecular corresponde probablemente a agregados de la mFSH. El peso 

molecular detexminado para esta banda fue de 81 941.88 Kd. La segunda 

banda posiblemente representa a una ieofo:rma de la P'SH cuyo valor 

fue de 52,134 Kd. Se observ6 otra banda la cual representaría también 

otra isoforn>a de la P'SH cuyo peso molecular fue de 47,623.24 Kdy una 

tercera banda que tuvo un peso molecular de 36,lll.55 Kd. Asimismo, 

se detectaron dos bandas lllAs de 20,176.17 Kd y l<l,052.87 Kd 

respectivamente. La &111114 de ambas nos da aproximadamente el peso 

molec'lllar de la ml'SH (34, 229. 24 Kd), el cual coincide con loa 

valorea reportados en la l"SH de otras especies (Papkoff, 19691 

Cheng, 1967 y Grimeck, 1987). La figura ll muestra la curva estándar 

empleada par interpolar los valorea obtenidos en el c6lculo del PM. 
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Figura. 12 Gr~fica da la curva para determinar 

el peso molecular de la mFSH y de las 
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Figura 13. Se ilustran las bandas 

obtenidas en SDS-PAGE en condiciones 

reductoras. al. Banda de PM de 

81, 941. 9 ltd. b, c y d). Posibles 

isoformas de FSH de PM de 52,134.4, 

46, 623 .24 y 36, 311.55 ltd. e y f). 

Corresponden a las probables subunidades 

de la FSH cuyo PM 

y 14, 052. 9 ltd. 

fue de 20,176.4 
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VII. DISCUSION 

El conocimiento de la estructura de las hoX1110nas hi~ofisiarias es 

importante para entender los mecanismos mediante los cuales se llevan 

a cabo funciones fund.s!llentales en el organismo. De las hormonas 

hipofisiadas las gonadotropinas tienen una función importante en la 

reproducción y en la perpetuación de las especies.Los estudios 

biológicos y la caracterización bioquímica y fisicoqu!mica de la PSB 

se han becho en diferentes grupos de vertebrados. Sin embargo, en 

los roedores sólo se ha purificado la FSB de rata (47, 63) y 

hamater (78), sin embargo, se carece de información al respecto en 

otros grupos de roedores. El objetivo del presente trabajo como se 

mencionó anteriormente fue aislar y purificar la mPSB. En el presente 

estudio 1111 demu1111tra qua el método empleado en el aislamiento y 

purificación de la ml'SH ea simple, relativamente corto y eficiente. 

Bn este proceso se empleo un fraccionamiento de la ho.:mona a pB 

'-cido y una adsorción diferencial de la misma en carboximetil 

celulosa (10, 27,29, 44, 69). La extracción inicial con acetato 

de amonio en alcohol en una propol!'ci6n de 614, a pB 5.1, 

involucra una precipitación isoeléctrica en el que la 

FSB pexmanece soluble dado que el pI de ésta es de 
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3.36 a 5.5 y la FSB bovina, ovina y equina parecen tener pI que cae 

dentro de este rango (60) • De esta manera la hormona es separada de 

otras glicoproteinas cuyos pI son diferentes (63). Lo cual permite 

obtener una preparaci6n libre de otras glicoproteínas como P.RL,TSB y 

GB. 

En el presente trabajo se obtuvo un rendimiento de la hormona de 

19.417 µg/g de tejido. Este rendimiento es bajo si se campara con el 

demostrado por otos autores (11, 23, 76)) .Este resultado no puede 

ser adjudicado a las condiciones en las que se aisló la hormona, 

debido a que las hipófisis se obtuvieron frescas, al momento de 

sacrificar los ratones, lo cual tomó un minuto o dos por ejemplar y 

se congelaron a -70 ºe inmediatamente. La obtenci6n de las glándulas 

en un'tiempo tan corto evita el deterioro del material biológico por 

autólisis y la degradaci6n de las moléculas por procesos 

proteolíticos. 

Por otro lado, todas las etapas de extracción y purificación 

fueron realizadas a 4 ºe; a esta temperatura la mayor parte de las 

proteínas son estables. Asimismo, el uso de PMSF durante la 

homogenización afecta el sitio 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 degradaci6n parcial de la hormona en la extracci6n. 

