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CLAVES UTILIZADAS PARA 

LOS DIFERENTES PROD'JCTOS 

Números (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9): Indican en No. de lote 

C: 

Q: 

FA: 

S: 

R: 

Se refiere a material que procede de 
cadáveres. 

Material quirúrgico 

Polvo de Acetona 

Sobrenadante 

Residuo 

I y II: fracciones obtenidas en la filtración en 
Sephadex. 

XM -50, PM-10, UM-2: Productos obtenidos retenidos por las 
membranas de ultrafiltración. 

DEAE-C-I,II,III y IV: Fracciones (I,ll,III,IV) obtenidas en 
dietil-etil-amino -etil-celulosa ( DEAE-C) 

CM-C-I: 

Ejemplo: 

fracción (:I) obtenida en carboxi-metil
celulosa (CM-C). 

4Q-S-II-PM-10- DEAE-C-III. 

Está clave quiere decir: Es un producto que viene 

del lote 4, que procede de material quirúrgico (Q), 

de donde se obtuvo un sobrenadante (S), el cual -

pasó por sephadex del cual se recolectó la fracción 

(I I), que pasó a ultrafiltración ,obteniendose el pr.Q 

dueto retenido en la membrana PM-10, que finalmeE_ 

te fue purificado en cromatografía en DEAE-C, de 

donde se obtuvo la fracción III. 



IN T Ro DU e e I o N 

La calcitonina o tirocalcitonina es una hormona proteíca 

secretada por la tiroides de los vertebrados superiores y -

por el último cuerpo branquial de los vertebrados infería- -

res; tiene un efecto hipocalcémico en los roe dores y los 

mamíferos y por lo tanto, su efecto es antagónico al de la 

hormona paratiroidea. 

En 1955, Munson (l) observó que cuando practicaba la 

paratiroidectomfa en ratas utilizando un cauterio, se prod~ 

era una hipocalcémia sanguínea que atribuyó a la falta de -

la hormona paratiroidea. 

El mismo Munson (2) informó que desde 1958 Gauthier -

había observado que la hipocalcemía producida por la para

tiroidectomía quirúrgica era de menor importancia que la 

de la operación practicada con cauterio. 

En ese mismo afio (1961) Copp (3) sospechó la existen

cia de una sustancia hipocalcemiante porque observó que -

cuando se perfundía sangre rica en calcio y extractos ti

roideos y para tiroideos a perros , se producía un decremen

to de calcio en sangre; él concluyó que dicho principio exis

tía en la paratiroides, ya que la hipocalcemia solo se pre

sentaba cuando se perfundían las paratiroides, lo que no -

sucedía con la perfusión de la tiroides; ya que la sustan

cia en cuestión intervenía en el metabolismo del calcio , la 

designó con el nombre de "Calcitonina" . 
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En 1936, Hirsch (4) comprobó los experimentos de Mun

son y Gauthier y demostró que la lesión del tejido tiroides 

de las ratas producido por el cauterio al realizar la para

tiroidectomía, era un mejor estímulo para la hipocalcemia, 

que la excisión quir6rgica. Concluyó así, que la fuente del 

principio hipocalcemiante era la tiroides y no la paratoroi

des como había sefialado Copp. Para comprobar su hipóte

sis inyectó extracto tiroideo a las ratas y produjo una hi

pocalcemía en el suero de 2. 3 m g/100 ml una hora después 

de la inyección del extracto. 

Asr se confirmó la existencia de una sustancia hipocal

cemiante que Hirsch denominó tirocalcitonina, que es la -

misma calcitonina que Copp había sefialado dos años antes . 

Una vez aceptada la existencia de la tirocalcitonina el 

mismo Hirsch (4) demostró que se trataba de una hormona 

diferente a las ya conocidas de la tiroides: la tiroxina -

(T 4) y la triyodotironina (T 3 ) que no produjeron hipocalce

mia cuando se inyectaron a las ratas. 

Después de los experimentos de Hirsch, otros autores 

(5, 6, 7, 8, 9) demostraron la existencia de esta hormona 

en el salmón, el pollo, el cobayo, el conejo, el borrego, -

la vaca, el mono y el gato. 

Hirsch (8}. fue también el primer en informar la presen

cia de la calcitonina en el hombre y que más tarde fue - -

confirm ada por Millia.ud (10) y Aliapoulios (11) al inyectar 
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extractos tiroideos · humanos y producir hipo calcemia en -

los animales de experimentación . 

El papel determinante de la calcitonina en la patología 

humana (11) se encontró en un caso de r;..::;eudohipoparatiroi

dismo, en el que los niveles de hormona paratiroidea eran 

normales, mientras que los de la cal citonina eran 100 ve

mayores q u e la de l o s normales 

Origen de la Calcitonina: 

La estructura histológica de la tiroides que da orig e n 

a la calcitonina fue primero señalada por F o ster (12), quien 

en 1964 lo adscribió a las células claras o ínter o parafo

liculares de la tir oides y que más tarde Pearce (13) deno

minó "cé lilas C". 

Estudios posterio res del mismo Pearce y Cavalheira -

(14) demo straron con técn icas histoqufmicas que las células 

e de la tiroides pro cedían embrio lóg icamente de la última 

bolsa branquial, la que en los vertebrados inferiores forma 

una glándula individualizada que recibe el nombre de últi

mo cuerpo branquial. 

La demostració :i. de C opp en 1967 (15) de que este órga

no en el pollo es muy rico en calcitonina llevó a la con-

clusión de que esta ho rm ona procede esencialmente de di

cha g lándula y que su presencia en la tiroides de los ma

mffe ros, es la resultante de la emig ración de las células 

e y su incorporación al tejido tiroide o d.irante el perfodo 

embrionario .. 
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Los trabajos recientes de G alan te (16) sug irieron que -

las célu las e están ampliamente distribufdas' ya q ue él -

ha demostrado la presencia de calcitonin a en la tiroides, 

la paratiroides y el timo del hombre. 

Los estudios ultraestructurales de la tiro ides de l o s 

m amífer o s (17) revelaron que las células " C" o parafoli- . 

c ulares contienen g ránulos de secreci6n e n el citopla s ma, 

q ue s on mu y sen sibles a l o s c a mbios de calcio en la san

g re. 

E stas m ismas obser vaciones ha n si do repeti das en la 

tiroides del h om?re (18), a unqu e l o s g rá nul o s no s on tan 

numero s o s n i tan bie11. nelimitados como en la g lándula -

de l o s o tros m a m fferos . 

A liap oulios y Mora in (19) utilizando el bi o ensayo encon

t raron que la calc iton in a s e l oc alizaba e n las p orc ion es -

late!"ales de las tiroi des huma n as . Muy recie n teme nte Mc 

Milla n ( 2 0 ) ha precisa do con técn icas inm.l"1oh i sto qufmicas 

que l a distribu ci6n de las células C es m a yo r en la re g i 6n 

cent r al de cada l ó b u l o de la tiroides. 

Funci6n de la calcitonina: 

L as observaciones de Muns on (21) en ratas fnte g ras y 

paratir oidectom izadas lle ·,¡ar on a la con clusi6n de que el -

efecto de la calcitonina era a n ta g6n ic o al de la h o rmona -

paratiroidea , concepto que m ás tarde fue c onfi rma do p o r -

M ilhau d y Moukhtar (22) . 
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Por el mismo tiempo Kenny {23) inform6 el efecto hi

pofosfatemico e hipomagnasémico de la calcitonina humana 

en las ratas. 

Ya que evidentemente la calcitonina juega un papel - -

importante en la regulaci6n de los minerales del plasma, 

especialmente el calcio, el interés por saber su sitio de 

acci6n se enfoc6 a dilucidar como actuaba a nivel del 

hueso. Friedman {25) y Aliapoulios {26) demostraron que 

su funci6n era la de inhibir la reabsorci6n del hueso. 

Mayer {27) lo comprob6 en vacas y más tarde Lewis {28) 

confirm6 la acci6n protectora de la hormona a la exce

siva reabsorci6n del hueso provocada por la hiperactivi

dad de las paratiroides durante el embarazo y la lactan

cia de las vacas, mientras que Cushard {29) lo confirm6 

en los humanos. 

Staehelin {30) enumer6 los trabajos que señalan que -

la calcitonina tiene una acci6n sobre la excreci6n renal 

de los electrolitos y la producci6n de ácido clorhídrico 

del jugo gástrico. 

Bijvoet {31) present6 ·evidencias de que la hormona es 

antidiurética y aumenta la excreci6n del calcio y de la -

hidroxiprolina; sus resultados se confirmaron parcialmen

te con los hallazgos de Haas {32), que además encontr6 

un aumento en la depuraci6n de fosfatos, potasio y magne 

sio. 
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Numerosos estudios posteriores a los ya seflalados han 

confirmado plenamente la acción de la calciton ina a nivel 

del túbulo renal. 

Otro punto de acción de la hormona es el intestino, -

en donde inhibe la absorción del calcio. Olson ( 33) lo de

mostró por primera vez y otros lo han confirmado plena

mente. 

