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RESUMEN

La necesidad de contar con un equipo desarrollado en México
para diagn6stico de embarazo, fué el motivo que impulsé la reali
zaci6n de este proyecto.

Hemos montado un inmunoensayo basado en la inhibicién de la
hemaglutinacién indirecta, partiendo para ello desde la obtencién
de las materias primas.

El procedimiento involucra: purificacién de hormona gonado-
tropina corifnica humana (GCH) a partir de orina de mujeres ges-
tantes a través de Sephadex G-50, produccibén de sueros anti-GCH,
acoplamiento covalente de la misma hormona a eritrocitos de car-
nero, y estandarizacién de la prueba.

Utilizando nuestra prueba bajo las condiciones que hemos --
considerado &ptimas, se probaron un total de 169 muestras de ori
na, 84 positivas y 85 negativas, obteniéndose una confiabilidad

del 95.9% y una sensibilidad de 3 UI de GCH/ml de orina.



INTRODUCCTION

La reproduccifn es‘un proceso normal con estrictas limitaciones
de tiempo dadas por el lapso necesario para que el embribn se desa ~
rrolle lo sufic%ente para sobrevivir despus del parto; entonces el
tiempo disponible para un contacto fisico entre la madre y su descen
diente es limitado. Durante este intervalo, en la madre se manifies-~
tan cambios fisiol6gicos sorprendentes necesarios para que el embara
2o llegue a té&rmino,

La presencia y crecimiento de un feto, afiade una carga fisiolsd-
gica extra a la madre, la cual responde con una serie de cambios fun
cionales encaminados a solucionar esta carga.

Durante las Gltimas fases del embarazo, fluyen aproximadamente
650 ml de sangre materna por la placenta cada minuto, lo cual decre
menta la resistencia total periférica de la circulacién materna con
la consiguiente disminucibn del retorno venoso al corazén; aunado a
esto hay cambios metab6licos que incrementan la frecuencia cardiaca
en cerca de 30 a 40% por arriba de lo normal, esto sucede por la =--
27ava., semana del embarazo, para luego regresar a valores normales,
por razones todavia desconocidas, durante las 8 semanas anteriores
al parto.

Debemos mencionar que la respuesta de la madre frente al emba-
razo depende, en parte, de las hormonas producidas por la placenta
o por las gldndulas enddcrinas. A este respecto diremos que los es-
trégenos y la progesterona durante el embarazo aumentan decenas de

veces comparativamente a la produccién diaria a mitad del ciclo men



sual normal; estas hormonas est&n relacionadas intimaménte con el de
sarrollo del embarazo y causan cambios en lés 6rganos sexuales que -
permiten el progreso del embarazo, parto y lactancia. Ademis &stas -
hormonas producen cambios en otras gléndulas, tales como la hip6fi -
sis anterior, en donde disminuye la produccién de hormona foliculo -
estimulante y luteinizante, mientras que aumenta la produccibén de --
hormonas como corticotropina, tirotropina, y probablemente también -
la hormona del crecimiento. Por otra parte aumenta también la produc
cién de glucocorticoides, cuya funcién en el embarazo no estd toda -
via plenamente dilucidada, pero es posible que ayuden a la moviliza-
ci6én de aminodcidos de la madre para su utilizacién por el feto. Asi
mismo puede aumentar la produccidn de aldosterona, que junto con los
estrbgenos y progesterona crean una tendencia importante a resorber

del t@bulo renal concentraciones aumentadas de sodio con lo cual tam
bién se fetiene agua; parte de este liquido se retiene en el sistema
circulatorio por lo gue el hematocrito puede disminuir en la primera
etapa del embarazo, pero hacia el final del mismo aumenta la activi-
dad de la m&dula &sea por lo que la madre posee al final uno o dos =
litros de sangre extra, lo que constituye para ella un sistema de se
guridad considerable, ya que normalmente durante el parto s6lo pier-
de una cuarta parte de este voluwmen extra de sangre.

Como se mencioné anteriormente, se produce mayor cantidad de --
hormona tirotrépica por la hipéfisis anterior aumentando por lo con-
siguiente la concentracifn de la hormona tiroxina. También hay aumen
to de la hormona paratiroidea, que ocasiona resorcién de calcio de -

los huesos de la madre para ser utilizados por el feto y poder mante



ner una concentracién normal en sangre materna de calcio iénico, es
to es mds evidente sobre todo cuando la dieta materna es deficiente
en calcio.

El aumento de peso registrado durante el embarazo normal es de
12 Kg, de los cuales 5.5 corresponden al feto y al lfquido amniéti-
co. El metabolismo basal de la madre se incrementa en aproximadamen
te un 15% en la sequnda mitad del embarazo, debido al auvmento en la
secrecibn de diferentes hormonas como tiroxina, hormonas adrenocor-
ticales y hormonas sexuales. Debido a todos estos cambios anterior
nente citados la madre necesita alimentos suplementarios gque inclu-
yen en especial protefnas, vitaminas y minerales para suplir las ne
cesidades del feto. Afin cuando algunos 6rganos del feto continﬁan ;
creciendo normalmente con carencias en la alimentacién materna, al-
gunos otros pueden sufrir alteraciones por deficiencia, por otro la
do, en los filtimos meses la madre no puede absorber las suficientes
protefnas, calcio, f&sforo y hierro para suministrarlo al feto y --
por lo tanto utilizard los almacenados durante los primeros meses -
del embarazo y en dado caso que no existan en cantidad suficiente,
los depbsitos normales de la madre tenderidn a verse afectados por -
el aprovechamiento que de estos elementos pueda hacer el feto (25,-
33, 41).

Habitualmente los cambios observados en todo embarazo regresan
espontineamente a la normalidad después del parto.

El diagnéstico rdipido del embarazo puede emitirse con razona -
ble exactitud a través de un cuidadoso historial y ex&men fisico --

realizado dos semanas dgspués de la primera falta de menstruacién,-



por ejemplo & las seis semanas de gestacidén. Dicho diagndstico pocas
veces presenta dificultad después de diez semanas. A pesar de los -~
sintomas iniciales del embarazo (n&useas matutinas, frecuencia urina
ria, f£laccidez de las mamas y amenorrea), pueden resultar equivocos.
Ciertos signos clinicos tienen un valor definido. Con.frecuencia la

dilatacién de las venas superficiales de las mamas es la sefial que a
parece en primer lugar y de ordinario se presenta entre las 6-8 sema
nas de gestacidn. Aproximadamente en el mismo tiempo, la congestién

de los vasos sanguineos superficiales ﬁrovoca un aspecto azulado del
epitelio de la vagina y cuello ute?ino. El fitero y el cuello uterino
se reblandecen y agrandan (lo cnal inicialmente puede ser asimétrico)
en forma progresiva. Se observa también una pulsacifén en los ligamen
tos laterales débido a la dilataci6n y tortuosidad de las arterias u

terinas (16}.