Con respecto a la potencia biol6gica de la mPSH en esta 

investigaci6n por (6S) en la hFSH, quienes obtuvieron un valor de 

1 a 1.5 veces la potencia del estándar NIH-FSH-Sl, empleado en 

este estudio (figura, 11). Así como a los determinados en la FSH 

bovina con un valor de 0.12 a 0.13 vecese comparado con el obtenido 

en otras especies de mamíferos (7, 22, 29,45, 55, 67). 

La mFSH purificada parece estar razonablemente pura en relaci6n 

a la preparaci6n de referencia donada por el Dr. Farlow del NIDDK 

(figura, 7). Puesto que ésta no mostró ninguna banda, sino un aspecto 

difuso comparada con la mFSH, en donde se observ6 una banda cuyo Rf 

co=esponde a la FSH reportada en otras especies (23,44). Esto se 

debe a que el estándar de referencia, probablemente sea una 

preparaci6n cruda del homogenado de la glándula pituitaria del 

rat6n. Dado que se observa el mismo barrido en el extracto crudo 

obtenido durante la homogenización de las hip6f isis 

(Figura 8). 

en este estudio 

En esta investigaci6n se determin6 la actividad inmunológica 

de la mFSH con un RIA heter6logo 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, adem6.s de que la 

hormona parece dail.arse durante el proceso de oxidaci6n (42). 

Se ha planteado que la yodaci6n de glicoprote!nas por el método 

de lactoperoxidasa es mb eficiente que el de cloramina T, debido a 

que con el primero se obtienen actividades especificas de bajo valor 

y se mantiene la estructura y 111 actividad biol6gica de la hormona 

(42). En nuestro estudio la mFSH marcada por el método de 

cloramina 'l' no afect6 la actividad i:omunol6gica de la hormona dado 

que la actividad específica obtenida fue adecuada. Estos resultados 

están de acuerdo a los descritos por otros autores (4,62). La 

actividad inmunol6gica de la mFSH fue evaluada paralelamante en un 

RIA para PSH humana y observamos que la hormona tuvo un 

porcentaje de uni6n de 28%, el cual es muy parecido al obtenido con 

el estándar del NIDDK de rata empleado como referencia (figura 11). 

Los resultados del RIA plantean que la mFSH contiene cantidades 

pequeíl.as de LH, ya que se cuantific6 paralelamente la LB que pudiera 

estar present.e en la preparaci6n de CM-lllb. Sin embargo, el valor 

detectado no interfiere con la actividad de la PSH 

porcentaje de entrecruzamiento con la LH es de 0.2 %. 

El PM se exmnin6 en la mFSH en SDS-PAGE 

en donde el 

al 10% con 8-

mercaptoetanol.Este es un agente oxidante que hace que los puentes 
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disulfuro se rompan y el tamaiio de la m6lecula varía, lo cual 

detei:mina un Rf mayor y por consiguienta el PH aparente da la 

ho:i:mona disociada es menor, Durante la determinaci6n del PH en 

esta investigaci6n, se observ6 una banc1a de 81, 941 ltd que 

corresponde a problll:>les agregados de la llll'SR. Ea interesante notar 

qua a pesar, da qua en condiciones reductoras se rompen los puentes 

disulfuro1 es posible qua exista entre los mon6meros otro tipo de 

interacciones diferentes al enlace SaS, lo cual permita la formaci6n 

da estos conglamarados. 

Kn algunas espacies da mamíferos COllllQ humano, rata y perro, se 

ha planteado qua puedan encontrarse una forma d:Cmarica o 

tatram6rica, resistente a agentes OJ>idante o reductores (21), se ha 

visto, que la única forma da evitar la fo1:11&ci6n de 6stos es 

sometiendo a la hormona a condiciones mis dristicas. La forma 

d!marica parece ser disociada con guanidina SM (66) o urea 4H (56). 