Todos los datos anteriores dejan establecido que la 

calcitonina actúa sobre el hueso, el intestito delgado y el 

riñón para regular el metabolismo del calcio y otros elec

trolitos en mamíferos. Su posible acción a nivel del híga

do, bazo y músculo esquelético (34) son motivo de nume

rosos estudios en la actualidad. 

Propiedades químicas de la calcitonina: 

Es una proteína lineal constituída por 32 aminoácidos 

( 35, 36, 3 7) que tiene un puente disulfuro entre los ami

noácidos 1- 7; su g rupo carbóxillo terminal corresponde a 

la prolinamida, el cual parece ser esencial para conser

var su actividad biológica. Cualquiera que sea su origen, 

tiene los mismos amin oácidos en la posición l a 9, 28 y 

32. Según Haymovits (24) tiene un peso molecular de 

5000 a 8000, estimado p or velocidad de sedimentación, -

mientras que Riniker ( 35) le asignó un PM de 3419 deter

minado por análi sis de a minoácidos . P o r su comportami

ento electroforético se le considera una proteína básica. 
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Es estable en medio ácido por debajo de pH 4. 6 , se pr~ 

cipita a pH 7. 2 perdiendo actividad por arriba de este pH 

(38). Baghdiantz estableció estas caracterfsticas para la cal-

citonina porcina, que después se han aplicado al estudio de -

las otras calcitoninas. Es relativamente estable al calor y es 

inactivada por los ácidos y álcalis cuando se les somete a su 

acción por largo tiempo. La pepsina y la tripsina la desnatu-

ralizan. Es soluble en agua y solución de acetona; insoluble 

en álcalis, benceno, cloroformo y éter (39). 

La estructura de la calcitonina humana es la sigu iente -

( 36): 

H2N-Cys -Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys -Met-Leu-Gly

Thr-Tyr- T hr-Gln-A sp-Phe-As n-Lys -Phe-His -T hr-
0 

Phe-Pr o -Gln-Thr-Ala-Ile-Gly-Val-Gly-Ala-Pro ;¡, 
'- NH2 

Sus ca r a c teristícas estructurales y químicas de proteínas 

ácida pe rmiten extraerla en medios ácidos sin que pierda su 

actividad. 

Im portan cia C línica de la Calcitonina: 

La extracción, identificación y más recientemente la -

síntesis por Rivaille (40) y Sieber (41), de la calcito-

nina han hecho posible su U:1ffización en los procedimiento s -

diagnósticos de las enfermedades con metabolismo altera-

do del calcio. El bi o e n sayo, la inmunodifusión y el inmun o-



8 

munoensayo son ahora procedimientos que utilizan la cal

citonina y sus correspondientes anticuerpos para el estu

dio de la fisiología y la patología humanas. 

Las determinaciones de calcitonina ya sea en sangre, 

orina y tejidos permite el diagnóstico temprano y difereE_ 

cial de algunos padecimientos como son: el adenoma y el 

carcinoma medular de tiroides , el cáncer trabecular de 

la misma glánd,ula, las düerentes variedades de osteop.Q 

rosis, la enfermedad de Paget y todos los padecimientos 

que cursan con hipercalcemia, como la · etapa generaliza

da de los cánceres (42). 

En los últimos tiempos otros padecimientos tales co

mo: la enfermedad periodontal (que según la Organización 

mundial de la Salud está muy generalizada en todo el - -

Mundo), los carcinoides del aparato digestivo y los feo

cromocitomas (42) (por su frecuente asociación a carcino

mas medulares del tiroides) comienzan a caer en el área 

de estudio de la calcitonina, lo que seftala la importancia 

de conocer el campo opuesto a la muy estudiada acción -

de la hormona para tiroidea, que durante muchos afios do

minó el campo de las investigaciones del metabolismo del 

calcio. 

Ahora se sabe que el adenoma y el carcinoma medular 

y trabecular del tiroides, los carcinoides de aparato dige_! 

tivo y los feocromocitomas cursan . con elevadas concentra 

ciones de calcitonin a, mientras que la enfermedad perio--



d ontal, las o steop o r osis , l a enferme dad de Pag et y las 

hipercalcemias malignas tien en bajas c oncentraciones -

plasm áticas de la hormona (42). 

L a aplicación terapéutica de la calciton ina depende 

9 

de su mo do de acción , q u e es la de inhibir la reabsorción 

del hues o . A su primera aplicación en 1967 (43) e n los ca

sos de o steoporosis con calcitonina porcina, siguió su uso 

e n la enfermedad de Paget y en la enfermedad periodontal 

con excelentes resultados. Ya M ilhaud y Job en 1966 (44) 

aplicaron por primera vez la calciton ina hum ana a u n caso 

de hipercalcemia idiopática que mejoró dramáticamente. 

La experiencia obtenida hasta el presente permiten con 

cluir que la calciton ina porcina o del salmón (las más fre 

cuen temente utilizadas) o cualquiera otra que demuestre 

tener acció n biológica en· el organis m o humano s on un re

curso m uy valio so para el tratamiento de l o s padecimien

tos que cursan con reabsorción exagerada del hues o . 

La calcitonina ideal para la terapeutica humana es des

de luego la misma humana, que lamentablemente se encue!! 

tra en muy bajas concentraciones en las tiroides humanas 

(10, 11), lo que justifica el empleo de la hormona de origen 

a n imal. 

E s "e v idente (de t o dos los datos antes e n umerados) la -

imp o rtan cia que la calciton ina ha ga nado e n el cam po de la 

Endocrinolog ía y la M edicina en g e n eral y a nadie escapa -
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el entendimiento de las ventajas de contar con esta hor

mona pura. 

Aunque en el mercado existen calcitoninas de origen 

animal que pueden ser aplicadas a los procedimientos -

diagnósticos, ellas tienen la desventaja de ser poco es -

pecíficas. As!, la tarea de obtener calcitonina humana, 

aunque laboriosa, permite obtener a través de ella un 

antígeno especffico que conduzca a la elaboración de un 

suero homólogo, que elimine los errores que se come

ten cuando se trabaja con sistemas heterólog os (45, 46). 

El propósito de este trabajo es extraer y purificar 

calcitonina de tiroides humanas con la que puedan mon

tarse técnicas inmunológicas que faciliten el diagnóstico 

de las enfermedades que cursan con un metabolismo del 

calcio alterado. 

La revisión biblio g ráfica del tema permitó saber que 

todas las técnicas utilizadas para extraer y purificar cal 

citonina humana (10, 11, 24, 35, 47, 48) se basan en las 

aplicadas a las de origen animal (8, 38, 49, 50) las que 

a su vez derivaron a la extracción y purüicación de la 

hormona para tiroidea (51). 

Todas ellas tienen en común la de mantenerse en un 

pH ácido a través de todos los pasos del procedimiento, 

con lo que se conserva la solubilidad de la proteína y se 

facilita su extracción. 
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En el laboratorio donde se desarro116 este trabajo s e 

utiliza u na técnica de extracci6n ácida (52) para las hor

monas hipofisiarias, que ha dado buen o s rendimientos p~ 

ra las glic oproteínas hip ofisiarias. 

Tomando en cuenta que se tenían todos l o s recursos 

e n el laboratorio para extraer una proteína de tejidos, -

el buen resultado con las h ormonas hipofisia rias y el que 

la técnica de extracci6n era ácida , se decidi6 utilizarla -

para la calcitonina de la tiroides humana, al m is mo tiem 

po que se intent6 utilizar la técnica de Riniker (35) que 

ya Arnaud (53) había demostrado daba los mejores ren

dimientos para calcitonina porcina. Con el objeto de -

poder contar con preparaciones de calcitonina humana con 

m ayor pureza que las existentes para usos clín icos y dia_g 

n6stico y en una mayor cantidad de la que puede dispon e.E. 

se en la actualidad. 

Como para toda pr oteína que se extrae de un tejido, -

fue n ecesario resolver los problemas de: 

- Recolecci6n de las tiroides 

- Con servaci6n del material biol6gico 

- Extracci6::-i de la protefna 

- Purificaci6n de la hormona 

- ldentificaci6n de la hormo na 

- Cuantificaci6n de la activ i dad de la hormona 

L a met odol ogía para re s ol v er estos problem as y l o s re

sultado s se presentan a c ontinuaci6n . 



12 

MATERIAL 

1 . - Material biológico: 

Ratas de Cepas Sprague- Dowley y Long-Evans 

Tejido de tiroides de material quirúrgico 

Tiroides de cadáveres 

Sang re humana 

2 . - Equipo: 

Agitador mecánico (American Optical Mod. 021 56) 

A g ujas de acero inoxidable 21 x d-(Hipodermex) 

A g ujas de acero in oxidable 27 x lÍ (Hip o dermex) 

Cámaras de ultrafiltración c o n a g itador (cap.ZOO 
y 400 ml) 

Cám ara electroforética ( Bu chler) 

Centrífu ga ( Internati~nal Refr ig e r ated Mo d. PR-6) 

Centrífu ga (So rvall M o d. R C2- B ) 

C olector de fracciones con Uvicod y Re g istrador 

(LKB Bromma, Tipo 65209). 