Mediante el diagnéstico temprano del embarazo en casos normales,
se puede establecer un régimen alimenticio adecuado que permita te -
ner los nutrientes necesarios para la madre y el feto. El diagnbsti-
co quizé tenga una importancia mayor en los casos en que se involu -
cran estados patolbgicos, como pueden ser amenaza de aborto, embara-
zo ectdpico, enfermedades trofobl&sticas, mola hidatiforme o corio -
carcinoma.

En las mujeres con antecedentes de aborto, las determinaciones
seriadas durante el primer trimestre son especialmente fitiles cuando
Fse producen pequefias hemorragias vaginales (16). Si los niveles de -
GCH permanecen altos durante un pericdo de hemorragia es probable --

que el embarazo continfie.



Como regla, se excreta menos GCH en los embarazos ectépicos ~-
que en los normales (10, 16, 35). S6lo las dos terceras partes de -
las mujeres con embarazo ectbpico tienen prueba positiva de embara-
20, en &stas su titulo es relativamente bhajo. Los niveles de GCH --
con frecuencia descienden por debajo de 1 UI/ml y muchas veces se -

sitfian por debajo de 0.3 UI/ml.

En las mujeres con mola hidatiforme es valiosa la determina --
cién cuantitativa de GCH (16, 29, 27). A pesar de gque alqunas pa --
cientes con dicha mola presentan n;veles de GCH en orina extremada-
mente elevados (60,000 UI/ml), la mayorfia muestra los valores rela-
tivamente bajos (5 UI/ml). El diagn6stico diferencial en niveles e-
levados de GCH puede resultar facilitado por el hecho que, durante
el embarazo, las pruebas secuenciales tienden a sequir la curva nor
mal de &ste, mientras que en las enfermedades trofoblésticas, las -
pruebas repetidas a lo largo de varias semanas mostrardn fluctuwacio
nes irregulares. En las mujeres con mola hidatiforme o coriocarcing
ma las valoraciones repetidas de GCH pueden indicar el éxito del --

tratamiento o la existencia de una recidiva.

Como hemos visto, es de gran utilidad la prueba para diagnésti
co de embarazo; asimismo, la frecuencia con que se le utiliza es ~-
muy alta. Sabemos que los equipos que se utilizan en los laborato -
rios clfinicos, provienen de laboratorios extranjeros ya que no se -
cuenta con una prueba nacional.

Pensando en la posibilidad de contar con un ensayo producido -
en México con materias primas propias, se desarrolld este proyecto,

de tal manera que se evite su importaci6n y disminuya el costo.



GENERALIDADES

Desde el descubrimiento de la gonadotropina coriénica humana -
(GCH) en orina de mujeres embarazadas, se han disefiado varios méto-
dos para su deteccidn, ya que su presencia se interpreta como una -
prueba positiva de embarazo.

Hasta la fecha, se han utilizado diferentes pruebas para diag-
nosticar el embarazo, todas ellas basadas en la deteccién de (GCH)-
(1, 4, 11, 16). A continuacibén describimos alqunas de ellas, gue en
términos generales podemos clasificar en dos gxupos:

a) .- Biolégicas

b) .~ Inmunolégicas

Entre los bioensayos se encuentran los siguientes:

1.~ Aschheim y Zondek (1928)

Fué el primer bioensayo fiable para demostracién de GCH.
Cinco ratas j6venes de aproximadamente 21 dias de edad reciben in -
yecciones mltiples de orina, espaciadas por un periodo de dos dias.
Cuatro dias después de la primera inyeccién todos los animales se -
sacrifican y se examinan sus ovarios para la deteccién de la forma-
cién del cuerpo amarillo.

2.- Friedman (1932)

Se inyecta orina a un conejo hembra adulté por via intravenosa
y a las 48 horas se examina los ovarios en busca del cuerpo amari -

llo y foliculos hemorridgicos.



3.~ Frank y Perman (1941)

Se administran dos inyecciones de orina o suero a dos ratas in
maduras de 45-60 gramos de peso, las cuales se sacrifican 24 horas
después, mediante CO y se observa hiperemia de ovarios.

4.~ Galli~Mainini (1948)

Se utiliza el sapc macho Bufo arenarum, mientraé que Weltbergr
y Miller comunicaron resultados parecidos con la rana macho Rana --
pipiens. Estos animales liberan espermas de 4-6 horas después de ha
ber recibido una inyeccién de GCH, los cuales pueden ser detectados

microscépicamente.

Estas pruebas brindan buenos resultados, no obgtante presentan

clertas desventajas, como son:

- Se requiere un bioterio especializado para reproduccién de -
las especies a utilizarse.

- Estricto control de manejo de animales.

- La necesidad de contar con personal gue posea amplia expe --
riencia en la apreciacién de los efectos que se presentan en
cada caso.

- Largo tiempo que se requiere para poder emitir resultados.

- Dadas todas estas condiciones, el costo de la prueba resulta

elevado.

A partir de ello surgib la necesidad de crear nuevos métodos -
que permitieran: realizar mltiples ensayos, disminuir los costes,
mayor rapidez en el diagnéstico y mantener la confibilidad de resul
tados.

Es asf como surgen las pruebas inmunol6gicas, que esencialmen~-



te se basan en la presencia de GCH en la orina y suero de mujeres em
barazadas, y en la capacidad de la misma hormona para estimular la =
produccidén de antisueros. Entre los inmunoensayos {16) Se encuentran
los siguientes:

1.~ Wampole y Mochida (1971)

Es una prueba basada en la aglutinacién de particulas de l&tex
recubiertas con anti-GCH. Al incubar una muestra de orina de mujer -
embarazada con partfculas de latex. se observa aglutinacién'

2.~ Pregnosticon Dri-Dot (1972)

Prueba basada en la inhibicidén de la aglutinacién de particulas
de latex recubiertas con GCH. Se incuba orina con anti-GCH y luego -
se afiaden particulas de l&tex; es prueba positiva si la aglutinacién
se inhibe, y es negativa si se observa aglutinacién' (Figura # 1).

3.- Organon (1970)

Prueba basada en la inhibicién de aglutinacién de eritrocitos -
sengibilizados con GCH.({Figura # 1).

4.~ Radioinmunoensayo (1972)

En esta prueba se identifica la subunidad beta de la GCH, no o-
curriendo reaccién cruzada con la hormona luteinizante. Es una prue-
ba muy especifica y sensible, requiere de aproximadamente 36 horas y
tiene precisién de 6~10 mUI/ml (2, 4, 62).

5.~ Fisher Diagnostics Pregna Clone (1980)

Esta prueba se basa en la inhibicién de aglutinacién de particu
las de 1&tex (Figura % 1). Utiliza anticuerpos monoclonales dirigi -
dos contra la subunidad beta de la gonadotropina para detectar nive-
les muy bajos sin interferencia con los niveles fisiol&gicos de LH.

Su sensibilidad es de aproximadamente 0.3 UI/ml.



PRINCIPIO DE LAS PRUEBAS DE INHIBICION DE LA AGLUTINACION
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ENDOCRINOLOGIA DEL EMBARAZQO

Después de la fertilizaci6n, el 6vulo flota libre hasta el dfa
21 6 23 del ciclo, cuando el blastocisto se implanta en el endome -
trio. La secrecifn de GCH se inicia inmediatamente (14, 22, 41).