Laa formas d:l.m6ricas talllbi6n ae han demostrado en la hip6fisis y en 

el plaama (10), Estas podr.ían aer equivalentes a alguna de las 

variantes detectadas en la hl!'SH (22, 58,) y en la rata (78), 

En a11te utud:Lo tambiin se detectaron tres bandas de PH da 52, 134, 

47,693 y 36,311.55 que poliblemente correspondan a illoformas de la 

JllJ'SB, se ha planteado que existen ·variantes de la PSB en el rat6n 
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(78). Asimismo, los valores detei:minados para las subunidades de la 

mFSH son similares a los resultados obtenidos en otros grupos (23, 

24, 61) en la FSH ovina. El peso molecular de esta especie fue 

analizado en SDS-PAGE en condiciones reductoras (82). Estos autores 

determinaron una masa molecular aparente en las subunidades a 

y~ de la FSH bovina de 19.5 y 15.B Kd. Estos valores están de 

acuerdo a otros obtenidos (60,61). 

En la electroforesis en geles de acrilamida en condiciones nativas 

se ob•ervaron tres bandas:la primera con un Rf de 0.30, la segunda 

de 0.36 y la tercera corresponde a albúmina. El valor de la 

movilidad relativa determinado en las dos primeras bandas de la 

fracción CM· lab en nuestro estudio son similares a los valores 

demostrados en la hFSH (61), en la bovina (27) y en la FSH bovina 

(23). 

Los datos obtenidos en este estudio indican que la mFSH purificada 

a partir de un lote de 1543 hipófisis de ratón es suficiente para 

hacer experimentos que requieran poca cantidad de hormona, como 

ensayos en cultivos celulares, pero no es suficiente para realizar un 

bioensayo en donde se requiere de mayor cantidad de estas hormonas. 

Se ha visto que la cantidad mínima reportada para realizar este tipo 
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de estudios requiere de una masa del orden de SO a 100 µg de la 

hormona purificada (42,47,55,56,58,64,77) .Recientemente Carranza-

Salas en 1994 observ6 que a dosis relativamente pequeñas la 

FSH bovina puede elicitar una respuesta biol6gica a una dosis de 2, 

4 y 8 µg (comunicaci6n personal) . 

Por otra parte, el hecho de que de loe 133.5 µg de la ml'SH sólo 

el 28" de ésta es FSH, plantea la posibilidad de que la hormona 

debiera ser purificada con otro método cromatográfico adicional. Se 

ha visto, que el empleo de más de tres cromatografias durante la 

purificaci6n afecta la actividad específica de la hormona, debido 

también a que en cada uno de los pasos normalmente se pierde algo de 

la misma y las recuperaciones normalmente son muy bajas. Para tratar 

de purificar la mFSH se requiere de una colecta de 5000 hip6fisis 

mínimo para poder purificar y caracterizar mejor a la ml'SH. 

En nuestro estudio observamos que la mFSH a una dosis de 100 µg 

no increment6 de manera significativa la producci6n de estr6genos en 

un cultivo de células de la granulosa del ovario del pollo. Bato se 

debe quizá a que la hormona esta contaminada con pequei1as cantidades 

de LH. Es posible que la respuesta este relacionada también con 

la dosis o cantidad de la mFSB empleada para estimular la formación 
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de estr6genos. De los 133. 5 µg de prote!D.a total presente en la 

fracción CM-lab que contiene a la mPSH sólo el 21% de ésta es l'SH 

(figura ll). Sin embargo, observamos que a una dosis mayor de 200 µg 

la hormona incrementó significativamente la síntesis de 17-P 

estradiol (datos no mostrados) . 

La dosis de ml'SH requerida para inducir la producción de 

asteroides en este estudio fue mucho mayor que la empleada por otos 

grupos (34) en un cultivo de células de la granulosa de rata. La l'SH 

de rata estimula la producción de 17-P estradiol a una dosis de 10 

ng/ml (34). 

Se ha visto que el sistema de cultivo de las células de la 

granulosa no es especie-específico y se ha demostrado que este tipo 

celular reaponde a la hl'SH, bovina, ovina, equina, porcina y rata 

(15,16,34). En nuestro estudio evaluamos la actividad biológica de la 

ml'SH empleando un cultivo de células de la fracción 1'6 de pollo (SO) . 