Columna de cromatografía (Pharmacia) 

Espectrofotómetro de Absorción atómica (U nicam ) 

Espectrofotómetro de doble haz (Hitachi C oleman 
124) 

Filtro (Millipore) 

Fuente de poder (Gelman) 

Jeringas desechables de 5 m l (Plastipak) 

Lámpara de gas neón. 



Licuadora (Waring, Mod. 50ll) 

Liofilizador (Virtis, Mo d. 10-140 BA). 

Membrana (Millipore O. 22 )1 142 mm). 
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Membrana de ultrafiltración XM-50, PM-10, UM-2 
(Ami con, diámetro 62 x 76 mm). 

Molino de carne 

Potenciómetro ( Coleman, Mod. 38) 

Prefiltro (Millipore AP 2012450). 

Tubo para diálisis (No. 36 Curtfn Scientific No. de 
Cat. 077-03). 

Tubos siliconizado s (Pyrex 10 cm x 6 mm v 10 cm 
x 9 mm). 

3. - Preparación de reactivos y sistemas: 

Determinación de prote ínas. 

Solución tipo de albúmina de suero humano normal 

( Cutter) 100 J1 g / ml , del frasco or i ginal q u e t iene -

un a concentración de O. 25 g/ml se tom ó con micro 

p ipeta 100 pl y se aforó a 250 ml, con solución sa

li na fisioló gica . Se conservó a 4°C. 

Do decil sulfato de s odio (Mallinckrodt). 

Ficoll (Pharmacia). 

Acido ribonucleico 85% de pureza (RNA de levadura) 
(Sigma). 

Soluc ión A 

2 g T a r trato de s odio y potasio (Mallinckrodt). 



- - -------- -------------

100 g Carbonato de sodio anhidro ( Baker) 

S e disuelven en 500 m l de hidróxido de s o d io 
(Merck) IN y se afora a 1 litro. 

Solución B 

2 g Tartrato de sodio y potasio (M allinckrodt) 
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1 g Sulfato Cúprico pen ta-hidratado (Mallinckrodt) 

Se disuelven en 90 ml de a gua y se a g rega n 10 

m l de Hidróxido de sodio IN. 

Se guarda e n frasco á mba r . 

So lución C 

1 m l de reactivo de Fol in -Cio calteau - Fenol ('1'un g s
tato de Na 2H z O, Molibdato de s odio 2 H 20 , - -
A cido ortofosfórico, HC l) (Merck). 

15 ml de a gua · 

E sta solución se prepa r a en el mome n to de us a r la. 

E lect rofore s i s Di s oontfoua 

Sol ución A ( p H 8. 9 ) 

Acido clorhídric o (Merck) O. IN 4 8 m l 

Tris (T ris-hidroximetil-amino-metano) (Merck) 
36.6 g 

TEMED (N, N, N 1 ,N 1 , tetrametileti lendia mina) 
(Merck) O. 23 m l. 

Dis olver el tris, con el á cido clorhídrico, a g r e gar 
el TEMED, a justar p H con HCl y afora r con a gua . 
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Solución B (pH 6. 7) 

Acido Clorhídrico (Merck) 48 . O ml 

T ris-hidroximetilaminometano (TRIS) 5 . 98 g 

TEMED 

Agua 

Solución C 

c. h. p. 

Acrilamida (Merck) 

Bisacrilamida (Merck) 

Agua c. h. p. 

Sol11ción D 

Acrilamida 

Bis acrilamida 

Agua c. h. p . 

Solución E 

Rivoflavina (Merck) 

Agua 

Solución F 

Sacarosa (Merck) 

Agua 

.Solución de trabajo I (poro grande) 

1 volumen de solución B 

2 volúmenes de solución D 

1 volumen de solución E 

4 volúmenes de solución F 

0.46 ml 

100.0 ml 

28.0 g 

o .. 735 g 

100.0 ml 

10 .o g 

2.5 g 

100 . 0 ml 

4.0 m g 

100 . O ml 

40 g 

100 ml 
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Soluci6n de trabajo II 

Persulfato de amonio (Mallinckrodt) 140 mg 

Agua c.b.p. 100 ml 

La soluci6n es estable a 40 C durante una 
semana. 

Soluci6n de trabajo IlI (poro pequefto) 

1 volumen de soluci6n A 

2 volumenes de soluci,6n e 

1 volumen de agua 

4 volumenes de soluci6n de trabajo II 

Se prepara momentos antes de emplearse y 
se mantiene en agitaci6n con agitador mág
netico. 

Soluci6n Amortiguadora electrodo pH 8. 3 (concentrada) 

TRIS 

Glicina (Merck) 

A gua c. b. p. 

6 . 0 g 

28.8 g 

100 .O ml 

el pH se ajusta con HCl O .IN y se afora. 

Soluci6n fijadora 

Acido tricloroacético ( Merck ) 12. 5% 

Soluci6n colorante 

Azul-brillante de Coomasie R-250 (Schuchart 
Muchen) 1 g. 

Agua c . b . p. 100 m l 

Para disolver se a g ita du r ante 30 minuto s en 
el a gitador magnético , se diluye la soluc i6n 
1:20 con ácido tricolo r acético al 12 . 5% y se 

filtra con papel Whatman No . 42. Se prepara 
solo la can-
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ti dad necesaria ( 20 ml por gel) 

Soluci6n de azul de Bromofenol 

Azul de bromofenol (Merck) 1 mg 

A g ua c. b. p. 100 ml 

Soluci6n decolorante 

Acido acético 5 ml 

Agua c. b. p . 100 ml 

Determinaci6n de Calcio: 

Soluci6n tipo de calcio 100 mg/l 

Pesar O. 2497 g de carbonato de calcio ( M erck) 
seco, disolver en la mínima cantidad de ácido 
clorhídrico; aforar a un litro. 

S oluci6n de E DT A-Na4 (ácido etilendiamino tetraacético, 
sal de tretra sodio )(Sigma) 3. 75% . 

S o luci6n de EDTA- Na4 O. 78% 

Soluci6n de ácido sulfúrico (Merck) 1/ 12 N . 

S oluci6n de Tungstato de sodio (Sigma) 10% 

Soluci6n de cloruro de sodio (Merck) 600 mg/50 ml 

Soluci6n de cloruro de potasio (Merck) 18 mg/50 ml 

Soluci6n de cloruro de magnesio (Merck) 2. 5 m g/50 ml 

S oluci6n de EDTA- Na4 l m M 

B i oe n sayo: 

S o luc i6n salina fis i ol6g ica (T ra ve.nol) 

Eter anhidro (Productos Químicos Gadir) 

Xilol (Sigma) 
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Conservación de material: 

Acetona q. p. (Harleco) 

Bióxido de carbono, C 0¿ (hielo seco) 

Polvos de acetona: 

Acetona q. p. (Harleco) 

Eter anhidro (Productos Qufmicos Gadir) 

Extracción: 

Solución de K Cl (Merck) O. 3 M-tioetanol (East
man Organic Chemical) O .01% 

Solución de n-butanol (Baker)-ácido acético ( Ba
ker) - a gua (12:3:5) . 

Purificación: 

Acido siHcico (Merck) 

Filtración en gel: 

Sephadex G-100 (super fi no), G- 75 (super fino), 
G- 50 (medio) Sigma. 

Hidratado con exceso de eluyente; se pone a bañ.o 
marra cuatro horas, se enfrfa a temperatura am
biente y luego a 4 o e . 

Volumen de elución: 

Solución de azul dextrán (Merck) O .1% 

Volumen interno: 

Solución de hidroxicobalamina 300 J'g/l ml 

U ltrafiltración: 

G .-, s nitróg eno (Industrias Franco). 

Agua deionizada pH 5. 2 
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Cromatografía de intercambio i6nico: 

Mescla No. 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

Carboxi-metil-celulosa ( CM-C) (Sigma). 

Dietil-amino-etil-celulosa ( DEAE-C) (Sigma) 

Soluci6n de ácido clorhídrico (Merck) 1.0 M. 

Soluci6n de hidr6xido de sodio (Merck) 1. O M 
y 0.1 M. 

Soluci6n de bicarbonato de amonio (Mallinck
rodt) 0.002 M, O.OlM y 1.0 M. 

Soluci6n de acetato de amonio (Mallinckrodt) 

0.01 M, pH 5.5., amortiguador (1) y O.l M 
pH 6. 2, amortiguador (2) de estas soluciones 
se prepararon las siguientes: 

Amo rtiguador 1 Amortiguador 2 pH 

250 ml 25 ml 5 . 50 

22 5 ml 25 m l 5 .60 

200 m l 50 m l 5 . 60 

175 m l 7 5 m l 5 .6 5 

150 ml 100 ml 5.70 

125 ml 125 m l 5 . 75 

100 ml 150 m l 5 . 80 

75 ml 175 m l 5.8 5 

50 ml 20 0 ml 6 .00 

2 5 m l 225 ml 6.15 

------ 250 ml 6.20 



I. -

II. -

III. -

IV. -

V. -

VI . -

VII. -

VIII . -

I X .-

X. -

XI.-

METO DOS 

Técnica para determinar la concentraci6n de 
de proteína. 

