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ABREVIATURAS USADAS EMN ESTE TRABAJO

PSH,- Hormona estimulante de los foliculos
IH,~ Hormona luteinizante

TSH.- Hormona estimulante de la tiroides
HCG.~ Hormona gonadotropina coridnica humana
HMG .~ Hormona gonadotropine menopdusica humana
PM5G.~ Hormona del suero de yegua prefiade
PGP2a1fa.- Progtaglandina F2 alfa

CKC,~ Carboximetil celulosa
DEAE~C.~ Dietilaminoetil celulosa
Ac(NH4).- Acetato de amonio
ET-CH.~ Etanol

min 6 ' .~ Minutos

h .- Horas

g.~ Gramos

mg.~ Miligramos
ml,- Mililitros
M,~ Nolar

mM.~ Milimolar
nm,~ Nanémetros
PM.~ Peso molecular
V.~ Volumen

%c.- Grados centigrados

rpm,- Revoluciones por minute
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PC.~ Polvo ceténico

Ex-C-G1P,- Extracto crudo de glucoproteinas
Sn.~ Sobrenadante

P.~ Precipitado

R.~- Residuo

DO,~ Densidad éptica

(11



INTRODUCCION

1a hormona estimulante de los folfculos (PSH), tambidn
conocida como folitropina, luteoantina, tilakentrinas, gona-
dotropina A, gonamdotropina I o proldn A, (3,23,25,30,33) es
una de las hormonas gonadotrdpicas producidas en la gldndu-
la hipéfisis (erroneamente llamada gldndula pituitaria)®, -
eapec{ficamente por las células basgdfilas de la adenohipéfi
sis. (8,30)

*uEl término hipéfisis (derivado del griego y que signi
fica de pequefio tamafio) fué empleado primero por Sol-
mering, y es mds apropiado que el término pituitaria.
Galeno y los anatomistas mediavales creyeron que la ~
hipéfiais funcionaba como un Srgano secretor, que ab-
sorbfa liquido y desechos del cerebro para expulsare-
los por la cavidad nasofaringea. Esta creencia did -
ple'para la utilizacidn del término pituitaria (del -
latin que significa légamo, humor viscoso), que no es
adecuado a la luz de nuestros conocimientos actuales
respecto a dicha gléndula". (9,36)

El contenido de FSH en las hipéfisis de diferentes es-
pecles es el'siguientes (24,30)

bovinos muy bajo
ovinos y porcinos intermedio
cone jos y ratas alto

caballos muy alto
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COMPOSICION QUIWICA DE LA FSH

La PSH, al igual que otras dos hormonas hipofisiarias
{hormona luteinizante~IH~, y hormona estimulante de la ti--~"
roides~TSH~-) es de naturaleza glucoproteica, consisteantve dg
un nicleo proteinico con cadenas de carbohidratos termina--
das en dcido sidlico. (7,17,34) Estd formada de dos subuni-
dades distintas denominadas alfa y beta, (7,13,17) manteni-
das juntas por uniones no covalentes. (7) Se ha dermostrado
en varias especies, incluyendo al humano, que lasgs subunida-
des alfa son comunes a las tres hormonas glucoproteicas hi-
pofisiarias, extendiéndose esta caracteristica a la gonado-
tropina de origen placentario en el humano. (7,13,17)

Por otro lado, existe gran variedad en la subunidad be
ta, la cual confiere tanto especificidad hormonal como de -
especie, (13,17) aunque se han encontrado fracciones poli--
pept{dicas comunes en las diferentes subunidades beta, las
que se supone estdn involucradas en el enlace con la subuni
dad alfa comin. Varios estudios quimicos y espectroscépicos
han reforzado este punto de vista y conducido 2 la hipéte--
ois de que en determinadas especies las dreas de unidén en--
tre las subunidades de todas estas hormonas son idénticas,
De esta manera se pueden obtener moléculas hibridas por re-
combinacidén de la subunidad beta con cualquiera de lag sub-
unidades alfa. (7,13)

Cada una de las subunidades por separado tiene una ac—
tividad biolégica insignificante o nula, pero cuando se re-

combinan se restaura su actividad, algunas veces al migmo -
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nivel o mayor todav{a que el de la hormona nativa, caracter{y
tica dada por la particular subunidad beta usada para la ree-
combinacién, (13,17,34)

El contenido de carbohidratos de la FS5H es de aproximada
mente 25%. Las cadenas de carbohidratos se componen de manosas,
galactosa, fucosa, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina
y écido sidlico (dcido N-amcetilneuraminico), siendo este lti
mo de gran importancia para la actividad biolbgica médxima de
una hormona glucoproteica, ya que alarga su vida media circu-
latoria. El contenido de decido sidlico de la FPSH ea de 5%,
13,17, 34) teniendo una vida media circulatoria de aproximada-
mente 2 horas, (17)

l1a unidad pulisacdrida se une a la cadena polipept{dica
mediante un puente entre la N-acetilglucosamina y la asparagi
na.**(17)

1a FSH estd congtituida por los siguientes aminodcidos:
(3,7

Acido aspértico++ Leucina
Treonina Tirosina
Serina Fenilalanina
Acido glutdmico Histidina
Prolina Lisgina
Glicina Arginina
Alanina Triptéfano
Valina

Cisteina

Metionina

Isoleucina
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Y- la asparagina y el dcido aspirtice son distintos dnicae-

mente en una molécula NH2 gque tiene la asparagina y que
no presenta el deido aspdrtico; (18) es posidble que esa
molécula se pierda o no durante la purificacidén de la -—
hormona, y &sa sea la oausa de que algunos autores repor

ten asparagina y otroa dcido aspdrtico,

Tiene un punto isoeléctrico de 4.5 (11,23) - 4.6 en ove~

jas, 4.8 en cerdos -, (30) ea soluble en agua, en solucidn sa

lina fisiolégica ¥y en solucién alcohélica al 50%. También es

es soluble en un pH de 4.4 bufferado con acetato y contenien-

do 20.5% de sulfato de sodio. (23)