BEndocrinolégicamente, un embarazo puede dividirse en dos fases:
una fase inicial "ovarica", en que el ovario forma los esteroides -
que mantienen el embarazo, seguida de una fase "placentaria" en que
las hormonas esteroides se originan en la unidad fetoplacentaria.
Iniciailmente, la excrecifn de GCH aumenta r&pidamente, para alcanzar
un miximo hacia las 8-10 semanas de gestaci6n (Figura # 2). Esta ex-
crecifn aumentada se mantiene por un corto tiempo y después disminu-
ye hasta el momento siguiente al parto. Una semana después su concen
tracién baja a niveles de excrecién iguales a los encontrados en mu-
jeres no embarazadas (22, 25, 63).

Su funcién estd parcialmente comprendida. Presumiblemente es -~
responsable de la produccibén de progesterona por el ovario en las -
primeras 5-7 semanas de gestacifn. También se le ha involucrado en -
la modulacisn a nivel local de la respuesta inmune para evitar el re
chazo inmunolégico del feto. Se ha llegado a esta conclusién debido
a gue se ha cbservado, por un lado, correlacidn entre gborto y nive-
les bajos de GCH en las primeras 5-7 semanas de gestacién, y por o -
tro lado, que también ocurre aborto cuando se tiene la presencia de
anticuerpos contra la hormona (63).

Otra hormona trofcbl&stica es la hormona lactdgeno placentaria
(hPL), y es perceptible en suero desde aproximadamente la sexta sema

na de gestacién (Figura # 2}, con un aumento progresivo. El nivel de
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esta hormona es. un {ndice del crecimiento normal Y funcionamiento de

1a unidad fetoplacentaria. su papel en el embarazo no estd claramen-—

te establecido.
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Figura ¥ 2. Hormonas producidas durante

el embarazo normal (63)..




GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA: COMPOSICION QUIMICA

Es una glucoproteina hidrosoluble. Andlisis de los aminofcidos
de preparaciones altamente purificédas sugieren un peso melecualr a
proximado de 60 Kd, aunque en la literatura se encuentran reporta -
dos valores tan variables como 27 y 100 K4 .(5, 16, 26, 32, 55).

Es una proteina con propiedades inmunolégicas y biol6gicas se-
mejantes a las hormonas luteinizantes hipofisiarias. Como en el ca-
so de éstas, consiste de dos subunidades: alfa y beta. Tiene una -
gran homologia estructural con la hormona luteinizante humana, sien
do casi idénticas las cadenas alfa de las dos hormonas.

La cadena alfa es mids corta que la beta, su papel no ha sido -
establecido pero se sabe gue es necesaria para mantener una activi-
dad biol§gica Gptima. Las subunidades aisladas no poseen la activi-
dad biolégica de la GCH nativa en bioensayos convenclonales, pero -
se pueden recombinar con sustancial restauracién de su actividad --
(16, 22, 24, 41, 42, 63).

La secuencia de amino&cidos de ambas subunidades ha sido deter
minada por varios autores, encontradndose algunas diferencias. La u-
nidad alfa estd estrechamente relacionada a las subunidades alfa de
otras hormonas glucoproteicas, como TSH Y LH bovinas y humanas. Es
una glucoproteina con cadena polipeptfdica de 92 residuos y la cade
na de oligosaééridos estd inserta en los residuos 52 y 78 (5, 6, 7,
8, 44, 45, 46, 63).

La secuencia de aminodcidos para la subunidad alfa es (44):

Ala~Pro-Asp~Val-Gln-Asp-Cys-Pro-Glu-Cys-Thr-Leu-Gln~Glu~-Asp~Pro~Phe-

Phe—Ser—Gln-Pro—Gly-Ala:Pro—Ile—Leu—Gln-Cys-Met-Gly—Cys—Cys—Phe—Ser-
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Arg-Ala-Tyr-Pro-Thr-Pro-Leu-Arg-Ser-Lys~Lys-Thr-Met-Leu-Val-Gln~Lys~
Asn-Val-Thr-Ser-Glu-Ser-Thr-Cys-Cys-Val~Ala-Lys~Ser-Tyr~Asn~Arg-val-
Thr-Val-Met-Lys—-Lys-Phe-Lys~vVal-Glu-Asn=His-Thr-Ala-Cys-His-Cys-Ser-

Thr-Cys-Tyr-Tyr-His-Lys-Sex.

La subunidad beta confiere actividad biolégica especifica a la
GCH (2,7, 44, 49, 63). Es un glucopéptido de 139-146 aminodcidos,
teniendo marcada homologia con la subunidad beta de LH, que posee -
115 resfiduos, de los cuales aproximadamente el 80% son idénticos, -
La GCH-beta posee 30 residuos adicionales por la parte carboxilo =~
terminal, no encontrindose en la LH-beta o en otras subunidades be~-
ta de hormonas glucoproteicas reportadas. Este fragmento es rico en
serinas y prolinas, no contiene aminodcidos aromiticos ni cisteina
(62). Contra esta parte de la molécula se han creado antisueros y -
se han utilizado en radioinmunoensayos para evitar reaccidén cruzada
con LH (2, 49, 52, 62,63).

La secuencia de aminocdcidos para la subunidad beta es (7, 44):

Ser~Lys=Glu~Pro~Leu-~Arg-Pro-Arg-Cys-Arg-Pro-Ile~Asn~Ala~Thr-~Leu-Ala~-
val-Glu-Lys-Glu~-Lys~Cys~Pro-Val-Cys~Ile-Thxr~Val-Asn-Thr-Thr-Ile-Cys~
Ala~Gly-Tyr-Cys-Pro-Thr-Met-Thr-Arg-vVal-Leu-Gln-Gly-Val-Leu-Pro-Ala-
Leu-Pro-Gln-Val-val-Cys—-Asn~-Tyr-Arg-Asp~-Val-Arg-Phe-Glu-Ser-Ile~Arg-
Leu-Pro~Gly-~Cys-Pro-Arg—~Gly-Val-Asn-Pro-Val-Val-Ser-Tyr-Ala-Val-Ala-
Leu-Ser-Cys~Gln-~Cys~Ala-Leu-Cys~Arg~Arg~Ser-Thr~Thr-Asp-Cys-Gly-Gly-
Pro-Lys-Asp-His~Pro-Leu-Thr~Cys-Asp-Asp~Pro-Arg-Phe-Gln-Asp~Ser-Ser~
Ser-Ser-Lys-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-Leu-Pro-Ser-Pro-Ser-Arg-Leu-Pro-Gly-

Pro~Ser~Asp-Thr-Pro-Ile-Leu-Pro~-Gln.
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Las cadenas de oligosacéridos se encuentran en los resfiduns 13,

30, 121, 127, 132y 138 (5, 6, 42, 63).