Electroforesis discontínua 

Determinaci6n de la concentraci6n de calcio 

Bioensayo 

20 

Técnicas de extracci6n y purificaci6n de proteínas 

Recolecci6n de tiroides 

Conservaci6n del material 

Elabo:raci6n del polvo de acetona 

Extracci6n de proteínas y esterilización 

F iltraci6n en gel 

Ultrafiltraci6n 

Crom a t o g rafía de intercambio i6nico -



21 

I. - Técnica para determinar la concentraci6n de proteína 

La determinaci6n se realiz 6 con la técnica de Hartree 

(54), que se basa en la producci6n de un complejo colorí-

do que forman los g rupos amino de las proteinas con iones 

cobre presentes, en medio alcalino , cu yo color se intensi-

fica con la presen cia del reactivo de Folin-Ciocalteau-fenol. 

Técnica: 

A un m l de la soluci6n de la muestra, se a g regaron O. 9 -

ml de la soluci6n A, se a gita ron e incubaron en baño M a-

ría a 51 ºe, durante 10 minutos, después de l o cual se en

o 
frfaron a 4 e también durante 10 m inutos; o .1 ml de la so-

lución B se añadieron con agitación, después de lo cual que-

dó en repo s o a temperatura a mbiente otros 10 minuto s ; 3 m l 

de la solución e recién prepc..rada, se a g re garon finalmente 

y se repitieron los pas o s de a gitaci6n , incubación y enfría-

m iento ; el producto colorido se le y6 a 500 nm contra blanco 

de reactivos. 

L a concentración de proteínas se obtuvo de s o lucione s -

de p olvo a concentraciones de 100 y 200 }lg/ m l de s olución 

salin a o con volúmenes O. 5 y 1 ml cuando la muestr a era -

líquida. 

El estudio de la técnica comprendió el espectro de abs o.E_ 

ción del producto colorido y su estandarización (presici6n, -

exactitud, sen sibilidad y especificidad). 
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Aunque no se llev6 control de calidad con ningún están-

dar, esta omisi6n se compens6 con la curva tipo determina 

da en cada .experimento. 

Espectro de absorci6n. - Se hizo con la reacci6n colorida de 

un estándar de 50 .flg de albúmina humana y un blanco de 

reactivos leidos contra a gua. 

Precisi6n. - Se determin6 por la reproducibilidad en diez 

muestras, con concentraciones de 80, 40 y 10 .flg de albúmi 

mina humana. 

Exactitud. - Obtenida por la recuperaci6n de proteína, a g re-

gada en c onc entraciones progresivamente crecientes, a una 

soluci6n de proteína de concentraci6n conocida. 

Sensibilidad.- Determinada por la curva tipo, descrita en la 

siguien~te tabla. 

Tubo No . Proteína Albúmina Agua Soluci6n Soluci6n -Soluci6n 
A B e 

p g 100 )lg/ml ml ml ml ml 

1 5 0.05 0.95 0 .9 o .1 3 

2 10 o .1 0.90 0.9 o . 1 3 

3 20 0 .2 0.80 0.9 o .1 3 

4 30 0.3 0.70 0.9 o .1 3 

5 40 0.4 0.60 0.9 o .1 3 

6 50 0.5 o.so 0.9 o .1 3 

7 60 0.6 0.40 0.9 o .1 3 

8 70 0. 7 0.30 0.9 o .1 3 
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Tubo No . Proteina Albúmina Agua Soluci6n Soluci6n Soluci 6n 
A B e 

9 80 0.8 0.20 0 . 9 o .1 3 

10 90 0 . 9 o .10 0 . 9 o .1 3 

11 100 1.0 0.9 0 .1 3 

12 1.0 0.9 0 .1 3 

Soluciones A. B, C, fueron ya descritas en el capítulo de 

Material, Secci6n 3. 

Especificidad. - Se estudiaron las interferencias que produ-

cen el ficoll como representante de carbohi~ratos , el dod~ 

cil sulfato· de sodio, de grasas y el ácido ribonucléic o, de 

los ácidos nucléicos; hacien do una soluci6n mezcla de e stas 

s ustancias más albúmina humana en concentraciones de t o -

das ellas de 100 ~/ml, en s oluci6n s alina fisiol6gic a (solu 

ci6n A), que se agreg6 a una soluci6n de albúmina humana 

100 jlg/ml (soluci6n B), en la forma siguiente: 

T ubo Soluci6n A Soluci6n B Con centraci6n te6rica 
No. final de protefna 

ml ml p g/m l 

1 o.o 1.0 100 

2 0.1 0.9 100 

3 0. 2 0 .8 100 

4 0. 3 0 . 7 100 

5 o .4 0 . 6 100 

6 0 .5 0 . 5 100 
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Tubo Soluci6n A Solucj.6n B Concentraci6n teórica 
No. final de Proteína 

7 0.6 0.4 100 

8 0.7 0.3 100 

9 0.8 o.z 100 

10 0.9 o .1 100 

II. - Electroforesis discontínua 

Es una método (55) de purificaci6n e identificaci6n de 

moléculas (proteínas), que se basa en la propiedad que pre-

sentan las proteínas de emigrar en un campo eléctrico a di_ 

fe rentes velocidades , en un soporte s6lido con. porosidad s~ 

lectiva como es el gel de poliacrilamida: La pos ición de la 

proteína sobre el gel puede detectarse en forma de discos -

coloreados por tinciones específicas para proteínas. 

El equipo necesar io para la r ealizaci6n de la técnica 

consta de: 

Una cámara electrofo r ética que está forma da por dos rec ipi_ 

entes cilíndricos, uno inferior de doble pared para circula-

ci6n rontínua de agua . que lo mantiene a temperatura cons -

tante ; un recipiente superior con 12 perforaciones , en las -

cuales se colocan los geles, y el vástago que en su extremo 

superior tiene el cátodo y el inferior el áno do. Los dos re-

cipientes c on t ienen la soluci6n a mortiguadora electrodo en -

donde los electrodos quedan sumergidos. 
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Una fuente de poder con capacidad de 300 volts y de -

1-125 m.i.\. 

Una g radilla para tubos con nivel, y una lámpara fluo-

rescente (de gas ne6n) que se utiliza para fotopolimerizar. 

Preparaci6n de los Geles: 

l. - Sellar con parafilm los tubos de 10 cm x 6 mm 

2.- Agregar 0.1 ml de soluci6n de poro gran de a los 
tubos. 

3. - Poner la muestra de 100-200 ,,P g de proteínas en 
polvo. 

4. - Borrar el menisco con a gua, con ayuda de una 
micropipeta. 

5. - Fotopolimerizar 20 m inutos. 

6. - Eliminar el a gua de cada uno de los tubos. 

7. - Lavar con soluci6n de poro grande y escurrir. 

8. - Agregar soluci6n de poro grande O. 2 m l 

9. - Fotopolimerizar 20 minutos. · 

10 .- E scurrir el a gua y lavar con soluci6n de p o ro 
pequeño. 

11. - Llenar el tubo con soluci6n de poro pequeño. 

12. - Borrar el menisco. 

13 . - Polimerizar 45 minutos. 

14.- Los g eles se guardaron en el cuartofrio(4° C) 
para continaar al siguiente día. 

Electroforesis: 

15 . - C c l ocar los ge les en la cámara, con la muestra 
hacia arriba. 
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16. - Poner una o dos gotas de amortiguador electrodo 
en el extremo inferior de los tubos de los geles, 
con el fin de que no haya burbujas que se opongan 
al paso de la corriente. 

17. - Repartir la soluci6n amortiguador electrodo en -
los compartimientos de la cámara electroforética. 

18. - Poner 2 ml de soluci6n de azul de bromofenol -
al O .001% en el compartimiento superior. 

19. - Colocar la tapa de la cámara y conectar en los -
electrodos correspondientes, nivelar y conectar a 
la fuente de poder; se aplica un voltaje inicial de 
2mA por tubo de gel durante 2 minutos, y después 

se aumenta a 5 mA por tubo. 

20. - Detener el paso de la corriente cuando el disco -
de bromofenol (frente de referencia), llegue a una 
distancia de 1 cm del extremo inferior del gel. 

Fijaci6n de proteínas: 

21.- Poner los geles en ácido tricloroacético al 12.5% . 
30 minutos con agitaci6n mecánica . 

Tinci6n: 

22. - Poner los geles en 20 ml de colorante azul de 
Coomasie, 1 hora 15 minutos. 

Decoloraci6n: 

23. - Pasar los geles por agua y colocarlos por sepa
rado en 20 ml de ácido tricloroacético al 10% . 
24 horas. 

Montaje de Gel es: 

24. - Pasar los geles momentáneamente en formol al 
2% y montar en tubos de vidrio de 10 cm x 9 
mm 

25.-Sellar los extremos del tubo c o n parafilm, cui
dando que no queden burbujas de aire , y conser
var los geles en la obscuridad. 
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III. - Determ inación de la con centración de Cale io. 