Su peso molecular varfa de 29 000 a TO 000 (17,23,24,30)
FSH ovina  PM 30 000, (13) 33 800 (17) 6 67 000 (24,30)
PSH porcina PM 29 000 (24,30)

FSH bvovina PM 37 300 (17)

PSH equina P 33 200 (17)

Estas diferencics entre los valores del PM pueden ser dg

bidas a cambios sstructurales durante la extraccién y purifi-

cacién de las hormonas; ademds de que las hipéfisis usadas pa

ra la extraccidn se recolectan en rastros, (2,17) en donde se

pueden encontrar gldndulas de animales sexualmente madurosg, =

inmaduros, intactos, gonadectomizados, gestantes y vacfos, ¥y

gse ha demostrade que el exiraco de FSH hipofigiaria de monas

ovarectomizadas es distinto al de monas intactas., (17)
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PROPIEDADES PISIOIOCICAS DE IA PSH

En primer lugar, hay que tomar en cuenta que 1la FSH y 1a
14 no son entidades fisioldgicas completamente separadas y --
que sus acciones individuales presentan un interés mds bien -
quimico y acadénico, observéndose que lag gonadotropinas al -
igual que las hormonas sexuales actdan de manera sinérgica.
(10)

El papel de la FSH en la hembra es el de estimular el de
sarrollo folicular en el ovario al inicio de éste, y adends -
ge requiere para la formacién del antro folicular {13,15) ya
que la receptividad del ovario al comenzar el crecimiento y -
desarrollo folicular parece que depende esencialmente de la -
cantidad de FSH circulante. (4)

Una accién mds importante de la FSH actuando asinérgica--
mente con el estrégeno, es causar la formacidn de los recepto
res de PSH y de IH en las células granulosas foliculares, (17)
aderds de gque el estradiol (Ez) aumenta la accién estimulato-
ria sobre la eateroidogénesis. (4,35) Para la maduracidén com-
pleta del foliculo y la produccidén de estrégenocs ovdricos son
necesarias tanto FSH comc IH. (4,11,15,17,33)

En el macho 1la PFSH {iene importancia para el desarrollo
de las génadas antes de la pubartad, ya que parece ser necesa
ria para iniciar la secuencia easpermatogzénica. {(17,29) la PSH
sola no parece influir en la secrecidn de esteroides por los
testiculos, (29) pero en adicidén con la IH causa un marcado -
increrento en la concentracidn de testosterona en la linfa --
testicular., (37)
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Ios efectos de esta hormona estdn por tanto casi confina
dos a una accién directa sobre el epitelio germinal, en donde
propicia sfntesis protefnica y mantiene a dicho epitelio, y =~
sobre las células de sostén (Sertoli) de los tubos semin{fe--
ros, en las que estimula la secrecién de proteina ligadora de
andrégeno, manteniendo por tanto altos niveles de testostero-
na en la luz del tubo seminifero. (11,13,17,29)

A manera de resumen, se puede decir que la progresién --
ritmica y sinerdnica de la espermatogénesis es el resultado -
de la accidn combinada de la FSH y de los andrégencs secreta-
dos por las células instersticiales testiculares (Leydig) ba-
jo 1a estimulacidén de la IH.

Aunque se ha considerado que en machos la secrecién de -
gonadotropinas no se realiza en forma cfclica, algunos estu--
dios en animales sugieren la existencia de un ritmo circadia-
no que quizd esté bajo la influencia de la gldndula pineal; -
lo anterior estd apoyado en variaciones diurnas en la concen-

tracién de testosterona en el plasma, (22)

Control de la secrecidn de FSH

la regulacién de la secrecidén de FSH y IH por la adenohi
p6fisis estd basada en una interaccidn entre un agente neuro-
hormonal del hipotdlamo y un sistema de retroalimentacidén en
el que participan los esteroides sexuales (estrdgenos y andrd
genos). (13,15,24,28)

Se han demostrado factores de liberacidén capaces de libe

rar PSH y IH de la hipdfisis in vitro y también in vivo en -
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animales y humanos, edemds de que también estimulan la sinte-
gis de FSH y Id in vitro. Se presume que una sola hormona hi-
potaldmica participa en la regulacién de la secrecidn de PSH
y IH. (22)

Los niveles elevados de esteroides sexuales retroalimen-
tan al hipotdlamo para que éste a su vez disminuya la produc-
cién del factor liberador de FSH, que por tanto dejard de es-
timular a la hipéfisis y ésta suspenderd la produccidn de la
PSH, (13,15,24)

Ademds, ciertas condiciones del medio como los cambios -
de estacién y por tanto la duracién de los dfas, llegan &l hi
potdlamo mediadas por algdn exteroceptor como el ojo e influ-
ven sobre la produccién del factor liberador de la PFSH. {24,
26,33)
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USOS DB LA PSH

Ia FSH o algunas otras hormonas con funciones de FSH co-
mo la gonadotropina del suero de yegua prefada (PNSG), la go-
nadotropina menopdusica humana (HWG), también conocida como -
pergonal, (2,23) o simplemente el extracto hipofisiario antve-
rior son utilizadas para tratar algunos desérdenes de tipo sg
xual tanto en hembras como en machos,

En hembras se utiliza para el tratamiento del anestro de
bido a infantilismo genital, & ovarios atrésicos o por bajas
concentraciones de gonadotropinas; también se usa para corre-
gir calores silenciosos, estro normal pero sin posterior fe—-
cundacién por falta de ovulacidén, y en algunos casos para pro
duccién de estro en el periodo de reposo sexual o bien, para
adelantar la aparicién de los primeros calores. En machos es
ugada para casos de retardo sexual, ausencia de 1ibido, azoog
permia u oligospermia o atrofie testicular. (16,23,24,25,30)

En humanos se recomienda en los casos de amenorrea o de
ciclos anovulatorios con esterilidad cuando es de origen hi§2
fisiario -hipogonadismo hipogonadotrdpico con escasez o falta
de gonadotropinas urinarias-. (19)