Aunque arriba se mencionó que las células de la granulosa no son 

especie -específicas en los vertebrados superiores¡ no se puede 

descartar la posibilidad de que existan diferencias en la respuesta 

fisiológica en las células de los vertebrados inferiores, a las 
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gonadotropinas de los mamíferos, la cual pudiera ser mediada por una 

mayor o menor producción de hormonas asteroides. 

El sistema de cultivo empleado para evaluar la actividad 

biológica de la mFSH es equivalente a cualquier bioensayo, como el 

de SteelmaJ¡-Pholey en el que se deteJ:lllina el efecto de la hormona a 

través del incremento del peso del ovario (58), Se sabe que la 

PSB actúa en las células de la gr1111ulosa para inducir la actividad de 

arC1111ataaa (15,16, 65), mientras que los estr6genos est:lmul1111 la 

proliferación de las células de la granulosa y el crecimiento 

folicular (1, 43,73). 

El m6todo de cultivo celular empleado en el presente estudio es 

mis sensitivo que los clésicos bioensayos para FSB1 debido a que éste 

mide directamente la producción de estr6genos en las células de la 

granulosa ., lugar da una respu<1sta secundaria a FSB. Se ha 

planteado, que la acción de la lllPSB en el aumento del peso del ovario 

puede ser un efecto secundario a la inducción de la actividad de la 

aro:matasa (41) • 

Finalmente la recapitulación de los datos de este estudio 

demostraron que la movilidad electroforética de la mli'SB, asi como el 

PM tan parecido a la FSH caracterizada en otras especies, sugiere que 
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esta homona tiene propiedades en común desde el punto de vista 

filogentlitico con la FSH de otras especies 
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VIII. CONCLUSIONES 

l. El método empleado en esta purificación es rápido, sencillo y 

eficiente. 

2. La fracci611 CM-lab que corresponde a la mFSH presenta un peso 

molecular aparente de 34,133 el cual es semejante al obtenido en 

otras especies. 

3. La mFSH purificada demostr6 ser inmunol6gicamente activa por 

DOT-BLOT y RIA. 

4. En electroforesis nativa de PAGE la mFSH 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. 

S. El mFSH es activa biologicamente en un microensayo en cultivo 

celular. 
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X.APENDICE 

PMSF 
Agua desionizada 

SOLUCIONES EMPLEADAS EN LA 
PURIPICACION DE LA mPSH 

0.02 % 
50 ml 
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Se pesaron O.Ol g de PMSF y se disolvieron en 25 ml de agua 
desionizada. El pH se ajust6 a 7 .2 con una soluci6n de NaOH lN, se 
aforó a 50 ml con agua desionizada y se almacenó a temperatura 
ambiente. 

SOLUCION DE EXTRACCION 
Acetato de amonio 
Etanol absoluto 

10 % 
400 ml 

Se pesaron 100 g de acetato de amonio, se disolvieron en 800 ml de 
agua desionizada, se ajust6 el pH a 5.1 con ácido acético concentrado 
y se afor6 a 1000 ml con agua desionizada. Se tomaron 600 ml de esta 
soluci6n y se mezclaron con 400 ml de etanol absoluto ( 6: 4) • Se 
agregaron O. 02 g de P~ISF y se a.llna.cen6 a 0 4 e. 

SOLUCION DE DIALISIS 
Bicarbonato de amonio 
Agua desionizada 

10 mM 
1000 ml 

Se pesaron 0.79 g de bicarbonato de amonio, se disolvieron en 800 ml 
de agua desionizaday se ajust6 el pH a 8.5 con NaOH lN. Se afor6 a 
100 ml y se almacen6 a 4 ºc. 



AMORTIGUADORES EMl?LRADOS EN LA CROMATOORAFIA 
DE CARBOXIMETIL CELULOSA 

AMORTIGUADOR DE BAJA P'OERZA IONICA 
Acetato de amonio 
Ague desionizada 

0.005 M 
1000 ml 

73 

Se pesaron 0.385 g de acetato de amonio y se aforaron a 100 ml, el pH 
se ajust6 a 5.1 con HCL ll'I. 