La determinación de calcio ( 56) por absorción atóm ica 

se basa e n la propiedad q u e p r esentan l o s compuestos de 

calcio de abs o rber luz de longitud de onda característica 

producida por ma lám para de cátodo hueco, cuando se -

encuentran disociados en átom os de calcio libre por el -

efecto de una flama. 

La m edición se lleva a cabo con un espectrofot6metro 

de absorci6n atómica Unicam Sp 90, que con sta de: 

Una lámpara de cátodo hu.eco que es dd m etal que va 

a · analizarse y es diferente para el análisis de cada metal 

y que produce luz de una longitud de onda específica. 

Un quem ador de pre mezcla q ue tiene por fun c i6n m es

clar los gases de c ombustión (a i re y acetileno) con la mu 

estra a n tes de ser qu e m a dos . 

Un s i s t e m a de atomización por m edio del c ual l a mue~ 

tra es int ro ducida al quemador, q ue t i e n e por fun ci6n rom 

per la s oluci6n en finas gotitas p ara provocar e l estado de 

disociación de los átomos . 

U na hendi du ra de entrada que reduce al m ínimo la di s

persión de la luz, la qu e a l a t raveza r el monocromado r a 

su vez proporc iona un r a ngo de luz espec t ral pur a . 

Un fotomultiplicador que convierte la e n erg ía l umino sa 

a eléctrica y amplifica ésta p a r a move r un dispo siti v o de -

lectura o un re gistrador. 
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Es esquema sig uiente muestra las partes fundamentales 

del aparato. 

c 

A B D 

\ 

' 
E F G H I 

(A) Cátodo hueco, (B) Hendidura, (C) Llama, ( D) Atomizador, 

(E) Hendidura de entrada, (F) Monocromador, (G) Hendidura 

de salida, (H) Fototubo, (1) Detector. 

Las condiciones del aparato para la realización de la -

medición son: 

Longitud de onda 

Rendija 

F iltro 

Corriente de la lámpara 

Mechero 

Altura del mechero 

Gas 

Aire 

422 . 7 mu 

0.008 mm 

2 

12 mA 

10 cm acetileno 

1.0 cm 

Acetileno con pres10n de 
O. 7 Kg/ cm2 y flujo 
1500 cc / min 

2.1 Kg/cm2 y flujo de 
5 l/min 

Experirhentalmente se determinó el ran go de long itud de 

onda en que hubo abs o rción. 
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P r epa r a ción de la c u rva tip o: 

M a traz de S o l Ca EDI'A - N a A f orar con C a C a 
100 ml N o lOO m g/l 3 . 7 5% H 20 deio- m go/o mEq/ l 

m l m l ni za da 
100 m l 

1 20 11 2 . 5 1 25 

2 2 20 11 5 o 2.50 

3 3 20 11 7 5 3 7 5 

4 4 20 11 10 . o 5 00 

5 5 20 11 12 .5 6 23 

6 6 20 11 15 .0 7.50 

~:\'. 7 20 11 

':' Blanco de r eactivo s. 

Prepa r a ción de l o s p r ob lemas : 

Se p r epa r ar on con O. 4 m l de s ue ro m ás 9 . 6 m l de s ol u ci ón 

de E DI' A-Na 4 al O. 75 % y a g ita c ión. 

E l apa r ato s e a ju s t ó con el b lanco d e r e a c tivo s al ce 1· 0 de 

D. O. (Den s ida d op tic a ) , p a r a l eer l o s e s t á nda re s y l a 

m uestra p roblem a e n t r e 420 y 424 nm . 

E sta n dar i zación de la t écnica: 

E l e s tudio comprendió l o s s i guie n tes expe rimentos: 

E spectro de A bs o r ción : Con u n a muest r a de s u ero prepa r a-

da pa r a c a lcio , se le yó (D. O.) a d ife r e n tes l ongit u des de -

on da, des d e 300 - 500 nm 

Precisión del apa r a to: S e obtuvo c on l as l ec t ura s rep etidas 

diez veces c a da 3 m i n uto s de c a da un o de l o s p unt o s de la 

curva t ip o. 
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Selección del producto biológico: Se estudió la concentración 

de calcio en 0 . 4 ml de cinco muestras de suero, plasma y 

desproteinizado de sangre humana . El plasma se obtuvo de 

sangre tomada con heparina (anticoagulante) y el desprotei

nizado con la técnica de Folin-Wu: Por cada ml de sangr e 

se adicionaron 8 ml de ácido sulfúrico 1/12 N; enseg uida -

se a gitaron y se agregó 1 m l de tungstato de sodio al 10% , 

y finalmente se a gitó y filtró. 

Determinación del volumen del suero: Con la concentración 

de calcio por triplicado e n vol úmenes de O .4, O. 2 y O .1 m l 

Efecto del tiempo: Las concentraciones de la curva tipo se 

leyeron al tiempo O y a · las 24 ho ras. 

Curva t ipo: Se hicieron tres curvas que comprendieron c og 

centraciones desde O.O a 15 mg/100 ml. 

Precisión de la técnica: Determinada por la reproducibili

da d de l a conc entración del calc io en diez m uestras del 

mis mo s uero. 

Exactitu d de la técnica: Se obtuvo por la recuperac i ón del 

calc io afia di do a un suero pre viamente dializado con E DT A 

Na4 1 rnM (para eliminar calcio) y con a dición de sol ución 

stock de calcio 100 mg/l, e n las p ropo rciones siguie ntes: 
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Muestra Suero dializado Calcio agregado Valor teórico 
Ca Solución 100 mg/l Ca 

No. (ml) mg/ml de Ca mg/6 ml 
ml Ca (mg) 

1 6 o .016 o º·ºº o . 0 96 

2 s 0.080 1 o .10 o .18 

3 4 0.064 · 2 0.20 0.26 

4 3 0.048 3 0.30 0.3S 

s 2 0.032 4 o .40 0.43 

6 1 o . 016 s o.so 0.S2 

7 o º·ºº 6 0.60 0 .60 

Sensibilidad de la técnica: Experimentalmente corresponde 

a la curva tipo: 2.5, S, 7. S, 10 12. S y lS mg % de calcio. 

Especificidad de la técnica: Se hizo · con el mismo suero -

dializado ya descrito, al que se agregaron concentraciones 

de diferentes electrolitos como se indica a con tinuación: 

Tubo No . 

1 

2 

3 

4 

s 

Suero dializado Na Cl K Cl 
12 mg/ml O. 31 mg/ml 

ml ml ml 

1 

1 1 

1 1 

1 

1 1 1 

Mg c12 
O.OS mg/ml 

m l 

1 

1 
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IV - Bioensayo: 

Este método se realizó en base a las técnicas ya infor

madas en la literatura por Hirsch (8), Kumar (57), Schlue

ter (58), Cooper (59) y de acuerdo a las condiciones del 

laboratorio . 

El método se base en la hipocalcemia que la hormona -

( Calcitonina) produce una hora después de su administración 

por vía intravenosa en r atas machos y/ o hembras de 1as 

cepas Sprague- Da.wley y Long-Evans . 

Se utilizaron ratas de 100-\50 g , en ayuno durante 18-

20 horas, pero con admini stración de agua corriente ad-li~ 

bitum . La sustancia problema se administró en la vena 

caudal con a guja de número 27 x l / 2 pulgadas, en O . 5 ml -

de solución salina fisiol óg ica (control O. 5 ml de solución -

salina únicamente), después de haber producido vasodilata

ción y aclaramiento en la cola de la rata p or medio de la 

aplicación de xilol. 

Una hora después de la inyección se anestesiaron lige

ramente con éter, se abrió la cavidad abdominal y se san 

graron de la arteria aorta con a guja del número 21 x 1/2 

pulgadas. El objetivo de la anestesia e r a mantenerlas vivas 

para que la presión sangu fnea proporcionara el máximo vo

lumen de sangre. 

La sangr e coagulada se centrifug ó a 1000 g durante 15 

minutos; el calcio se determinó en el suero así obtenido . 
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Tanto para el control como para los problemas se uti-

lizan grupos de cinco animales. 

Estandarizaci6n del bioensayo: 

Estudio de la alimentaci6n basal: Las ratas se sometieron 

a diferentes condiciones para estudiar el efecto de la ali-

mentaci6n basal sobre los niveles de calcio en el suero. 

1. - Ratas alimentadas con dieta normal (Purina) 
antes de la prueba. 

2. - En ayuno 18-20 horas con administraci6n de 
a gua corriente. 

3. - En ayuno 18-20 horas con administraci6n de 
soluci6n glucosada al 6% . 

4 . - Ayuno total durante 18-20 horas. 

5. - Ayuno 18-20 horas con administraci6n de 
a gua deionizada libre de calcio. 

Selecci6n del sexo: Se hicieron determinaciones de los ni-

veles de calcio en suero de hembras y machos s ometido s a 

las dietas ya sefialadas. 