Hiperovulacién

Actualmente, el ugo sobre todo de la PSH y de la MiSG ge
centra en 1a induceidn de la hiperovulacién en el ganado para
la transferencia de embriones. (1,2,5,6,14,20,21,26,32)

1a niperovulacién es el incremento de la respuesta ovula
toria natural producido por la administracidn de hormonas exd

¢enas, y tiene como objetivo aurentar el ndmero de 6vulos via
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bles en cada ciclo estral, ya que existe en el ovario umd can
tidad mucho mayor de dvulos de los que podrfan ser liberados
a lo largo de toda la vida de una hembra, aumentando de esta
manera el potencial reproductivo de la misma,

Esta gran cantidad de évulos se convertirfan en embrio--
nes al ser fertilizados, pero por otra parte, esta hembra hi-
perovulada no podrfa llevar a término la gestacidén de todos -
estos embriones, por lo que es necesario extraerlos para ser
transferidos a otras hembras que se deben encontrar en el mig
mo momento del ciclo estral y que actuarian como incubadoras
para llevar a término la gestacidn. (2,5,21,32)

La posibilidad de estimular la maduracidén de los ovoci--
tos para obtener un mayor mimero de 6vulos de un animal fué -
demostrada en 1927 por Engle, que experimenté en ratones: y -
Casida y col, la aplicaron a la vaca en 1940, esta técnica se
llamé hiperovulacién. (5)

la técnica de la transferencia de embriones se inicié en
1890 cuando Heape transfirié con éxito dos dvulos fertiliza--
dos de coneja, y & partir de 1949 el método fué utilizado en
animales domésticos. (2,21)

Para producir la hiperovulacidén se aplican hormonas que
induzcan el crecimiento de una gran cantidad de folfculos en
los ovarios, siendo las mds utilizadas la PMSG y la FSH, aun~
que los primeros trabajos fueron hechos con extractos hipofi-
siarios, También se pueden usar otras hormonas como la HXG o
personal, (1,2,5,6,14,20,21,26,32)

Para controlar el tiempo de ovulacién se puede adminig--

trar LH, gonadotropinas con 1H o similares como HCG, o bien -
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prostaglundinas como la PGF, alfa. (2,5)

En la actualidad, la Fgﬂ tiende a sustituir a cualquiera
de las otras hormonas, ya que se han obtenido mejores reapues
tas con ésta que con la PMSG o que con el pergonal, (1,2) a -
pesar de que con la FPMSG se requiere por lo general de una go
la aplicacién, mientras que para la FSH se necesitan varias,
(1,2,5,6,14,20,21)

Ejemplo: en el trabajo de Arriola, A.S5.P. y Jacob, Z.M.R,
se usé para la PMSG una gola aplicacién de 3 000 U.I, por ani
mal por via intramuscular el dfa 13 del ciclo estral (dfa O =
estro), después de la aplicacién de PMSG, se les administré -
una dosis de 30 mg de PGF2

Para la PSH, la dosis fué de 40 mg por via intramuscular,

alfa por via intramuscular.

dividida en 8 dosis, aplicadas 2 diarias con intervalos de 12
horas, y disminuyendo progresivamente en 4 dfas, empezando el

tratamiento el d4fa 9 del ciclo estral.

Dia 9 del ciclo 8 mg 12 h 8 mg
» 10 " " 6 " " 6 "
" 11 ¢ " 4 v " 4 "
" 12 " " 2 " " 2 "

Después de 72 horas de la primera aplicacién de FSH, se
inyectd una dosis de 30 mg de PGF2 alfa por via intramuscular.

A la fecha, en México sélo un laboratorio produce PSH, -
ya que los demds manejan gonadotropina coriénica o -la mayo--
rla- extracto hipofisiario anterior, que contiene todas las -
hormonas producidas en la adenohipéfisis, por lo gque su apli-
cacién es un tanto general, (27) De ahf la importancia de 1la

purificacién de la FSH para un uso mds especifico como la hi-



(11

perovulacién para la transferencia de ombriones.

PURIFICACION DE LA PSH

la purificacién de las horumonas gonadotrépicas a partir
de tejido hipofisiario, se basa en el empleo de la precipita-
cién etandlica y de la cromatografia sobre carboximentil celu
losa y dietilaminocetil celulosa, y también sobre el empleo de
sefadex. (3,7,10)

la estimacidn de la actividad bioldpgica de la PFSH puede
ser efectuada tanto por ensayos inmunoldgicos como bioldgicos.
(3:7:10)

Algunos de los ensayos bioldgicos se presentan en el cua
dro de la pdgina siguiente. (30,31)

En este trabajo se empleard para ls purificacidn la pre-
cipitacidn etanélica y la cromatografia sobre corboximetil ce
lulosa y dietilaminoetil celulosa; y para la estimacidn de 1la
actividad bioldgica, el método propussto por Steelman y Poh--
ley, que se basa en el crecimiento de los ovarios bajo estiny
lacidén de HCG y FSH. (3,7,31)

Pars poder hacer una evaluacidn correcta de la respuesta
ovdrica a las gonadotropinas exdgenas, se deben tomar en cuen
ta los siguientes factores: cantidad de gonadotropinas enddge
nas, estimulacién previa de los ovarios, ndmero de folfculos
presentes, calidad intrinseca de la respuesta folicular, fac-
tores innibitorios de gonadotropinas y, por dltimo, el tipo -

Ze preparacidn de gonadotropinas y el modo de administracidn.
«4)
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DIPLRENTES BIOENSAYOS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD BIVIOGICA

e S v oty e R e T P P 9O

- o - - -

- e o

Reacecidn

Autor (es)