AMORTIGUADOR DE MEDIANA FOERZA IONICA 
Acetato de amonio 
Agua desionizada 

O.l M 
100 ml 

Se pesaron 0.77 g de acetato de amonio y se aforaron a 100 ml, el pH 
se ajust6 a 6.8 con ácido acético concentrado. 

AMORTIGUADOR DE ALTA P'OERZA IONICA 
Acetato de amonio 
Glicina 
Agua desionizada 

lM 
0,1 M 
100 ml 

Se pesaron 7. 7 g de acetato de amonio y O. 75 g de glicina, se 
aforaron a 100 ml con agua desionizada y se ajust6 el pH a 9.5 con 
NaOH lN. 

PRBPARACION DE LA COLUMNA DE 
CARBOXDIETIL CELULOSA 

Al Activaci6n de la resina 

Se pesaron 10 g de carboximetil celulosa G-100 de Sigma y se 
suspendieron en 150 ml de NaOH O. SN (l: 15 P /Vl • La resina se lav6 con 
agua destilada basta obtener un pH neutro, se agit6, se dej6 
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sedimentar y se quit6 el sobrenadante con vacio. Enseguida se lav6 
con agua pB 4.0 y se equilibr6 con amortiguador de acetato de amonio 
0.005 M pB 5,1, Una vez equilibrada la resina se dej6 sedimentar y el 
sobrenadante se quit6 con vacio. 

Bl • LLenado de la columna 

Se emple6 una columna de 3 ml la cual se mont6 en un soporte 
universal. Con una pipeta Pasteur se depodit6 la resina G·lOO y se 
dej6 sedimentar sin permitir que se secara, agregando amortiguador de 
acetato de amonio 0.005 M pB 5.1. 

CUANTIPICACION DE PROTEINAS 

Reactivo de Bradford para proteínas 

Azul brillante de Coomasie G·250 de Sigma 
Etanol 
Acido.fosf6rico 
Agua destilada 

0.01\ P/V 
4.75\ P/V 
8.5 % P/V 

500 ml 

se pesaron 50 mg de azul brillante de Coomasie G-250 y se disolvieron 
en 25 ml de etanol al 95\. enseguida se agregaron 50 ml de ácido 
fosf6rico al 85\ P7V, se afor6 a 500 ml con agua destilada y se 
filt6. El reactivo se almacen6 en una botella ámbar a 4 ºc por un 
máximo de 4 semanas. 

ELECTROFORESIS EN CONDICIONES NATIVAS 

Al soluci6n Al 
Tris 
BCl 
Agua desionizada 

18.15 P/V 
l N 

100 ml 
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Se pesaron 18.15 g de tris, se disolvi6 en 24 ml de ácido clorhídrico 
lN, se agregaron 0.115 ml de TEMED y se ajust6 el pH a 9.4 con NaOH 
lN. La mezcla se afor6 a 100 ml con agua desionizada y se almacen6 a 
04 c. 

B) Soluci6n A2 
Acrilamida 
Metilen-bis-acrilamida 
Agua desionizada 

2.5 .. 
0.656 g 

50 ml 

Se pesaron 2.5 g de acrilamida y 0.656 g de metilen bisacrilamida, se 
aforaron a 50 m1 con agua desionizada. Se filtró y almacenó a 4 ºc. 

C) • Solución B 

BCl 
Tris 
TEMED 
Agua desionizada 

D) .Solución C 

persulfato de amoni 
Agua desionizada 

l N 
5.98% P/V 
0.46% V/V 

100 ml 

0.14% P/V 
18 ml 

Se pesaron 25.2 mg de persulfato de amonio y se disolvieron en 18 ml 
de agua desionizada. Esta solución se debe emplear inmediatamente 
después de prepararla. 

B) ,Solución D 
Acrilamida 
Metilen-bis-acrilamida 
Agua deionizada 

10% P/V 
2.5% P/V 

100 ml 
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Se pesaron 10 g de acrilamida y 2 .5 g de metilen-bis-acrilaJUida, se 
disolvieron en agua desionizada y se afor6 a 100 ml. la soluci6n se 
fil tr6 y allllacen6 a 04C. 