Selecci6n de la dosis: De datos t omados en la literatura, -

que o scilaron de 5-100 ;ig de proteína, se seleccionaron las 

dosis de 17, 34 y 68 pg de proteína; cuando se encontr6 el 

primer polvo con actividad biol6 g ica que fue el de la clave 

4Q-S-I, se probaron las dosis de 5, 7, 10, 14, 21, 28 y -

40 p g de proteína, de las cuales se seleccionaron las do -

sis para posteriores bio e n sayo s. 
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TECNICAS DE EXTRACCION Y PURIFICACION 

V. - Recolecci6n de material biológico: 

Se recolectaron nueve lotea de :material biol6gico (tiro_i 

des) para la realizaci6n de loa eJq>erimentos. 

Los lotes 1, 2, 5, 6, 8 y 9 (lC, ZC, 5C, óC, 8C, 9C), 

se obtuvieron de cadáveres del Hospital General del Centro 

Médico Nacional, c_inco horas des~~· de la muerte, duran

te la autopsia de pacientes que fallecieron de diferentes pa

decimientos . 

El material de los lotea 4 y 7 (40 y 7Q) se obtuvo de 

tiroides extirpadas quir1Írgicam.ente en el Hospital de Onco

logía y Hospital General del Centro Médico Nacional, inme

diatamente después de la interve n ción. Este material estuvo 

constituido por adenomas y carcinomas. 

El material del lote 3 ( 3C) se obtuvo de tiroides de ca

dáveres del Servicio Médico Forense, unas 8 horas después 

de la defunci6n , durante la autopsia. El tejido obtenido fue 

de personas aparentemente sanas, que murieron por acci

dente o agresi6n. 

Todo el material recolectado fue de adultos de ambos -

sexos. 

VI. - Conservaci6n de material biológico: 

El material recolectado y mantenido a 4° C durante las 
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prime r as 12 horas, se lav6 con solución fisiol6gica, se lim 

pi6 eliminando las glándulas paratiroides, la mayor parte -

de tejido adiposo y tejido conectivo superficial; en seguida 

se cort6 en pequeftos trozos. 

La conservaci6n se hizo: 

a). - En acetona a 4 ° e, lo que tuvo por objeto 

la eliminaci6n de lfpidos del tejido para la 

fácil elaboración del polvo de acetona (PA). 

El procedimiento se aplicó a los lotes le, 

se, 6e, se. 

b). - En congelación que evitó la desnaturaliza

ción de las proteínas hasta la elaboraci6n 

del polvo de acetona. El tejido recolectado 

se congeló rápidamente con hielo seco gu

ardándose posteriormente en un congelador 

a -30 ºe ; por este procedimiento se conse.!:. 

va ron l o s lotes ze , 3e, 4Q, 7Q y 9e. 

VII. - E laboraci6n del polvo de acetona: 

Tiene por obj eto eliminar la mayor parte de lfpidos pr~ 

sentes e n el tejido por medio de solventes orgánicos (aceto

na y éter). 

El ~eji do con servado en acetona o en congelación, se p~ 

só y molió en un a licuadora con 50 ml de acetona previa- -
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mente enfriada con hielo seco por gramo de tejido, durante 

1 minuto a alta velocidad. En un vaso de precipitados se -

agit6 con agitador magnético durante 10 minutos y centrü~ 

g6 a 1000 g durante 15 minutos. La operación se repiti6 -

tres veces más sobre el residuo, y la deslipidizaci6n final 

se hizo con éter fri6 (100 ml/g de . tejido). 

El tejido deslipidizado se extendi6 sobre papel filtro P!. 

ra permitir la evaporaci6n de los solventes residuales a -

temperatura ambiente durante 20 horas y se guardo en un 

desecador hasta peso constante. 

Todos los lotes se trataron con este procedimiento a -

excepción del lote 4Q, que se congeló y molió en un moli

no de carne y los lotes lC y 2C que no se centrüugaron, -

sino que se filtraron al vacío para eliminar los solventes. 

VIII. - Extracci6n de proteínas y esterilización: 

De los nueve lotes reducidos a polvo de acetona, cinco 

de ellos (lC, 2C, 3C, 4Q, 9C) se sometieron a los si gui-

entes procedimientos de extracción: 

a).- Extracci6n salina con KCl (52) basado en la propiedad 

de que tienen las sales neutras (KCl) a concentraciones -

bajas ·de incrementar la solubilidad de muchas proteínas -

por el fenómeno llamado desalaz6n (salting-in), que es fu~ 

ción de la concentración de la sal y el número de cargas 

y especies i6nicas en solución. Los efectos del desalaz6n 
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son causados por la tendencia de los grupos no disociables 

de la proteína a ionizarse. 

Para cada gramo de polvo de acetona se agregaron 30 

ml de una soluci6n de KCl O. 3 M - tio etanol O. 01 % con -

lo que se agit6 en agitador mecánico durante 4 horas, a -

4 ° C; a ésto sigui6 una centrifugaci6n a 34, 800 g , durante 

15 minutos. El residuo se extrajo tres veces más con el 

mismo solvente y con agitaci6n de 4, 2 y 1 hora; además 

se hizo una extracci6n final con a g itaci6n durante toda la 

noche (16 horas). 

La mezcla de todos los sobrenadantes se pas6 por fil-

tro Millipo re (previamente esterilizado), el cual está for-

ma do por un prefiltro y la mem l.> rana Millipore de O. 2 5 ,/". 

E l s obrenadante se conserv6 a 4 ° C en condiciones estéri 

les. M ie nt r as tanto el residuo se coloc6 en bolsas de ce-

l ofán y dializ6 durante 72 horas con agua de ionizada, re-

n ovada cada 24 horas hasta eliminar las sales, después -

de lo cual se liofiliz6 y conserv6 un desecador a 4°C. 

Asf se precesaron los lotes lC, 2C, 3C y 4Q. 

b). - Extracci6n con solventes organicos ( 35). - Esta técni-

ca se basa en el efecto que tienen los solventes organi-

cos (n- butano!) de reducir la constante dielectrica de las 

soluciones acuosas de proteínas, disminuyendo la solubili-

dad en a g ua de la mayor parte de proteínas, hasta el -
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extremo de precipitarlos. Lo que se explica por la compe

tencia del .solvente para atraer las moléculas de agua lle 

van do la proteína a su punto isoeléctrico (P. l.). 

40 g de polvo de acetona del lote 9C (9C-B-PA), se mo 

li6 en licuadora con la mezcla de extracci6n (butanol-ácido 

acético-agua) utilizando 20 ml por gramo de polvo, durante 

30 segundos a velocidad máxima. Se agit6 durante 18 horas 

con agitador mecánico seguido de centrüugaci6n a 700 g 

15 minutos a 4°C. 

El resíduo (R) se dializó, liofiliz6 y conserv6 a 4°C. -

Al sobrenadante se agregaron 80 g de ácido silícico 

para elimin a r partículas contaminantes. Se agit6 durante 1 

hora y centrüug6 a 700 g 15 minuto s a 4°C . 

El paso sigu iente de esta técnica implicaba una evapo

raci6n del b uta nol a 30°C y a l alto vacío , condici6n que no 

fue posible realizar en nuestro la b oratorio . Por este moti

vo esta t é cnic a fu e aban donada. 

IX. - Filtraci6n en gel. 

E s un procedimie nto crom.atográfico (60), que p e rmite 

la separa ci6n de s u s tanc ias {p r oteínas) s e gún e l tamaño m o 

lecular; esta técn i ca se real iza c on un soporte inerte que -

en n uestro p rocedimiento fue e l sephadex, que es una polis~ 

cárido fr abricado en forma de esfe ras, qu e al estar hidra

tado y e m paqu etado en una colu.mna forma e spacios entr e -

las esferas y dentro de las nrism as, por donde l as sus tan-
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cias son seleccionadas y transportadas por el eluyente (agua}, 

la velocidad del transporte depende del tamaño de las sustan

cias retenidas por los espacios del sephadex. 

Los sobrenadantes (S) obtenidos de la extracci6n se filtra 

ron en columnas empacadas con sephadex, previamente hidra 

tado a baño Marfa durante cuatro horas. 

Montaje de la columna: La colurrlJ1a se nivel6 con nivel -

de burbuja; las burbujas de aire que podían haber quedado 

bajo el s op orte del lecho se eliminaron , inyectando a gua con 

una jeringa en la salida de la columna; se cerr6 esta y la -

suspensi6n de sephadex se dej6 escurrir por la s paredes; cu

ando el gel se habfa sedimentado, se abri6 l a columna p ara 

que el líquido por arriba de la column a del gel fluyera , pero 

se dejó una pequeña c apa de líquido por encima de ella; des

pués de a g itar suavemente con varilla de vidrio l a parte s u

perior d e l a columna del gel s e continu6 a gre gando la suspe~ 

s i6n del sephadex y se r epitie ron los mi s mo s pasos cuantas 

v eces fu e n ecesario hasta obtener la altura de c olumna de gel 

que s e deseaba; el agua se dej 6 flui r a t ravés de la columna 

duran te 24 horas para obtener l a estabilizaci6n del l echo (S.!: 

phadex hidratado y empaquetado) . 