-———

Ratas machos inma
duras hipofisecto
mizadas, tratadas
con HCG

Ratas machos hipo
figgggomizadoa_

aumento de peso

testicular

Paesi, ¥ijnans,

de Jongh

- -

aumento de peso
testicular

Greep y col,

Sapos machos

degcarga de es-

_ permatozoides Hlobaon

Ratae hembras in- crecimiento

maduras hipofisec folicular Evans y col.
tomizadas

Ratas hembras aumento de pego de

inmaduras los ovarios_ Fevo}f y col.
Ratag hembras hi-

pofisectomizadas aumento de peso de o

tratadas con yne y col.
estrégenos los ovarios

Ratones hembras

inmaduros trata aumento de peso de Brown

e —— v — —

los ovarios

Ratags hembras
inmaduras tra
das con HCG

. aumento de peso de
los ovarios

Simpson, Evans

Ratas hembras
inmadurasg tra
tadas con HCG

aumento de peso de
los ovarios

Steelman, Pohley

- - — -
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OBJETIVO

£l presente trabajo tiene como
fin el extraer y purificar la hormo
na folficule estimulante (P S H) a

partir de hip6fisis de equino,
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MATERIAL Y MNETODGOS

A) EQUIFO

Licuadora con vaso metdlico

Bomba de vacfo

Agitador magnético

Cdmara fria a 4°C

Cdmara a - 15°C

Centr{fuga refrigerada DAMON/IEC DIVISION mod, PR-600
con capacidad para 4 litros

Potenciémetro ORION RESEARCH mod., 301

Espectrofotdémetro BECKWAN mod. 25 con luz ultravioleta

Balanza analf{tica SARTORIUS mod. 1402 con sensibilidad
de 0.1 mg

Balanza granataria TRIPLE BEAil BALANCE con capacidad -
para 2610 g

B) MATERIAL
Pinzas de diseccidén y tijeras
Papel aluminio
Papel filto Whatman # 1
Bolsa de didlisis
Espdtula
Manguera millipore
Jeringas de 1 ml (insulina)
Mairaces Erlen Meyer graduados de diferentes capacidades
Vasos de precipitado graduados de diferentes capacidades
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Probetas graduadas de distintas capacidades

Pipetas graduadas de 10, 5 y 1 nl 1/10, de 2.0 ml 2 en
1/100 y de 0.1 ml 1/10 en 1/100

Embudo Bfichner de 20 cm de didmetro, de poro fino

liatraz kitasato de 1000 ml

Matraces bola de 1000 ml

Hielo geco

¢) REACTIVOS

- Acetona (CH3)200
LAB. MONTERREY

- Eter (02H5)2 0
LAB. J.T. BAKER

= Alcchol et{lico abscluto CZH
ILAB. MERCK

~ Acido Clorhfdrice HC1
IAB, J.T. BAKER

- Hidrdxido de sodio NaOH
LAB, I'ERCK

- Acetato de amonio CHBCOONH4
LAB. MERCK .

- Glicina (glicocola) HQNCHZCOOH
IAB, SIGMA

- Carboximetil celulosa (CHMC)
LAB., FERCK

- Dietilaminoetil celulosa (DEAE-C)
LAB, J.T. BAKER

50H
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- Albimina sériea bovina (fraccidn V)
LAB. J.T. BAKER
~ Solucidén salina fisioldgica

D) i:ATERIAL BIOLOGICO
-~ 450 hipéfisis de equino obtenidas en el rastro, no
importando el sexo, sdad ni estado fisioldgico ~
del animal donante
- PSH-P (origen porcino) .
equivalente a 5 mg por ml
BURNS-BIOTEC LABORATORIES, INC.
- HCG
equivalente a 250 U,I, por ml
LAB, SANPER
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E) METCDQ

Se dividié en las siguientes etapas :
I) Obtencién del polvo cetdnico (diagrama No. 1)
11) Ubtencidén del extracto crudo de glucoprotefnas (dia--
grama No, 2)
II1)} Separacién de TSH~-LH-FSH (diagrama No, 3)
IV) Purificacién de PSH (diagrama No. 4)
V) Bioensayo de FSH

I.- OBTENCION DEL POLVO CETONICO

- Se colocaron las 450 hipdfisis en 750 ml de acetona -
fria

~ @ge dejaron fijar por 72 h

- se quité el tejido conjuntivo adherido a la gldndula

-~ ge separé el 1ldébulo anterior del posterior

- se dejaron secar los l6bulos anteriores por 24 h a 4°C

- ge cortaron en trozos pequeilos

- ge depositaron los trozos en el vaso de la licuadora -
agregédndoles 300 ml de acetona fria y aproximadamente
250 g de hielo seco

~ ge licué durante 5 min

- se filtrdé el licuado en el Blichner con papel filtro y
bomba de vacio y se desechd el filtrado

~ el residuo se licud con 300 ml de acetona fria y aprox.
250 g de hielo seco

- ge filtré y se desechd el filtrado

- el residuo se licud nuevamente con 300 ml de éter frio

y arroximadamente 250 g de hielo seco
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ge filtrd y se desechd el filtrado
el residuoc se dejd secar por 48 h a 8°¢
este residuo se denomind polvo cetdnico (PC) y se pesd

OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO DE GLUCOPROTEINAS

-

Por cada 10 g da PC se agregaron 120 ml de acetato de

amonio al 10% pH 5.1 y 80 ml de etanol abaoluto

se agité durante 24 h a 4%

ge centrifugé a 2500 rpm por 1% min a 4°c guardando el
sobrenadante (Sn)

el precipitado se resuspendié con 10 ml de ac, de amo-
nio al 10% pH 5.1 y 4 ml de etanol absocluto por cada -
10 g de PC

se centrifugd a 2500 rpm durante 15 min a 4°c guardan-
do este Sn con el primero

el precipitado se resuspendié con 30 ml de etanol abso
luto por cada 10 g de PC

se centrifuzé a 2500 rpm durante 15 min a 4°C egregén-
dose easte Sn a los dos anteriores y desechando el pre~
cipitado

el total de Sn se midid y se dejd en agitacidén durante
48 h a 4°¢

ase agregb etanol absoluto frio por goteo en una canti-
dad igual al doble del volumen obtenido con los tres -
Sn. Este proceso se conoce con el nombre de precipita-
¢ién etandlica y se llevd a cabo en la cémara fria a -
4%

ge agitd durante 60 min a 4°C y se decantd por aspira-
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cidn