Soluci6n D 
Acrilamida 
Metilen-bis- acrilamida 
Agua desionizada 

10 % P/V 
2.5% P/V 
100 ml 

Se pesaron 10 g de acrilamida y 2. 5 g de metilen-bis-acrilamida, se 
disolvieron en agua desionizada y se sfor6 a 100 ml • la solución se 
filtró y almacenó a 4 ºc. 

F). Soluci6n E 
Rivoflavina 
Agua desionizada 

0.004% P/V 
3 ml 

se pesaron 0.12 g de riboflabina y se disolvieron en 2996 ul de agua 
desionizada, se cubri6 con papel aluminio y se almacenó a 4 ºc. 

AMORTIGUADOR DE CORRIDA 

A) Cámara inferior 
Tris 
Glicina 
Agua desionizada 

0.02476 M 
0.1918 M 

1000 ml 

Se pesaron 3 g de tris y se disolvieron en 250 ml de agua 
desionizada. Por separado se pesaron y disolvieron 14.4 g de glicina 
en 250 ml de agua desionizada. se me:r:claron ambas soluciones y se 
ajustó el pi! a 8. 3. Se afor6 a 100 ml con agua des ionizada y se 
almacen6 en un frasco &bar a 4 ºc. 

B) Cimara superior 
Tris 
Glicina 
Azul de brOD1ofenol 

0.02476 M 
0.1918 M 

5 ml 
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Se pesaron 3 g de tris y 14.4 de glicina, se disolvieron por separado 
en 250 ml de agua clesionizada. Se mezclaron y se ajustó el pB a B.3. 
Se aforó a 1000 ml con agua desionizada.Al momento de correr la 
electroforesis se le añadieron 5 ml de azul de bromofenol al 0.005 %. 

C) • ~rtiguador para aplicar la muestra 
Solución 13 
Glicerol al 10% 
Azul de bromof enol al 1% 

2 ml 
6 ml 
20 ul 

Se tomaron 2 ml ele la solución B y 6 ml ele glicerol al 10%, se 
mezclaron bien, se separaron 2 ml ele esta mezcla y se le ailaclieron 
20 ul de azul ele bromofenol al 1%. esta mezcla se preparó en el 
manento ele usarse. 

GEL SEPARADOR 
Solución Al 
Solución A2 
Solución C 

25 .. 
25 .. 
50 .. 

Se tomaron 2. 5 ml de la solución Al y 2. 5 ml de la solución A2, se 
mezclaron bien y se desgasificaron durante 5 minutos empleando una 
bomba de vacio. ED11eguida se agregaron 5 ml de la solución e, e 
inmediatamente se aplicó a la cámara de electroforesis con una pipeta 
Pasteur y se dejó polimerizar una hora a temperatura ambiente. 

GEL CONCENTRADOR 
Solución B 
Solución D 
Solución E 

25 .. 
50 .. 

5% 

Se mezcló 1 ml ele la solución B, 2 ml de la D y 1 ml de la E. la 
mezcla se desgasif ic6i por vacio 10 minutos y se protegió de la Íuz 
con papel aluminio. Imnecliatamente se aplicó al gel separador y se le 
añadió un poco de agua para que polimerizara uniformemente. se 



78 

insert6 el peine y se daj6 polimerizar una hora a temperatura 
ambiente. 

TINCION DE GELES 
Azul brillante de Coomasie R-250 
Acido acético 
Isopropanol 

0.02 .. 
10 .. 
25 .. 

Se pesaron o. 02 g de azul brillante de Coomasie, se disolvieron en 
10 ml de ácido acético y 25 ml de isopropanol y se almacen6 a 
temperatura ambiente.Esta mezcla puede utilizarse varias veces. 

DECOLORACION DE GELES 
Acido acético 10 .. 
Isopropanol 10 % 
Se tomaron 50 ml de ácido acl!tico y se mezclaron con 50 ml de 
isopropanol.Esta mezcla se prepar6 en el momento de usarse. 

TINCION DE GELES CON PLATA 

AGENTE OXIDAJITE 
Dicromato de potasio 
Agua desionizada 

10 .. 
90 .. 

Se tomarom 10 ml de la solución de dicro:mato de potasio y se 
disolvieron en 90 ml de agua desionizada. Esta mezcla se emple6 
inmediatamente. 