Aplicación de la muestra: - E l sobrenadante se aplic 6 en un 

volumen del 5 al 20% del volumen total de l a c olumn a de gel, 

después de e l iminar e l líquido por encima de l a misma; l a -

muestra que se dej6 resbalar cuidadosam ente por la par ed 
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de la columna, penetró al lecho, después de .. lo cual se apl!_ 

có en la misma forma una capa de eluyente (agua deioniza

da) y se permitió su flujo. 

La columna se adaptó a un colector de fracciones con -

Uvicord y graficador. 

Parámetros de la columna.- Cuando el sephadex está emp~ 

quetado en una columna, consta de dos frases: el solvente 

dentro de las partículas del sephadex y el solvente que es

tá entre las partículas . 

Para con o cer el mecanismo de filtración en g el y poder 

caracterizar las propiedades cr omatográficas de las sustan 

cias se deben conocer los componentes del lecho de la co- -

lumna . 

Tres componentes contri bu yen al volumen total del lecho 

(Vt:;; Volumen total): el volumen entre las partículas del gel, 

llamado volumen de exclusión o vacío -(Yo ) , el volumen del 

solvente d entro de las partículas del g el, llama do volumen 

interno (Vi), y el volumen de la matriz del g el (Vm) . 

P o r l o tanto, el v o lumen total del lecho es igual a: 

Vt• Yo ~Vi 4- Vm (1) 

Se puede considerar entonc es que el volumen total es 

igual al volumen de la columna o cupado por el lecho más -

el volumen de la m atriz de éste . Des de el punto de vi sta -

práctico , e l volumen total se puede calcular con la fórmula 
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el volumen de un cilindro, ya que el espacio ocupado por -

la matriz es muy pequeño. 

El volumen vacfo (Yo) puede ser establecido cromatogr_! 

ficamente sobre el gel empaquetado, . con una sustancia de -

peso molecular alto, como el azul dextrán con un peso mo

lecular promedio de 2. 000000, el cual no puede entrar a la 

partícula del gel. El volumen que sale de la columna desde 

el inicio de la aplicación de la sustancia y la aparición de 

ésta en el •luyente, corresponde al volumen vacfo. 

El volumen interno (Vi) está relacionado a la porosidad 

del gel y se determina también cromatográficamente utili

zando una sustancia de bajo peso molecular, como es la vi 

tamina B 12 ó hidroxicobalamina, cuyo peso molecular es -

de 1. 355 . El volumen de eluyente que sale desde la máxima 

concentración del azul dextran hasta la máxima concentra-

ci6n de la B 12, es el volumen interno (Vi). 

Tanto el volumen vacío como el interno, se determinaron 

simultáneamente con una muestra de azul dextrán al O .1% con 

300 pg de hidroxicobalamina en un volumen total de 2 ml. 

Con estas tres variables Vt, Yo, Vi, podemo s despejar 

Vm de la escuación (1) en donde Vm • Vt - (Vo + Vi) 

Parámetros de la sustancia. - En realidad solo el volumen de 

eluci6n (Ye) es una constante particular de la sustancia que -
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corresponde al volumen del eluyente, desde la iniciaci6n -

del procedimiento hasta la múima concentraci6n de la sus 

tancia que es separada. 

Se llama volumen de separaci6n (V s), al volumen de 

elu yente comprendido entre la má.xi.Ina concentraci6n de 

dos sustancias. 

El comportamiento de una sustancia se puede expresar 

por la constante disponible (K av) que depende de la rela-

c i6n entre el volumen de eluci6n de la sustancia y el volu 

men total con el volumen vacío: 

Ve - Yo 
K a-v: 

Vt - Vo 

Estudio de Sephadex. - Para seleccionar el tipo de sepha-

dex que debería utilizarse, se estudiaron los sephadex 

G-100, G-75 y G-50, a los que se aplicaron muestras de 

10 y 20 ml en columnas de 2. 5 I 38 cm Con el sep~ 

dex G-50 que di6 el mejor patr6n se e1tudi6 el comporta-

miento de una columna de 2 . 5 I 90 cm para aumentar el 

volumen de la muestra . 

Experimento para conocer el comportamiento de una molé 

cula pequeña. - En una columna de 2. 5 x 90 cm de seplla-

dex G- 50, se estudi6 el comportamiento de la insulina 

marcada con 1
125 

(101, 585 c. p. m.) que tiene un peso 

molecular de 6000 muy cercano al de la proteína en es~ 

dio agregada a 25 ml de sobrenadante del lote 2C-S. Las 
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dos fracciones obtenidas (l moléculas grandes y II molécu 

las pequef\as) se dializaron, liofilizaron y conservaron a 

4º c. 

X. - Ultrafiltración: 

La ultrafiltración es una técnica (61) de separación s~ 

lectiva de partículas en suspensión de acuerdo a su peso 

molecular. 

El equipo para la realizaci6n de esta técnica constaba de: 

Las membranas de ultrafiltración previamente lavadas 

para eliminar la glicerina que contenían,; se colocaron en 

la base de las cámaras de agitación que contenían el Uqu} 

do que se iba a filtrar. La cámara se conectó a un reci

piente cuando el volumen exedía del volumen de la cámara, 

el recipiente o la cámara se conectaron a una fuente de -

gas nitró r- eno , con presión controlada. 

La fracción II se pasó sobre membrana XM- 50 (límite 

de exclusión 50, 000) , cuyo filtrado obtenido es pasado por 

PM-10 (Umite de exclusión 10,000) y el filtrado obtenido -

finalmente se pasa sobre UM-2 (Límite de exclusión 1, 000). 

Los sobrenadantes concentrados en cada una de las mem

branas se lavaron finalmente con 500 ml de agua d~ioniz!_ 

da para eliminar sales residuales. En los lC-S-II, 2C-S

II, la fracción Il solo pasó por PM-10 y UM-2; y en 3C-S 

y 40-S-II por XM-50, PM-10 y UM-2. 
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XI. - Cromatografía de intercambio i ónico: 

Es una técnica de separación que aprovecha las diferen 

cías en propiedades ácido-básicos de las sustancias (protef 

nas)Jcon la utilización de un a fase estacionaria (resina i n -

tercamhiadora de iones) a las que se unen selectivamente -

las proteínas y una fase Hquida (s olución amortiguadora) que 

separa a s u vez (por variaciones de pH o fuerza iónica) se-

lectivamente las proteínas ya u n idas a la resina. 

L o s do s tipos de resinas que se utilizan e n este p r oce-

dimie n t o, s on de tipo a n i ónic o y c atióni co, l o q u e sign ifi c a -

que l o s grupos funcion ales de la r esina tien en estas carac-

terfsticas. 

En el presente trabaj o se u t ilizar on la D.EAE -C (Dietil-

a mino etil-cel u l o sa) que t iene grupo f unc ional 

R O - CH 
2 

CH 
2 

" N H - (C H ) 2 
2 5 

y la C M -C (carboxi- me til-celulo sa ) c uyo gr upo fun cional es: 

.. 
R C OO - Na 

En a mbas resinas R significa la m olécula celulosa y 

l o s g rupo s fun cionales e n la i onización s on: 

_coo y - N H,.. 

L a técn ica se guida para p u rificar en DEAE-C se basó 
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en la ya publicada por Barret (48) para Calcitonina Huma

na. Para CM-C fue la informada por Brewer (62) para -

Calcitonina Bovina. 

E s tas resinas requieren de un procedimie nto de lava

do para eliminar las impurezas y además deben activarse 

los grupos intercambia dores de iones. 

E l procedimie nto seguido consistió e n l o siguiente: 

A 100 g de DEAE-C se a g re gar on 3 litros de a gua y -

se a g itó durante 15 minutos; después de un a h o ra de sedi

mentación espontán ea se eliminó el sobrenadante que con

tenía las pequeñas partículas. 

El procedimien to se repitió cinco vece s , después de lo 

cual se añadier on 2500 m l de ác i do clo rhídri co l M; se 

a git ó duran te 15 minut o s y f i ltr ó e n tela de seda E ste la

vado ácido fue segui do de lavados con a gua bidestilada (pH 

5 . 8 ) , hasta que el f iltrado tuvo el m i s mo p H. Despué s se 

lav6 con 2500 ml de hidróxido de sodio, se a g itó y filtró 

y el lavado del a g ua se repitió hasta obten er el pH de la 

mi s ma . Finalmen te la celulosa se lavó c o n a mortiguador -

bicarbonato de a m onio 0.002 M, pH 7.5 hasta que se obtu

vo este pH en la suspen sión. 

E l lavado y activación de la CM-C se hiz o c on la mis

ma técnica, pero se cambió el orden de las s ol ucione s: -

prim ero el hidróxido de s odio l M y después el ácido clor

hídrico lM. El a morti g uador fue e n este caso acetato de 
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amonio O. 01 , pH 6. 2 . Ambas resinas se conservaron a 

4°C y con azida de sodio para prevenir la contaminaci6n. 