se centrifugd a 3000 rpm por 20 min desechando 8l 8n
el precipitado ss resuspendidé con 100 ml de etanol ab-
goluto

se centrifugd a 3000 rpm durante 20 min desechando el
Sn

se resuspendid el precipitado con 100 ml de acetona -~
fria ‘

ge centrifugé a 3000 rpm durante 20 min desechando el
Sn

el precipitado se dejé secar por 48 h a 4°C y se pesd
eate precipitado se denominé extracto crudo de gluco--
proteinas (Ex-C-G1P) y contiene TSH, IH y FSH

se resuspendié con 75 ml de ac, de amonio 5.0 mM pH =
4.5

III.~ SEPARACION DE TSH-LH-FSH

-~

8l Ex-C-G1lP pe depositd en una bolsa de didlisis

se suspendid la bolsa de didlisie en una probeta

se aford la probeta a 2000 ml con acetato de amonio -
5.0 mM pH 4.5

se aglité durante 24 h a 4%

el Ex-C~ClP dializado se deposité en un matraz bole —-
agregdndole 1 g de CMC previamente activadéxpor cada -
100 mg de Ex-C~G1lP y 400 ml de ac, de amonio 5.0 mM pH
4,5

se acitd durante 2 h a 4°C
se filtrd en el Blichner con papel filtro y bomba de va
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cio

~ se recuperd el filtrado que se denominé CM-1 y que copn
tiene principalmente FSH

-« el reusiduo se resuspendid con 400 ml de ac. de amonio
1.0 M pH 6.5

- se agité durante 2 h a 4°C y se filtré

- 86 recuperdé el filtrado que se denominé CM-2 y que con
tiene principalmente LH

- ¢l residuc se reasuspendidé con 400 ml de mc. de amonio
1.0 M pH 8.5

- 8e agitd durante 2 h a 4°C y se £iltré

~ se recuperd el filtrado que se denominé CM-3 y gque con
tiene principalmente ISH

- ¢l resgiduo (CMC) se guardd en 200 ml ds sgua destilada

- de la fraccidn CM-1 se toméd una muestra de 25 ml para
leer pH y determinar proteinas por DO & 270 nm

-~ 8l regto de la fraccidén CM-1 y les otras dos fraceio--
nes se guardaron a ~15%¢

% .~ ACTIVACION DE LA CMC
- lavar con agua destilada
- filtrar
- lavar con NaOH 1.0 N y dejar reposar por 24 h
- lavar con agua destilada y filtrar
~ lavar ¢on HC1l 1,0 N y dejar reposar por 24 h

-~ lavar con agua destilada y filtrar al momento de
ugarla



IV.~ PURIPICACION DE FSH

- Ala traccldn cm—l se le agregé 1 g de DEAE-C previa— /
mente act1vada por cada 100 mg de Ex-C~GlP y 400 ml Qe
glicina 1.0 ¥ pH 9.5

- Be agité durante 2 h a 4%¢ y se £iltré

- ge recuperd el filtrudo que se denominé CMNelwDEAE-l

- ¢l residuc se resuspendié con 400 ml de ac., de amonio
1.0 ¥ pH 6.5

- se agité por 2 h a 4°C y se filtré

~ se recuperd el filtrado que se denomind CM-1-DEAE-2

- gl residuo se resuspendid con 400 ml de ac, de amonio
5.0 mM pH 4.5

~ g6 agitd durante 2 h a 4% y se filtrd

~ se recuperd el filtrado que se denomindé CN-1-DBAE-3

Este mismo proceso se 1levé a cabo con la fraccidn CN-2,

guerdando el dltimo residuo (DEAE-C) en 200 ml de agua -

destilada.

lag fracciones obtenidas fueron lag siguientes:

Ci«l-DEAE-1, CM-2~DEAE-1 que contienen TSH

CH-1-DEAE-2, CM-2~-DEAE-2 que contienen IH

CM-1~DEAE-3, CM~2~DEAE-} que contienen FSH

De las Yltimas dos fraccionss se tomé una muestra de 25

ml cada una paras leer pH y determinar proteinas por DO -

a 270 nm.

El resto de estas dos Wltimas fracciones se guarda 81 -~

igual que las otras a —15°C
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* * .« ACTIVACION DE LA DEAE-C
- lavar con agua destilada
filtrar
lavar con HC1 1,0 N y dejar reposar por 24 h

lavar con agua destilada y filtrar

- lavar con NaOH 1.0 N y dejar reposar por 24 h

lavar con agua destilada y filtrar al momento

de usarla
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OBTENCION DE PUIVO CETONICO

HIPOFISIS
v
Pijer en acetona fria/72 h
Limﬁiar
Separarfldbuloa ]
Ldbulolanterior Lébulo pogferior
Secar a 4°c/24 h
Cortar
Trozos
’-
Acetona¢y hielo seco
Licuar
Filtrar
$ * o
¥ R

+
Acetona y hielo seco

Licuar
Piltrar
+7° 1
¥ R
+
Eter y hielo seco

Lié?ar
Filtfar

-
R
Vo
Secado a 4°C/48 h

LR

POLVO CETONICO

DIAGRAMA No, 1
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OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO DE GLUCOPROTEINAS

POLVO CETONICO
10 g

+
Ac(NH4) 10% pH 5.1 = 120 ml
ET-OH 100% = 80 ml
{
Agitacién/24 h a 4°C
Centrifugar?a 2500 rpm/15°

sa B
+
10 ml Ac(NH4) 104 pH 5.1
4 ml ET-OH" 100%
Centrifugar a 2500 rpm/15’
Sb P

+
30 ml ET-OH 100%

Centrifugar a 2500 rpm/15’
hafbut il v Ay

Sc P

DIAGRAMA No. 2 A



S3a + Sb + 8¢

(25

+
2V ET-OH 1004 frio

por goteo

4
Agitacidn/60’

Reposo ai4°0/48 h

Decantar pbr agpiracidn

Centrifugar a 3000 rpm/20’
L

¥
]

3
P

+
ET-0H 100%

Centrifugar‘a 3000 rpm/20°
1,

{
3

¥
P

+
Acetona fria

Centrifugar a 3000 rpm/20’