El contenidos de carbohidratos de GCH consiste en (3):

%
Galactosa 5.3
Manosa 5.3
fucosa 0.6
Hexosa total 11.2
N-Acetilglucosamina 8.9
N-Acetilgalactosamina 2.2
Hexosamina total 11.0
Acido siilico 9.0

La eliminacién de los residuos de 4cido sidlico reduce marcada
mente la actividad biolbgica. Se ha sugerido que esta fraccid inhi-
be su rédpida destruccién en el cuerpo, es decir, es responsable de
su larga vida media (42).

En 1938 fué establecido el primer esténdar internacional para
GCH. Una Unidad Internacional (UI) estd relacionada con la activi -
dad especifiéa gonadotrépica de 0.1 mg de muestra estindar seca man
tenida en el National Institute for Medicar Research, Londres. Esta

: a, 4 . s . 0]
es la cantidad de actividad suficiente para causar cornificacién --



- 16 -

del epitelio vaginal en ratas inmaduras.
Se ha reportado que la potencia de la preparacién mis activa -

de GCH es de 12,000 UI/mg.

Figura # 3. Diagrama conceptual de la
subunidad beta de GCH.



GENERAL.

PARTICULAR.

OBJETIVOS

Montar, a partir de insumos nacionales, una prueba
para el diagndstico de embarazo basada en la inhi-
bicién de hemaglutinacién indirecta con una sensi-
bilidad de 1 UI de gonadotropina corifnica humana

(GCH) por mililitro de orina.

1, Purificar hormona gonadotropina coriénica huma-
na a partir de orina de mujeres embarazadas.

2. Producir antisueros anti-GCH.

3. Sensibilizar eritrocitos de carnero con GCH pa-

ra el montaje de la prueba.



HIPOTESIS

Si se conocen los cambios hormonales que ocurren durante
efi embarazo, y en especial el de la hormona gonadotropina co-
ri6énica humana, entonces su presencia en orina de mujeres con

amenorrea permitird suponer la presencia de embarazo.



DISERO EXPERIMENTAL

Los objetivos del presente trabajo plantean tres necesidades

bésicas para su realizacibn:

1. Purificacién de la hormona gonadotropina coriénica humana

(GCH} ,
2. Produccifn de sueros anti~GCH, y

3. Acoplamiento covalente de GCH a eritrocitos de carnero pa

ra el desarrollo de la prueba.

Con respecto a cada punto, en la bibliografia analizada se -
encontraron muchas técnicas descritas, en las gque los autores men
cionan ventdjas sobre las descritas previamente, de tal manera --
que se probaron algunas de ellas para conocer cufl funcionaba me-
jor dentro de las posibilidades técnicas y de equipo con que se -
cuenta en el laboratorio.

Se describen a continuacién:
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PURIFICACION DE GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA

Precipitacién con acetona (11). Una muestra de 250 ml de orina de mu

jer embarazada cursando el primer trimestre, se acidifica a pH 4.5 -
con dcido acético glacial, se enfria a 4°C y se filtra para desechar
el material insoluble. Se agrega un litro de acetona frfa, mantenien
do agitacién constante durante 15 minutos. El precipitado formado se
separa por filtracién con papel Whatman no. 4 y se lava con etanol -
frio. Cuando el etanol se ha evaporado por completo, el precipitado

se resuspende en 25 ml de cloruro de sodio 0.15M - fosfatos de sodio
0.01M, (PBS), pH 7.2. Se centrifuga a 2,500 rpm (Centrifuga Beckman
mod. TJ-6) durante 5 min y se desecha el material insoluble. A este '
producto se le nombra extracto crﬁdo de GCH y se conserva liofiliza-

do (liofilizadora Virtis).

Adsorcidn de GCH sobre &cido benzoico (41, 51). Un litro de orina a-

cidificada a pH 4.5 se incuba con 50 ml de una solucitn de acetona -
saturada con &cido benzoico durante una hora con agitacién suave. Se
suspende la agitaci§n y se deja reposar durante la noche. Se centri-
fuga, se desecha el sobrenadante y el precipitadc se lava con aceto-
na fr;a: la GCH se extrae con agua, se centrifuga y el sobrenadante

se liofiliza.

AdsorciSn sobre Permutita IRC-50 (36, 41). Una muestra de 250 ml de

orina acidificada a pH 4.5 se incuba durante la noche con agitacién
contfnua con Permutita IRC-50, se lava con etanol al 38% conteniendo
10% de acetato de amonio. De la solucién obtenida se precipita la --
hormona afiadiendo etanol hasta alcanzar una concentracifn del 70-75%

y el producto se seca.
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PURIFICACION DE GCH A PARTIR DE EXTRACTO CRUDO
(5, 8, 24, 26)

Purificacifn por filtracitn en Sephadex G-50. Doce ml de una muestra

de extracto de orina (5 mg/ml) se hacen pasar por una columna (Phar-
macia Fine Chemicals) de Sephadex G-50 (Pharmacia Fine Chemicals) de
48 ¥ 2.5 cm, utilizando PBS con una velocidad de flujo de 15 ml/hr.-
Se recogen fracciones de 3 ml (Colector de Fracciones LKB 2111 Multi
rac), cada una de las cuales se lee a una longitud de onda de 280 nm
(Espectrofotémetro Carl-Zeiss). Se construye una grifica de volumen-
de elucién contra D.0. v se recolectan las fracciones proteicas que-

se conservan liofilizadas.

Purificacibn por filtracién en Sephadex 6-100. La cromatografia se -

realiza bajo las mismas condiciones que en el caso de Sephadex G-50.

Purificacién por intercambio ifénico en DEAE Sephadex A-~50. Un volu =

men de 5 ml de extracto de orina (5 mg/ml) se hacen pasar por una co
lumna de DEAE Sephadex A=50 (Pharmacia Fine Chemicals) de 36 x 1.6 -
cm, previamente equilibrada con una solucifn amortiguadora de 0.04 -~
tris-fosfatos, pH 8.7. El desprendimiento de la hormona se realiza -~
con un gradiente discontinuo afiadiendo al amortiguador de equilibrio:
cloruro de sodio 0.1M, 0.2M y finalmente, ademés de cloruro de sodio
C.2M, se cambia el pH a 9. Se mantiene un flujo de 15 ml/hxr y se co-
lectan fracciones de 3 ml, se mide la absorbancia a 280 nm y las - -

fracciones obtenidas se refinen y liofilizan.

Cromatografia de Afinidad. Diez ml de Sepharosa 4B-200 (Pharmacia Fi

ne Chemicals) previamente activada (59} y acoplada a anticuerpos con
tra GCH, se incuba con 125 ml de orina de mujer embarazada y se deja
en agitacifn suave durante la noche. La resina se coloca en embudo -

Buchner y se lava con PBS hasta que.este amortiguador de lavado mueg
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tre una absorbancia de cero a longitud de onda de 280 ‘nm. Posterior
mente se inicia el desprendimiento de la hormona que se f£ij6 al an~-
ticuerpo por medio de 30 ml de una solucién de glicina-HCl, pH 2.8,
los cuales se reciben en un matréz kitazato en el que previamente -
se han colocado 10 ml de K2HP04 2M, pH 10 para neutralizar el pH ba
jo de la glicina y asf impedir la desnaturalizacién de la hormona.