AGENTE DE PLATA 
Nitrato de plata 
Agua desionizada 

10 .. 
90 ml 

Se tomaron 10 ml de la soluci6n de nitrato de plata y se disolvieron 
en 90 ml de agua desionizada. Esta soluci6n puede ser utilizada 
varias veces. 



REVELADOR 
Paraformaldehído 
Agua desionizada 

3.2 % 
100 ml 
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Se pesaron 3.2 g de paraformaldehído de Baker y se disolvieron en 100 
ml de agua deionizada. 

REACTIVOS EMPLEADOS EN LA 'l'ECNICA 
DE SLOT-BLISA 

SOLUCION RKVELADORA 
4-cloronaftol 
Metanol 
PBS 0.5 M 
h202 al 30 % 

30 mg 
10 ml 
50 ml 
50 ul 

Bl 4-cloronaftol se pes6 y se disolvi6 en 10 ml de metanol. Por 
separado sa tomaron 50 ul de H202 al 30 \ y se diluyeron con 50 ml de 
PBS 0.5M. esta mezcla se lliiadi6 a la soluci6n anterior al momento de 
usarse. 

AMORTJ;GUADOR DB FOSFATOS O. 5 M 
Soluci6n A 
Fosfato de sodio monobAsico 
Agua desionizada 

3.45 g 
50 ml 

Se pesaron 12.78 g de fosfato de sodio monobAsico y se disolvieron en 
50 ml de agua desionizada. 

PBS 0.5 M 
Se tom6 l ml de PB 0.5 M y se diluy6 diez veces con agua desionizada 
y se ai1adi6 NaCl 0.14 M. 



PBS-TWBEN 
PBS O.OS M 
Tween 

10 ml 
0.3 .. 
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Se prepar6 una soluci6n con el amortiguador arriba descrito y se 
agregaron 30 ul de tween. 

REACTIVOS EMPLEADOS PARA 
AUTORRADIOGRAPfA 

GELES DE ACRILAMIDA EN SDS al 10 % 

A) • GEL SEPARADOR 
Acrilamida al 30% y bisacrilamida al o.a% 
Tris 1.5 M pB a.e 
Agua destilada 
SDS al 10% 
Persulfato de amonio 100 mg/ml 
TBHED 

B) GEt CONCENTRADOR 
Acrilamida 30 % y bisacrilamida O.a 
Tris o.s M, pH 6.8 
Agua destilada 
SDS al 10% 
Persulfato de amonio 100 mg/ml 
TEMED 

C) AMORTIGUADOR DE CORRIDA 
Glicina l. a M 
Tris 0.24 M 
SDS 0.1% 

D) COCTEL PARA MOESTRAS DE GELES DE ACRILAMIDA 

10.0 ml 
7.5 ml 

12.2 ml 
0.6 ml 
0.2 ml 

20 ul 

5 ml 
7.5 ml 

17,l ml 
.3 ml 
.l ml 
5 ul 

288 g 
60 g 
20 g 



Tris 0.5 M pH 6.8 
SDS el 10 % 
Glicerol 
Ague destilada 
Azul de bromof enol 

10 ml 
10 ml 
10 ml 
20 ml 

100 mg 
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Se agregaron 10 ul de E merceptoetanol por ceda ml de coctel y se 
hirvieron con le muestre S minutos. 

AMORTIGUADOR 'l'RIS-HCL 1.5 M 
Tds 
Agua destilada 

181.71 g 
1000 ml 

Se pesaron 181.71 g de tris, se eforer6 e l litro con agua destilada 
y se ajustó el pH a 8.8 con ácido corhidrico concentrado. 

Amortiguador Tris·HCL O. 5 M 
Tris 
Agua destilada 

78.8 g 
1000 ml 

se pesaron 78.8 g de tris, se disolvieron en 800 ml de egua 
destilada, se ajustó el pB e 6. B y se efor6 e l litro con agua 
destilada. 

SDS al 10 % 
Dodecil sulfato de sodio 
Agua 

10 g 
1000 ml 

Se pesaron 10 g de dodecilsulfato de sodio y se agregaron 100 ml d 
egua destilada. 