& :
S P

Secado a 400/48 h
EXTRACTO CRUDO DE GLUCOPROTEINAS

PSH - I4 - TSH

DIAGRANMA No. 2 B
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SEPARACION DE FSH - IH - TSH

Ex - C - G1P
Didlisis/24 h vs Ac(NH4) 5.0 mM pH 4.5
Ex~C~G1P dializado

+
+*
CMC activada

Agitar/2 h
|
Filtr
e R
5
¥
CM-1 +

Ac(NH4) 1.0 M pH 6.5

P

¥
Agitar/2 h

\

Piltrar
T T Ty
P R
CN=~2 +
Ac(NH4) 1.0 M pH 9,5
Agitar/2 h
Filﬁrar
\I“ RN S, .. ‘!
b3 R
CM=3

DIAGRAMA No, 3
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PURIFICACIUN DE P S H

CM - 1
-r
Glicina 1,0 M pH 9.5
+
DEAE~C Activada

Agitar/2 h

Filtrar

v "
P R
CM=l1~DEAE~-1 +

AC(NH4) l.O i) pH 6.5

AgitTr/2 h

Filtrar
¥ ' v
by R
CM~1l-~DEAE~-2 +
Ac(NH4) 5.0 mM pH 4.5
Agitar/2 n
Piltrar
¥ : )
P R
CH~1-DEAE-3

El miemo proceso se lleva a cabo para la fraccién CM-2
obteniéndose las siguientes fracciones: CM-2-DEAE-1
CM-2-DEAE-2
Cid-2~DEAE-3

DIAGRAMA No. 4
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V.~ BIOENSAYC DE FSH

lag 35 ratas se dividieron en 7 grupos de 5 animales ca-
da uno de la siguiente manera;

1 grupo control que recibid 125 U.I. de HCG por animal

1 grupo tratado con 0.15 mg de FSH~-P y 125 U,I. de HCG
por animal

1 grupo tratado con 0,3 mg de FSH-P y 125 U.I. de HCG
por animal

1 grupo tratado con 0,15 mg de CM-1 y 125 U.I, de HCG
por animal

1 grupoc tratado con 0.3 mg de CM-1 y 125 U,I, de HCG
por animal

1 grupo tratado con 0,15 mg de CM-1-DEAE-3 y 125 U.I.
de HCG por animal

1 grupo tratado con 0,3 mg de CM-1-DEAE~3 y 125 U.I.
de HCG por animal

las soluciones con la correspondiente dosis por animal -~
ge prepararon usando como diluente solucién salina fisioldgi-
ca, y en base a la concentracién de proteina por ml obtenida
por la lectura de la DO en las soluciones problema, y a los -
ﬁg por ml de hormona contenidos en la preparacién comercial -
de FSH-P, Para la HCG se tomd como base las U.I. contenidas ~
en la preparacién comercial.

A cada animal se le apliz6 0.5 ml de la preparacién co--
rrespondiente por via subcutdnea cada 12 h durante 3 dias, sa
crificdndose 24 h después de la dltima inoculacidn.

Se extirparon ambos ovarivs, se limpiaron del tejido ad=

yacente y sc¢ pesaron en la balanza analftica.
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RESULTADOS

En la table I se pueden observar los resultados de la -
lectura de pH de las fracciones que contienen FSH, en la ta--
bla II se encuentran las lecturas de DO de concentraciones c¢o
nocidas de albimina sérica bovina y de las fracciones que con
tienen FSH. Bstos resultados estdn graficados en la figura No
1, en la que conjuntamente con la tabla III se observa la con
centracién de proteina de las fracciones con PFSH,

Los resultados referentes al peso de los ovarios de las
ratas después de haber recibido diferentes dosis de FSH eatdn
dar (FSH-P) y de PSH problema {Cl-1 y CM-1-DEAE-3), se mues—~
tran en la tabla IV, y por dluimo, los datos concernientes a
la potencia relativa de dos fracciones con FSH, se encuentran
tanto en la tabla V como enlas figuras No. 2 y 3 .
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pH DE LAS FRACCIUNES QUE CONTIENEN

FSH
FRACCION pH
CH-1 ' 5.6
CM-1-DEAE=3 6.6
CM-~2-DEAE-3 6.2

- .t ok e M T

TABIA I
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DENSIDAD OPTICA DE LAS FRACCIONED QUE CUNTIANEN FSH

(lara ser comparada con la DO de concentiraciones co

nocidas de albimina sérica bovina)

FRACCICN Conc, Proteica (mg/ml) DO (a 270 nm)
CM-1 —— 0.286
CM~1-DEAE-~3 ——— 0.074
CM~2-DEAE-3 —— 0.067
No, de tubo
1 1.56 0.805
2 0.78 0.42
-3 0.39 0.214
4 0.195 0.125
5 0.097 0.071
6 0.048 0.045

e e -

TABLA 1II



CONCENTRACION PROTEICA {(mg/ml)

0.8

0.7

0.6

005

0.4

0.3

0.2

0.1

(32

CURVA ESTANDAR
PARA LA DETERMINAw-~
CION DE FROUEINA DE
1A3 FRACCIOLES QUE
CONTIENEN F S H .
(Se utilizé albimi-~
na sérica bovina a
diferentes concen--
traciones y lectu--

ras & 270 nm ~véase

Figura No.