Enseguida se realiza otra incubacién con glicina-HCl, pH 2.2 y de -
esta manera se desprenden las moléculas de hormona que han sido fi-
jadas por anticuerpos de alta afinidad. Finalmente se liofiliza la-

hormona.

Electroforesis preparativa (45). Una muestra de 1.5 mg de extracto-

crudo de GCH disuelto en 2 ml de PBS se somete a una electroforesis
sobre un gel de policarilamida al 10% de 6 mm de espesor, utilizan-
do un amortiguador de corrida 0.02M tris-0.15M glicina y 0.8% de --
SDS (Equipo para e}ectroforesis LKB 2001 vertical). La corriente em
pleada para el gel superior es de 20 mAd y para el gel inferior es -
de 30 mA. La electroforesis se detiene cuando el frente del coloran
te ha migrado hasta el final del gel, que se revela con una solu: -
cién 4M de acetato de sodio, el cual precipita el SDS libre, deijan-
do transparentes las bandas donde se localizan las fracciones pro -~
teicas. Se recortan las bandas y la GCH se recupera del gel aplicén
dole 100 volts durante 30 min para que pase al minimo volumen de --
amortiguador de corrida., La GCH asi obtenida se dializa contra agua

destilada y se licofiliza.

Dentro de la purificacién de la hormona se contempla el aisla
miento de la subunidad beta con el propésito de inmunizar conejas-

Yy obtener un antisuero gue permita una prueba mds especifica.



Los métodos probados fueron los siguientes:

Purificacién por intercambio ifénico en DEAE Sephadex A-25 (17)

a) .- Disociacién de subunidades. Un gramo de GCH purificada se lle~

va a pH 4.5 con &cido clorhfdrico, se incuba con 25 ml de una solu-

cién 10M de urea a 40°C durante una hora. Luego de este periodo se

diluye a una concentracién final de 8M de urea con una solucibn de-~

glicina 0.03M y se ajusta a pH 7.4 con hidréxido de sodio 0.1N.

b) .~ Cromatografia. Se aplicam 2 ml de la solucién tratada con urea

a una columna de DEAE Sephadex A~25 (Pharmacia Fine Chemicals) de -

36 x 1.6 cm, previamente equilibrada con urea 8M, pH 7.4. El des -

prendimiento de la subunidad alfa se realiza con el mismo amortigua’
‘dor de corrida. Después de 160 ml se cambia a una solucidn 0.5M de

tris=-HC1, pH 7.5 para el desprendimiento de la subunidad beta. Se -

mantiene un flujo por gravedad y se recogen fracciones de 3 ml, ca-

da una de las cuales se lee a 280 nm. Se recolectan las subunidades,
se dializan contra &cido acético al 1% (una vez) y posteriormente -

con agua destilada.



PRODUCCION DE ANTICUERPOS

En la informacién consultada encontramos que los antisueros han
sido obtenidos de conejos (21, 49, 55, 61). En este trabajo, ademés
de conejos, se inmunizan yegquas con el propSsito de obtener suero -
en gran escala. El esquema de inmunizacién seguido en cada caso, se

describe enseguida:

a). Yeguas virgenes jévenes. Los dos primeros estimulos antigé-
nicos consisten de 7,500 UI de GCH comercial (Sigma) disuelta =~
en 2 ml de PBS, emulsificada con un Volumen igual de Adyuvante-
Completo de Freund (Difco Lab&ratories) por via subcut&nea cada
15 d;as. Treinta dias después de la primera dosis se continfia -
estimulando utilizando las mismas dosis; sin ACF y por via in -

tramuscular con intervalo de 15 dias.

b) . Conejas. Dos conejas virgenes j§venes de raza Nueva Zelanda,
de 2.5 Kg de peso se inmunizan con 2,500 UI de GCH comercial di
suelta en 0.5 ml de PBS, emulsificada con un volumen igual de =
ACF. El esquema de inmunizacién seguido es el mismo que el em -

pleado para las yeguas.

¢). Conejas. Una vez purificada la GCH, se estimulan conejas si
guiendo el mismo esguema descrito anterioxmente, utilizando do-

sis de 980 ug.

Basados en el hecho de que el anticuerpo dirigido contra la mo-
lécula completa de GCH da reaccifn cruzada con la hormona luteini -
zante, intentamos obtener un antisuero mis especifico inmunizando -

conejas con la subunidad beta de GCH.
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En este caso, los dos primeros estimulos consistieron de 380 ug
de GCH-beta en 0.4 ml de PBS, emulsificada con un volumen igual de-

ACF, por via subcuténea en sitios mltiples (60, 62).

Purificacién de Inmunoglobulinas de yegua anti-GCH
Precipitaci6n con sulfato de amonio. La sangre se deja coagular y -
se separa el suero. Se le agrega gota a gota un volumen igual (pre-
cipitacién al 50%) de sulfato de aminio saturado, pH 7.8, se agita~-
suavemente durante 10 min a temperatura ambiente, se centrifuga a -
10,000 rpm durante 30 min y se desecha el sobrenadante.. El precipi
tado se resuspende en PBS hasta el volumen original, se afiade medio
volumen (precipitacién al 33%) de sulfato de amonio, se agita por -
10 min y se centrifuga desechando el sobrenadante.

Se realizan tres precipitaciones mias al 33% y el precipitado fi
nal se resuspende en el minimo volumen de PBS, se dializa contra el
mismo amortiguador hasta eliminar el sulfato de gmonio. Se guarda -

en congelacién.
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ACOPLAMIENTO DE GCH A ERITROCITOS

Durante la sensibilizacién de eritrocitos se pusieron en pricti

ca algunas técnicas para elegir la que brindara mejores resultados.

Los eritrocitos que se utilizaron fueron de carnero, gue se conser-

varon por un perfodo no mayor de 30 dfas en solucibén .de Alsever es-

téril.

a). Glutaraldehfido. Por cada ml de eritrocitos de carnero al -
50% en solucién salina fisiolégica, se agregan: 1.5 ml de glu -
taraldehido neutralizado, 5 ml de solucibén salina y 1 ml de PBS
0.01M, pH 8, Se incuba con agitaéién suave durante 24 horas a -
4°C, Luego los eritrocitos se lavan tres veces con solucibn sa-
lina. De éstas células se toma 0.1 ml y se incuba con 250 UI de
GCH comercial disuelta en PBS y 5 ml de amortiguador de aceta -
tos 0.1M, pH 5 durante la noche a temperatura ambiente. Los eri
trocitos-GCH se lavan tres veces con PBS, pH 6.8 y se resuspen-
den en el mismo amortiguador conteniendo alb@mina sérica bovina

(ASB) al 18.