ACRILllMIDA AL 3 0% Y BISACRILAMIDA AL O • 8% 

Acrilamida 
Bisacrilamida 

30 g 
o.a g 
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Se pesaron 30 g de acrilamida, o.a 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 ºc. 

ACETATO DE SODIO 4M 
Acetato de sodio 
Agua destilada 

o .544 g 
10 ml 

Se pesaron o. 544 g de aceato de sodio y se disolvieron en 10 ml de 
agua destilada el pH se ajust6 con ácido acético glacial concentrado. 

SOLUCIONES B:llPLEADAS Bll EL MARCADO 
DE GONADOTROPINAS 

SOLUCION DE LACTOPEROXIDADSA 
Se tomaron 20 ul de una solución de lactoperoxidasa de Sigma (500 
U,I/400 ul) y se diluyeron con 480 ul de acetato de sodio 0,4 111 pH 
5.6 para obtener l U.I. 

GLUCOSA OXIDABA 
Glucosa oxidase 
PBS 0.01 M pH 7.4 

l mg 
10 ml 

Se pes6 l mg de glucosa oxidasa de Sigma grado analítico y se 
disolvió en 10 ml de PBS 0.01 111 pH 7.4. Se tomaron 250 ul de esta 
solución y se aforaron a 25 ml con PBS 0.01111. 

S ·D· (+) GLUCOSA 
S·D·(+) glucosa 
Agua destilada 

o.os g 
10 ml 
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Se pesaron 0.1 g de azida de sodio y se disolvieron en 10 ml de 
buffer fosfatos O.lM pH 7.4.Preparar esta solución en el momento de 
emplearla. 

AZIDA DE SODIO 
Azida de sodio 
Buffer fosfatos O.l M pH 7.4 

0.01 g 
10 ml 

Se pesaron O . l g de azida de sodio y se disolvieron en 10 ml de 
buffer fosfatos O.l M ph 7.4. Preparar esta soluci6n en el momento de 
emplearla. 

CROMATOGRAFÍA EN COLUMNA DE SEPBADBX G-100 

Se pes6 1 g de resina Sepbadex G-100 de Pbarmacia Fine Chemical, se 
resuspendió en 10 ml de buffer fosfatos O.OlM pH 7.4 y se dejó 
equilibrar 24 horas a temperatura ambiente. Al día siguiente se 
prepar6 la columna empleando una pipeta de vidrio desechable a la 
cuel se le cortó la parte superior. Se lo agreg6 una perla de 
ebullición para evitar que la colwnna se vacie y la resina se agreg6 
con una pipeta Pasteur y se lav6 con PBS O. OlM pl! 7. 4 hasta que la 
resin~ se vea bomogenea. La columna se lav6 con 1 ml o 2 de alb\Ílllina 
al o.s % en 111110rtiguedor de fosfatos O.lM pH 7.4. 

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

SOLUCION DB CLORAMINA T 
Cloramina T 
PBS O·Ol.H pH 7.4 

5 mg 
3 ml 

Se pesaron 5 mg de cloramina T y se disolvieron en 3 ml de PBS 0.01 M 
pl! 7 .4. 



SOLUCION DE ALBtJHINA 
Albúmina sérica bovina 
PBS 0.01 M, pB 7.4 

o.s g 
Uml 
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Se pesaron 0.5 g de albúmina sérica bovina de Sigma y se disolvieron 
en 100 ml de PBS 0.01 M pB 7.4. Preparar esta soluci6n al momento de 
emplearle. 

METABISULPITO DE SODIO 
Metabisulfito de sodio 
PBS 0.01 M pB 7.4 

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

PBS O.OS M 
Fosfato monobésico de sodio 
Fosfato dibéaico de sodio 
Cloruro de sodio 

0.9 g 
1.85 g 
8.17 g 

Se pesaron 0.9 g de fosfato monobásico de sodio, 1.85 g de fosfato 
dibásico de sodio y 8.17 g de cloruro de sodio. Se disolvieron en 800 
ml de ague deatilada desionizada estéril, se ajust6 el pB a 7.4 y se 
afor6 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