1

CH-1 la tabla II-)
CM~1-DEAE-}
Ex CM-2-DEAE-1}
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

Do
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CONCENTRACION DE PROTEINA DE LAS
FRACCIONES QUE CONTIENEN P S H

(Obtenida por la comparacidn de
la DO de eatas fracciones con--
tra la DO de concentraciones co
nocidas de albimina sérica bovi

na)
PRACCION CONCENTRACION (mg/ml)
CM-1 0.52
CM<1-DEAE~3 0.1
CM~2-DEAE-3 0.09

TABLA IIX



BIOENSAYOQ

Peso de los ovarios (mg) después de haber
recibido 125 U.I. de HCG y diferenties do-
sis (mg) de PSH-P (ST) y de PSH-problema
(C~1 y C=1-D-3)

o > ] Tn ] T —— i Mg s e v e Sn

- — - - -

CONTROL  857-0.15 $7-0.3 €1-0.15 C€C1-0.3 ¢€1D3-0.15 C1D3-0.3

g Vo g s . S e o S g b A S e e S A

1 33.5 51.1 53,0 1.7 33.7 44,4 44.8
2 36.6 55.3 63.2 42.9 41.5 46.1 46,3
3 40,6 57.2 69.6 49.5 41.9 47.4 49.9
4 42.9 62.0 80.3 55.3 60.3 49.4 60.9
5 50.2 63.5 B2.1 61.7 66.2 56,2 69.7
X 203.8 289.1 348.2 241.1 243.6 243.5 271.6

- e v i - -

TABLA IV

be)
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POTENCIA RELATIVA DE DOS FRACCIONES
QUE CONTIENEN F S H

(la potencia fué medida siguiendo la
téonica del bioensayo propuesta por
Steelman y Pohley) (31)

- - o - o -

FRACCION POTENCTIA
CM-1 26,08 ¥ 18.0 ¢
CM~1-DEAE~3 44.45 % 9.6 %

TABLA V



( mg )

PESO DE I0S OVARIOS

70t

60 t

40 +
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LINEAS DE REGRESION DEL ENSAYO DE UNA
PREPARACION DE PSH DE POTENCIA DESCONOCIDA
CONTRA UNA PREPARACION COMERCIAL DE P S H
(PSH-P) UTILIZADA COMO ESTANDAR

ESTANDAR

26,08 * 18,0 %

Il 'y

-

0 0.15 0.3

D0SIS ( mg )
Figura No, 2



PESO DE IOS OVARIUS ( mg )

70

60 +

50

40

(37

LINEAS DE REGRESION DEL ENSAYO UE UNA
PREPARACION DE FSH DE POTENCIA DESCONCCIDA
CONTRA UNA PREPARACION COMERCIAL DE P S H
(FSH-P) UTILIZADA COMO ESTANDAR

ESTANDAR

CM~1-~DEAE-~3

44,45 % 9.68 %

A 'y

0.15 0.3
DposIs ( mg )

Pigura No. 3
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DISCUSION

Como puede observarse en la tabla I, el pH de las frac--
ciones que contienen la FSH estd elevado a comparacidn del pH
con el que se inicidé la cromatografia {(ver material y métodos
y los diagramas 3 y 4), lo que pudo haber influido para que -
la concentracién de la hormona en esas fracciones resultara -
tan baja., (fig. No. 1 y tabla III)

Otra causa de sta concentracidn tan baja pudo haber sido
que el etanol empleado para la precipitacién etanflica no se
haya usado & la concentracién adecuada, ya que se han reporta
do diferentes resultados de recuperacién de FSH empleando dis
tintas concentraciones de etanol, (3,7)

Sin embargo, al correr la prueba de actividad biolégica
de la FSH mediante el método propuesto por Steelman y Pohley
(31), se observé que la fraccién CM-1 en la que la FSH sélo -
estd separada de lag otras hormonas glucoproteicas hipofisia~
rias, tuvo una potencia relativa de 26.08 ¥ 18.0 % (tabla V y
fig. No. 2), que aunque baja, indica la presencia de FSH. Lo
anterior ge refuerza al purificar dicha fraccién con DEAE-C y
observarse un aumento considerable de la potencia relativa en
esta fraccidn purificada (CM-1-DEAE-3), siendo esa potencia -
de 44,45 * 9,68 4 . (tabla V y fig. No. 3)

Los resultados obtenidos con la prueba de potencia de la
fraccién CM-1-DEAE-]} coinciden con los reportados por Steelman
y Pohley. {31)
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El problema mencionado podrfa ser corregido utilizandoe -
otros amortiguadores o usando los mismos pero mds concentra--
dos, para que pudieran mantener el pH dentro de los limites -
deseados, y realizar la precipitacién etandlica con algunas -
de las concentraciones de etanol recomendadas en la literatu-
ra, (3,7)

Por lo que respecta al bioensayo, los resultados obteni-
dos son satisfactorios de acuerdo a los reportados, (31) pero
hay que recordar que esie método no es el ¥nico para determi-
nar la actividad biolégica de la PFSH. (3,7,10)
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CONCLUSIONES

1.~ Se obtuvo y purificé FSH en dos fracciones.

2.~ De las fracciones anteriores, la mds purificada mos-
tré mayor actividad bioldégica de acuerdo al ensayo de Steel--
ran y Pohley, lo que demuestra la extraccién y purificacién -

de la FSH a partir de las hipdéfisis equinas,

3.~ Serf{a de bastante utilidad realizar un ensayo con la
fraccién CM-1-DEAE-3 (PFSH purificada) en bovinos y otras espe
cies para determinar la actividad de esta hormona en animales
con anestro fisiolégico, y sobre todo, en agquellos destinados

a la hiperovulacidn,
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FORXULAS PARA OBLTENER LA POTENCIA RELATIVA
DE DOS FRACCIONES QUE CONTIENEN
FSH
Tomado de Finney, D.J. (12)

2. w = Suma de pesos de ovarios de p animales que no recibieron

FSH

Z:xl= Suma de pesos de ovarios de my animales que recibieron
8, m& de FSH~P

Z:x2= Suma de pesos de ovarios de m, animales que recibieron
52 mg de FSH-P

Y, = Suma de pesos de ovarios de ny animales que recibieron
tl mg de FSH problema

= Suma de pesos de ovarios de n, animales que recibieron

2
t., mg de FSH problema

2
Como existe el mismo ndmero de animales por grupo:

p=m nm.= n.=n

1 M”17 2
N = Nimero total de animales
N=p+ ml+ m2+ n+ n,
Z = Total de todos los pesos de los ovarios
L=3w XX YDV, ,
)

- (m.s, + m,8
ss° = >(s=-38) =m O A 2.2
N

171 22

2
. (n,t, + n,t,.)
st2 = (t ~-%) = nlti + nztg - oLl 2.2

N
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2 2
3810 siy m= Dy M= 1y, 8= tl, Y 8,= t2 entonces S8 = St