b). Acido ténico. Se prepara una suspensifn de eritrocitos al-
3.3% en PBS, pH 7.2, se afade un volumen igual de &cido té&nico-
a una dilucibén 1:20,000 {27, 32) .y se incuba durante 15 min en-
bafio de hielo. Enseguida los eritrocitos se lavan tres veces --
con PBS y se resuspenden al 3.3% en solucibn salina. A tres ml-
de esta suspensién se agregan 2,500 UI de GCH comercial disuel-
ta en PBS, pH 6.4 y se incuba durante 15 min a 37°C. Finalmente
las células se lavan tres veces con el mismo amortiguador y se-

resuspenden al 3,3% con ASB 1%.
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c). Formaldehfdo e Hidroquinona. Una suspensién de eritroci -
tos de carnero al 1% en PBS 0.15 M, pH 7 conteniendo 0.15 %‘de
hidroquinona (31), se incuba durante 15 minutos a temperatura-
ambiente. Luego se afiade 10% v/v de formalina y Ee incuba du -
rante 18 horas a temperatura ambiente. Los eritrocitos se la -
van tres veces con amortiguador de EDTA y se resuspenden en el
mismo al 1% conteniendo GCH comercial (25 UI/ml de suspensién-
al 1%}, se incuban durante una hora a 37°C con agitacién oca -
sional. Los eritrocitos-GCH se lavan con amortiguador de bora-

tos=&cido succinico y se resuspenden al 3.3% en el mismo.

Elegido el tratamiento previo a la sensibilizacién, se acopla-
GCH a eritrocitos, probando diferentes concentraciones de hormona-
purificada: 325, 650, 975 y 1300 ug por cada 0.1 ml de paguete ce~
lular.

Utilizando los antisueros y estos eritroci@os se realizan prue
bas de aglutinacién para obtener la combinacién antigeno-anticuef—

po adecuada.

Los ensayos de inhibicién de hemaglutinacién se realizan, por
una parte, con cantidades conocidas de GCH comercial para conocer-
la sensibilidad de la prueba, y por otra, con muestras de orina -~
previamente clasificadas como positibas o0 negativas en los centros

de recoleccién.

Durante los ensayos de hemaglutinacién se utilizan los eritro-

citos como una suspensién al 3.3% en PBS conteniendo ASB al 1%.



RESULTADOS
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COMPARACION DE METODOS DE CONCENTRACION DE GCH

De las técnicas empleadas en la concentracién de gonadotropina
a partir de orina, se decidié utilizar la precipitacién con aceto-
na, debido a gue las t&cnicas de adsorcifn sobre &cido benzoico vy
sobre Permutita IRC-~50 dan como resultado un productn que, probado
por eguipo comercial (Pren-Tex, lLaboratorio Lafon), no tiene acti-~

vidad gonadotrSpica.

En promedio, el extracto de orina obtenido durante el proceso-
de precipitacién con acetona, tiene una concentracibén de proteina,

determinada por el método de Lowry (40}, de 0.163 mg/ml de orina.

COMPARACION DE METODOS DE PURIFICACION DE GCH

Piltracién en Sephadex G-~100. La cromatograffa realizada tie-

ne como resultado la obtencibén de tres fracciones (Figura # 4). U~
na vez reunides los tubos que constituyen cada fraccifn se encon -
tx8 que solo la fraceidn 1 tiene actividad gonadotrdpica. Esta - -
fraccién representa el 32.54% del total de proteinas de la muestra
sometida a cromatografia, de acuerdo a la cuantificacifn por el mé
todo de Lowry (40). El andlisis de pureza por electroforesis en --
gel de acrilamida al 10% con SDS (EGA-S5DS) sefiala la presencia de~-

tres contaminantes (Figura # 8).

Filtraci6n en Sephadex G-50. Como resultado de la cromatogra -

fia, al graficar D.O. contra nfimero de tubo {Figura # 5), se obtie
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nen tres fracciones, de las cuales la nfimero 1 tiene actividad go
nadotrépica, y la cuantificacién de protefnas indica que constitu
ye el 15% del total de protefina contenida en la muestra sometida-
a cromatografia. El anflisis de pureza en EGA-SDS muestra una so-

la banda (Figura # 8).

Intercambio ifnico en DEAE Sephadex A-50. Este sistema dié -

como resultado una primera fraccidén, la cual no es adsorbida en =
la columna y es obtenida en la solucién amorituadora de equili -
brio con la que se lava la resina. Posteriormente con el gradien-
te discontinuo e obtienen otras dos fracciones; s6lo la fraccién

1 tiene actividad gonadotrépica.

Electroforesis preparativa. En la Figura # 7 se muestran los

resultados observados durante la purificacién de GCH-G 100 por -
electroforesis preparativa. Se recortaron cuatro bandas, de las -
cuales, por medio de nueva electroforesis se obtienen en solucién
las proteinas. Se encontr6 que las dos primeras bandas tienen ac-

tividad gonadotrépica.
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Figura # 4. Grafica obtenida durante
la purificacién de GCH -
por Sephadex G-100.

Fraccidén Tubos
1 21-29
2 58-72

-3 82-98
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Figura # 5.

Gr&fica obtenida durante
la purificacién de GCH -
por Sephadex G=-50.

Fraccidén Tubos
1 19-26
2 40-59

3 61-70
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Figura # 6.

Grafica obtenida durante
la purificaci6n de GCH -
por DEAE Sephadex A-50.

Fraccidén Tubos
1 16-~28
2 38-47

3 62~70



rigura # 7. EGA-SDS Preparativa para la
purificacién de GCH.



Figura # 8.

EGA-SDS analfitico de GCH.

A - Estédndar de pesos moleculares
B -~ Hormona comercial (Rougsel}
GCH-G100

GCH~A 50

GCH~G50

c
D
B
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COMPARACION DE METODOS DE PURIFICACION DE SUBUNIDAD BETA

Intercambio idnico en DEAE Sephadex A~25, con tratamiento pre

vio de urea. La figura # 9 muestra las fracciones recolectadas du-
rante la purificacifén de subunidad beta a partir de GCH purificada
por Sephadex G-50 (GCH-G50). Como se puede observar, se obtiene u-
na buena separacitn de las subunidades., La cuantificacifn de pro -
tefinas indica que la fraccifin 1 constituye el 37.68% y la fraccibn
2 el 22.15% del total de protefina inicial. El andlisis de identifji
cacidn y pureza de la subunidad beta (Figura # 11), muestra que la
fraccidn 1 estd constituifda por ia molécula completa y las dos ca-
denas polipeptidicas, mientras que la fraccifn 2 solamente estd -

formada por la cadena beta.

Electroforesis preparativa y tratamiento previo con mercapto-

etanol. Como se muestra en la figura # 8, se obtienen cuatro ban -
das las cuales fueron recortadas y sometidas a électroforesis para
la obtencibn en solucifn de cada una de las proteinas. Se encontré

gue ninguna de ellas tiene actividad gonadotr@pica.
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Figura # 9. Grédfica obtenida durante

la purificaci6n de GCH-B
por DEAE-Sephadex A-25.
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Figura # 10, EGA-SDS Preparativa para la
purificacién de GCH-}B.