Sst =Z(8 - Bt = T) = eemttlfolltllll

Sxs =§Z(x - X)(s = B) = sile + B2Zx2 - e m e

(n 5+ 0t )(Z)

Syt =0 (y = It = §) = 65y + b3y, = =mieiem-iuioma.
N

A = $825t° - (8st)°

Curva de regresién lineal de la preparacidn estdndar:

Sxs St2 + Syt Sst

A

bs =

Curva de regresidén lineal de la preparacidén problemas

Sxs S8t + Syt 382

A

bt =

Relacién de las pendientest

La potencia de la preparacién problema esa:

R X 100 relativa al estdndar
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v = varianza de dosis

-~

Suma de cusdrados &w)? (le)2 (Zx2)2 (Zyl)z §--:!fg)z
de todos los pesos - tommpm e + - :
gg los ovarios L S 1 .2 J

i 1 2
(p~1)+ (ml— 1) + (m2- 1) + (nl~ 1) + ("2' 1)

n

V =

Error estdndar de R:

v Ss° - 2RSst + R°St°

oR =
\/ bsz A

Por lo tanto la potencia es:

RX100 * R

Pérmulas de las curvas de regresién lineals
Ys =8 + bs 8

Yt = a + bt ¢

mlsl + m,8,
TR e e e oy s SR e
N
t. + n.t
R e S
N
A
8 = =wmwee —ba g -~-bt 1



Sat

Sxs

Syt

CALCULOS PARA OBTENER LA POTENCIA DE XA

203.8
289.1
348.2
241.1
243.6

1325.8

= 5 (0.15)2+ 5 (0.3)2

= 0,36

=5 (0.15)% 5 (0.3)°

= 0036

FRACCION CM-1

1= Bp= M= ny= 5

N=25+5+5+54+5=25

p=m

Bl = tl = 0015

52 = tz = 0,3

- [5(0.15) + 5(0.332
25

2
_ [5(0.15) + 5(0.31
25

[5¢0.15) + (5(0.3)][ 5(0.15) + (5(0.3)]

= 00,2025

= 0'15(28901)"‘0- 3( 3480 2) -

= 28,503

= 0.15(241.1)+0.3(243.6) - [5(0.15)#5(0,3)] [1325.8]

= -~ 10.077

25

£§g9;}5)+5(o.3ﬂ [1325.8)

25

25

= (0.36)(0.36) - (0.2025)2

= 0,0885938

(44
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_ 28.503(0.36) +_(-10.077)(0.2025)

bs
0.0885938
= 92,788547
bt = 28:503(0.2025) + (~10.077)(0.36)
0.0885938
= 24,201891
R = 24:201891
92.788547

= 0,2608286

Potencia de la fraccidn CM-l = 00,2608 X 100

= 26,08 % ) \ ) ) -
74916.52 | (203:8), (289.1)% (348.2)" (241.1)° (243.6)
5 5 5 5 5 .

V = e e [

4 + 4 + 4 + 4 + 4

— - -

oo [|207.550 1o.36 - 2(0,26082)(0.2025) + (0.26082)2(0. 36)
(92.7885)ﬂ 0.0885938

A
= 0,1800414

Por lo tanto :

Potencia de la fraccién CM-1 = 26,08 } 18.0 %



Curvas de regrsién lineal (de la figura No, 2)

etl
"

5{0.15) + 5(0.3)

25
0.09

5(0.15) + 5(0.3)

25

~~~~~~ - 92,788547(0.09) ~ 24.201891(0.09)

42,502861

fl

42.5 + 02,78(0.15) = 56,41
42.5 + 92078(0'3 ) = 70033

42.5 + 24,2 (0115) = 46013
42.5 + 24,2 (0l3 ) = 49‘76

(46



Sst

Sxs

Syt

CALCULOS PARA OBTENER LA POTENCIA DE IA

203.8
289.1
348.2
243.5
271.6

1356.2

i

®

5 (0.15)% 5 (0.3)°

0.36

5 (0.15)%+ 5 (0.3)2 -

0.36

FRACCION CM~l-DEAE-3

P m=mpe e n 5

N=54+5+54+54+5=25

81 = tl = 0015

= % 80.3

8y = %y

2
_ [5(0.15) + 5¢0.3)
25

2
[5(0.15) + 5(0.3)
25

- [5(0.15) + 5(0.3)] [5(0.15) + 5(0.3)]___

1]

0.2025

25.767

r e

25

25

25

(47
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(0.36)(0.36) = (0.2025)°

A=
= 0.0885938
s = ~25:767(0.36) + (~4.053)(0,2025)
0.0885938
= 95.439951
bt = 23:767(0,2025) + (-4.053)(0.36)_
0.0885938
= 42.426642
R = -32:426842_
95.439951
= 00444537

Potencia de la fraccidén CM-1-DEAE~3 = 0.4445 X 100
= 44-45 %

2 2 2 2 2
1727368 _[}203.8) +(289-1) +(348.2) +(243.5) +(271.6) j
5 5 5 0 5
4 + 4 + 4 + 4 + 4

VvV =

= 69,531

\

v R af| 69:331__[10.36 = 2(0,44453)(0,2025) + (0.44453)2(0.36)
(95.4399)° 0.0885938

Por lo tanto

Potencia de la fraccién Ch-1-DEAE-3 = 44,45 ¥ §.68 %



Curvas de regresidén lineal (de la figura No, 3)

(25 ]
13

Ys
b {:]

Yt
Yt

_ _5(0.15) + 5(0.3)

25
0.09

5(0.15) + 5(0.3)
25

________ - 95.439951(0.09) ~ 42.426642(0.09)

]

41.84 + 95,43(0.15)
41,84 + 95.43(0.3 )

= 41.84 + 42.42(0,15)
41.84 + 42.42(0.3 )

L}

56.15
70.46

48,2
54.56

(49
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