Figura # 11. EGA-SDS 'analitico-ae (;c;{../@,
A =~ Praccifbn 2
B - Praccién 1
€ - GCH nativa (Roussel)



PRODUCCION DE ANTICUEPRPOS

Los animales inmunizados de acuerdo al esquema descrito antes,
fueron sangrados una semana después de la cuarta inmunizacién, las
yveguas de la vena yugular y las conejas de la vena marginal de la-
oreja. Al titular los antisueros con eritrocitos sensibilizados --
con GCH comercial, se observa (Figura # 12), que la mayor capaci -

dad aglutinante corresponde a las inmunoglobulinas de yequa.
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Prueba de hemaglutinacién utilizando eritro

Figura # 12.
citos-GCH y diluciones seriadas del suero,

Linea E - Igs de yegua anti-GCH
Linea F ~ Suero de coneja anti-GCH
Linea G - Suero de coneja anti-GCH beta



ACOPLAMIENTO DE GCH A ERITROCITOS

Al incubar GCH a eritrocitos por las diferentes técnicas, gig
taraldehido, dcido té&nico y formaldehido-hidroguinona coﬁ dilucio-
nes seriadas del suero de coneja anti-GCH, se obtuvieron los si -
guientes resultados (Figura # 13):

a). Los eritrocitos tanizados no aglutinan.

b). Los eritrocitos acoplados con formaldehido~hidroquinona -

aglutinan aparentemente en forma inespecifica ya gue nunca se

encontrS la diluci6n final.

c). Los eritrocitos acoplados con glutaraldehido muestran una

actividad razonable en su aglutinacién.

9.0.0.0.0.000.00

Figura # 13. Prueba de hemaglutinacién
Linea E -~ Glutaraldehido
Linea F - Acido ténico
Linea GA- Formaldehfdo e hidroguinona



ELECCION DE CONCENTRACION DE GCH

Utilizando eritrocitos sensibilizados con diferentes concen -
traciones de GCH~-G50 por el método de glutaraldehido, se incubaron
con diluciones seriadas del suero de coneja anti-GCH, desde 1:2 -

hasta 1:4096 .y se obtuvieron los siguientes resultados:

Figura # 14. Prueba de hemaglutinacibn
Linea E - 325 ug '
Linea F - 650 ug
Linea G - 975 ug
Linea H - 1300 ug



ESTANDARIZACION

Se realizaron ensayos de inhibicién de hemaglutinacién utili-
zando hormona comercial (Roussel) en cantidades conocidas {desde -
200 hasta 0.1 UI de GCH/ml) para conocer la sensibilidad de la - -
prueba. Las condiciones bajo las cuales se realizaron estos ensa-
vos son las siguientes:

1. Eritrocitos sensibilizados con 650 ug de GCH-G50/0.1 ml de

paquete celular tratado con glutaraldehido.

2, Suero de coneja anti~GCH en una dilucién de 1:128.

3. De cada reactivo se utilizan 25 ul,

Se encontrSé que la sensibilidad de la prueba es de 3 UI de --

GCH/ml (Figura # 15).

:- ;-‘ ‘ (Ul/mn,

"Figura # 15, Estandarizaci6n con GCH comercial



PRUEBAS DE INHIBICION

Se prepard un lote de eritrocitos de carnero a los cuales se
acoplaron 650 ug de GCH-G50 mediante la técnica de glutaraldehido
por cada 0.1 ml de paguete celular. Con estos eritrocitos se pro
baron 85 orinas provenientes de mujeres no embarazadas y 84 de mu
jeres embarazadas, utilizando suero de coneja anti-GCH a una dilu
cibén 1:128. Como se observa en las figuras # 16 y # 17, existen-
6 casos de orinas de mujeres embarazadas que no inhiben la hema -
glutinacién, asi como un caso de orina de mujer no embarazada con

capacidad de inhibir la reacci§n.
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Figura # 16. Pruebas de inhibicién de hemaglutinacién
utilizando orinas de mujeres no embaraza
das.
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Figura # 17. Pruebas de inhibicibn de hmgltn cién
utilizando orinas de muje mbarazadas.



PDISCUSTON



La metodologia implicada en una prueba inmunoldgica como la -
descrita en este trabafo, aparentemente es sencilla, y existen mu-
chas publicaciones al respecto.

En México existen muchos laboratorios que distribuyen en for-
ma comercial equipos para el diagn8stico de embarazo; muchos de es
tos equipos estin constituidos por antisueros en contra de la molé
cula completa de la hormona, por lo que las reacciones falsas cons
tituyen del 3 al 5% aprcximadamente.

De la informacifn obtenida, se desprende que nuestro pais, en
1980, importdé 400 Kg de GCH con un costo aproximado de 12 millones
de pescs (57). Podemos decir entonces que, aungue en nuestro pais
se distribuyen comercialmente equipos para el diagnéstico de emba
razo de distintos laboratorios, todos ellos implican la impcrta -
cifn de reactivos, equipos, estuches, etc., por lo que para lo -
grar el objetivo fijado de desarrollar la prueba utilizando exclu
sivamente insumos nacionales, fué necesario probar muchas t&cni -
cas para finalmente utilizar:

a). La més sencilla.

b). La més barata.

c). La que proporcione un mejor rendimiento,

d) . La que permita la obtencidn de productos inmunolégicamen

te activos.

Inicialmente se compraron equipos comerciales para poder veri
ficar la actividad inmunolégica de los primeros reactivos.

El método selecaionado para la concentracifén de la hormona a
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partir de la orina de mujeres cursando el primer trimestre del em-
barazo, fué el de precipitacidn con acetona debido a que los pro -
ductos obtenidos por las otras técnicas carecian de actividad gona

dotrépica cuando se probaron con sueros anti-GCH comerciales.

La purificacién de GCH por los diversos tipos.de cromatogra -
fia permitié demostrar que, de los productos obtenidos, el mls pu-
ro de acuerdo a los resultados de electroforesis en gel de acril -
amida-SDS, fué el obtenido por filtracién en Sephadex G-50. La fi-
gura # 8 muestra que la pureza obtenida por las demis columnas fué
pobre, ya que se pueden observar varias bandas de pesos molecula -

res distintos.

La separacibn de cadenas alfa y beta se realizd por medio de-
dos técnicas: EGA-SDS preparatiﬁa,'utilizando un agente reductor y
visualizando las bandas de proteinas con acetato de sodio 4M, lo =~
cual di6 como resultado la obtencién de cuatro bandas que fueron -
recortadas y sometidas a una nueva electroforesis para obtener las
proteinas en solucifn,

Sin embargo, una vez obtenidos estos productes, no mostraron-

actividad gonadotrépica.

Por otro lado, la disociacién de las subunidades por medio de
urea y la separacifn en columna de DEAE Sephadex A-25 (Figura # 9)
se realizd con bastante éxito. Como se observa en la figura # 11,~-
la subunidad alfa esti contaminada con hormona completa y cadena -
beta mientras que la subunidad beta es electroforéticamente homogé

nea.

En cuanto a la produccién de antisueros, observamos que al ti
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tularlos (Figura # 12), el que presenta una mayor actividad inmuno
l6gica es la preparacién de inmunoglobulinas de yegua (hasta dilu-
cién 1:512), siguiéndole el suero de coneja anti-GCH (diluci6n - -
1:128) y finalmente el suero de coneja anti-GCH beta (dilucién - -
1:32).

Estos resultados sugieren que las inmunoglobulinas de yegua,-
debido a su mayor tfitulo, serfan las adecuadas para los ensayos de
inhibicibén de hemaglutinacifn. Sin embargo, al ser utilizadas en
las pruebas con muestras de orina, en todas ellas se observa aglu-
tinacién, afin con las orinas proﬁenientes de mujeres embarazadas,-
_ indicando esto que hay una reaccién inespecifica que ocasiona to -
dos estos falsos negativos.

Los motivos por los cuales las inmunoglobulinas de yegua no -
funcionaron no fueron investigados.

La subunidad beﬁa, tal como est§ reportado, tiene poca capaci
dad antigénica dado que la coneja inmunizada responde con un titu-
lo bdjo de anticuerpos a pesar de haber recibido cuatro dosis, de-
acuerdo al esquema descrito anteriormenﬁe.

Debido a ello, en el trabajo actual se decidi6 utilizar el -
suero de coneja inmunizada con la molécula completa, aunque es de-
seable el continuar inmunizando la coneja con la subunidad beta -
con la finalidad de incrementar su titulo y tener asf un anticuer-
po mé&s especifico que nos permita disminuir el nfmero de resulta -

dos falsos.

El acoplamiento de GCH a los eritrocitos por diferentes méto-

dos nos da un patrén de aglutinacidén diferente., En el caso de tra-~
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tamiento con formaldehido-hidroquinona, observamos aglutinacién -
afin en diluciones muy elevadas (Figura # 13) del antisuero, es de
¢ir, hay una reaccifén inespecifica que impide gue los eritrocitos
sedimenten. En la misma figura, con los eritrocitos tanizados no-
se efectia un buen acoplamiento de la hormona ya que en todas las
diluciones del anticuerpo los eritrocitos sedimentan. Entonces, -
de acuerdo a estos resultados, vemos que el mejor método de aco -
plamiento de GCH a la superficie de los eritrocitos se logra con-
glutaraldehido, ya gue permite observar aglutinacién cuando se u-
sa el anticuerpo y ademés permite observar la inhibicién de la he
maglutinacién cuando en el sistema se afiade orina de mujeres emba

razadas.

Habiendo elegido el método de sensibilizacién y el antisuero
mediante pruebas de aglutinacién con eritrocitos sensibilizados -
con hormona comercial, se probaron diferentes concentraciones de
GCH acopladas a eritrocitos.

Basados en el criterio de utilizar la menor cantidad de GCH-
G50 y la mayor diluci6n del antisuero con el propSsito de tener u
na prueba sensible, se eligié la concentracibn de 650 ug y la di-~

lucifn del antisuero de 1:128 (Figura # 14).

El equipo asf desarrollado tiene una sensibilidad de 3 UI de

GCH/ml de orina.y una confiabilidad del 95.9%.



CONCLUSTONES



1.~ Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos permiten -

3.~

4.~

establecer una metodologia sencilla qﬁe conduce al montaje de
la prueba para el diagnéstico del embarazo. Consiste en:

a). Recoleccitn de muestras de orina de mujeres embarazadas.
b) . Concentracién de GCH medianté precipitaci6n con acetona.

¢). Purificacidn de GCH por Sephadex G-50.

‘d) . Inmunizaci6én de conejas con 980 ug de éCH—GSO.

2) . Obtencibén y titulacibén del suero anti-GCH.

£). Acoplamiento covalente de GCH-G50 a eritrocitos de carnero
con 650 ug de hormona por cada 0.1 ml de pagquete celular,-
utilizando el método de glutaraldehido.

g). EstandarizaciSn de la prueba.

h). Montaje de la prueba de inhibicidn de hemaglutinacisn uti-

lizando 25 ul de cada reactivo.

El equipo as; desarrollade detecta hasta 3 UI de GCH/ml de ori

na y tiene una confiabilidad del 95.9%.

Aunque la sensibilidad no es la fijada en el objetivo, podemos
afirmar que se puede montar una prueba més especifica y m&s -~
sensible si se inmunizan conejas con la subunidad beta acopla-
da a otra protefna, por ejemplo toxoide tet&nico, para aumen -

tar su capacidad inmunogé€nica (37).

El desarrollo a nivel industrial implica:
a). El estudio de la estabilidad de los productos obtenidos.
b). Pruebas de control de calidad necesarias para su venta.

¢). Produccién de lotes grandes.



SOLUCTIONES



Solucién de Alsever

Dextrosa 2.05 g
Citrato de Sodio 0.8 g
Acido Citrico 0.05 g
Cloruro de Sddio 0.45 g
Agua Destilada 100 ml

Esterilizar a 15 libras durante 15 minutos. El pH de la

solucifn debe ser 6.1.

Amortiguador de Fosfatos 0.0lM, pH=7.4 (PBS)

Solucién A NaH,PO, . H,0 27.6 g/t
Solucién B Na,HPO, - 7 H,0 53.65 g/l

‘Se mezclan aproximadamente 16.5 ml de Solucién A con 33.5
nl de Solucién B, se afiaden 7.4 g de NaCl, se ajusta el pH
y se afora a un litro con agua destilada.

Amortiguador de Acetatos 0.1M, pH=5

Acetato de Sodio 12 g
Acido Acético Glacial 0.6 ml

Se mide el pH, se ajusta si es necesario y se afora a un -

litro con agua destilada.

Amortiguador de Borato-Acidc Succinico 0.05M, pH=7.5

Solucidén A Borato de Sodio . 10 H,0  19.1 g/l
Clorurc de Sodio 7.5 g/l
Solucifén B Acido Succinico 5.9 g/l
Cloruro de Sodio 7.5 g/l

Se mezclan volfmenes iguales de ambas solucicnes y se ajug

ta el pH si es necesario.



Glutaraldehido Neutralizado

Nueve mililitros de glutaraldehido se mezclan con un milili
tro de Carbonato de Sodio al 10%.

Amortiguador de E.D.T.A. pH=8.4
E.D.T.A. 17 g/1

Se ajusta el pH con Hidréxido de Sodio 2N,

Amortiguador Tris-Fosfato 0.04M, pH=8.7
Fosfato de sodio monobésico 5.4 g

Tris (hidroximetil)-aminometano 4.84 g

Se mide el pH, se ajusta si es necesario y se afora a un li-
tro con agua destilada.

Amortiguador 0.02M Tris-0.15M Glicina, pH=8.4

Tris (hidroximetil)-aminometano 12 g
Glicina 57.6 g

Se mide el pH, se ajusta si es necesario y se afora a un li-
tro con agua destilada. De esta solucién se toman 200 mi, -
se le afiaden 8 ml de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10% y

se afora a un litro con agua destilada.
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