El montaje de la columna fue igual que el ya descrito 

para el sephadex pero en este caso se permiti6 que la co 

lum -ia alcanzara su equilibrio, el cual correspondió al 

momento en que el pH del eluyente fue igual al del amor 

tiguador inicial que entr6 a la colunma. 

La muestra correspondiente entre 5-ZOo/o. del p o lvo r~ 

tenido p or 1 g de resina (experim ento previo), se aplicó 

disuelto en el volumen mínimo (de l a 1 5 ml) del mismo 

amortiguado r inic ial. 

El s i stema c ompleto de eluci6n para DEAE-C compre!!_ 

di6 200 m l de cada uno de los a mo rti guadores sigui entes: 

amo rtiguador inicial bicarbonato de a monio 0.002M , p H -

7.5; O.lM , pH 8.0; l.OM, pH 8.5 y fi nalm e nte hidr6xido -

de sodio O. lM, pH 13 . 0 . Y para CM-C comprendió tam

bie6. 200 m l de amortiguador acetato de amonio de l o s si

guientes pH : amortiguador acetato de a monio pH 5. 5, 5. 6, 

5.65, 5·. 7' 5 . 75, 5.8, 5.85 , 6 .0 , 6 .15, 6 . 2 . 

Con e ste proce dimie nto s e purüicaron en DEAE-C l o s 

producto s de u ltrafiltraci6n: 

2C - S - ll - UM - 2 

3C - S - UM - 2 

3C - S - PM - 10 



3C - S --- XM - 50 

4Q - S --- UM - 2 

4Q -S- ll - PM - 10 

Y en CM-C sólo se purificó: 

4Q - S - ll - UM - 2 

47 
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RESULTADOS 

I . - Es ta ndarizaci6n de la técnica de determinaci6n de 
proteínas. 

II. - Estandarizaci6n de la técnica de electroforesis. 

Ill. - Estandarizaci6n de la técnica de determinaci6n de 
calcio. 

N. - Estandarizaci6n del bioensayo 

V. - Recolecci6n de tiroides 

VI. - Conservaci6n del material biol6 g ico 

VII. - Polvo de acetona 

VIII. - E xtracci6n de proteínas 

IX. - Filtracci6n en gel 

X. - Ultrafiltraci6n 

XI. - Cromatograffa de intercambio i 6nico 

XII. - Actividad de l o s productos por bioensayo 

XIII. -Electroforesis de l o s productos activo s 



RESULTA DOS 

I . - Estandarizaci6n de la técnica de determinación de 
proteínas . 
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El espectro de absorción del producto colorido en la -

técnica de determinación de proteínas, demostr6 que éste 

absorbió adecuadamente entre 425-600 nm, rango en que 

el blanco de reactivos no lo hizo, corn o puede observar-

se en la Figura No. l 

En la Figura No . 2, se present6 el experimento rea-

lizado con una c u rva tipo leída a diferente s l ong itu des de 

onda desde 500- 75 0 nm; las rectas extrapolables a cero 

s on las que se leyeron a 500 y 550 nm, y razón por la 

cual se seleccionó este rango corn o el m ás adecuado pa-

ra las lecturas de pr oteínas; t o do el trabajo posterio r se 

ley6 a 500 nm. 

L a precisi6n d e la técnica obte n ida con concentrado-

nes de 80 y 40 )lg/ml de proteína fue de 93-103% para la 

de 80 .fg y 91-101% para la de 40 ? g lo que dernostr6 que 

la reproducibilidad fue aceptable, como puede observarse 

en la tabla No. l. 

El análisis de la exactitud que se muestra en la Ta-

bla No. 2; demo st ró que a concentraciones menore s de -

20 ,Pg/ml de proteína, la recuperación fue menor del - -

100 % (10% men o r), y que por arriba de esta concentración 
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PR E CISI ON 

Tubo Proteína x-- Precisión Tubo P roterna x Precisió n 
.)lg/ml D . O . % Jlg/ml D . O. % 

1 80 0.1 9 93 1 40 0 . 10 101 
2 80 0.20 98 2 40 0.0 9 9 1 
3 80 o. 20 98 3 40 o . 10 101 
4 80 0.21 103 4 40 o . 10 101 
5 80 o. 20 98 5 40 o . 10 101 
6 8 0 0 . 21 103 6 40 o .10 101 
7 8 0 0 . 21 103 7 40 o .10 101 
8 80 0.21 103 8 40 o .10 101 
9 80 0 . 21 103 9 40 0 . 10 101 
10 80 o. 20 98 10 40 o .10 101 

--
M. 0.20 4 V• O. 00 7 cr" o. 0000488 M " O .0 99 llc0.01 11 .. 0 . 001 

Precisión de 93 a 103 % Precisión <l e 9 1 a 101 % 

TABLA NO . 1 



EXACT I TUD 

Mues tra Solución de Proteína Proteína agregada Valor teórico Valor experimental Exactitud 
No. 100 ug/ ml proteína proteína 

ml Proteína 91g ) ml )J.g )'-g )lg 3 

1 0 .1 10 o.os 5 15 13.5 90 
2 0.1 10 0.1 20 20 18.0 90 
3 0.1 10 0.2 30 30 30.5 102 
4 0.1 10 0.4 50 50 53.0 106 
5 0.1 10 0.6 70 70 76.0 109 
6 0.1 10 0.8 90 90 98.5 109 

TABLA NO . 2 
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1 a recuperaci6n fue menor de 9%. 

La sensibilidad de la técnica se presenta en la Figura 

No. 3, donde se observ6 que la máxima sensibilidad fue -

de 10 pg/ ml de protefua y la mínima de 100 }1g/ ml de pr~ 

teína; y que la dispersión de las lecturas para cada punto 

obtenido de 3 curvas tipo, fue muy pequefia. 

Estudios del mismo laboratorio que no se presentan en 

la Figura No. 3 habían demostrado que se perdía la line!_ 

ridad a mayo res concentraciones de 100 pg/ml , por lo -

que nuestro trabajo se Hmit6 al rango presentado en la -

Figura No. 3. 

La especificidad de la técnica en presencia de ficoll, -

dodecil sulfato de sodio y ácido nucléico demostr6 que a -

concentraciones menores de 30 ¡ig/ ml de las sustancias -

afiadidas no modificaron la lectura de las protefnas y que 

en cambio a mayores concentraciones hubo un aumento de 

la concentraci6n de las sustancias interferentes (Tabla No. 

3 ) . 

II. - Estandarizaci6n de la técnica de electrofo resis 

Los datos de estanda r izaci6n de la técni ca de electro-

foresis de proteínas para la albúmina fuero n los sigu ientes: 

Precisi6n de 100% 

Exactitud de un 99 % 



NH4 HC0 3 Na OH 

0 .002 M 0 . 01 M 1.0 M O. IM 
pH7.5 pH 8 .0 pH 8 .5 pH 1 3 

1 .7 l n m IV • • ...__. 
1.6 

E 
e 
o 1.2 

(a) (1) 

N 

o 

o 0.8 
ci Il' a II b mb 

0 .4 l 1 1 

20 40 60 80 100 120 140 Nºde tubo 

NH4 HC03 Na OH 

0 .002 M 0 . 01 M 1.0 M 0 . 1 M 
pH 7.5 pH8.0 pH8.5 pH 13 

0 . 8 
I Ir m 1 \/ 

E 
e 0 .6 
o ( b) 
(1) 

N 

o 

o 0 .4 
ci 

0.2 

20 40 60 80 100 120 140 Nºdetubo 

FIGUR A O. 12 
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FIGURA NO . 3 

•-CURVA No. 1 

6 - CURVA No. 2 
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o - CURVA PROMEDIO 



ESPECIFICIDAD 

Muestra A B Proteína (t) D. O. Valor exper ime ntal Interfe r encia 
No . (ml) (ml) ).lg/ml X ;.ig/ ml 3 

1 o.o l. o 100 0.21 102 - 2 
2 0. 1 0 . 9 100 0.21 102 -2 
3 0. 2 0.8 100 0.20 100 o 
4 0.3 0.7 100 0. 19 92 8 
5 0.4 0.6 100 0.18 86 14 
6 0.5 0.5 100 0.17 82 18 
7 0. 6 0.4 100 0.1 7 82 18 
8 o. 7 0.3 100 0.16 77 23 
9 0.8 0.2 100 0.15 72 28 

10 0.9 0.1 100 0.14 67 33 

A = Solución con concentración iguale s de ácidos nucléicos, ficoll, 
dodecil sulfato y albúmina (100 ug/ ml ). 

B :! Solución de albúmina (100 ug/ ml ). 

= Valor teórico 

TABLA NO . 3 



Sensibilidad, la máxima fue de 36 . 25 pg en 
O. 5 ¡.l y la mínima fue de 10 )11 
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Especificidad, dada por el colorante utilizado, 
que en este caso fue el azul de Coo massie. 

Que la técnica fue útil para la separaci6n e identifica-

ci6n de las proteínas contenidas en el tejido tiroideo , se -

demuestra en el esqueña No. 1, en el que se pueden a pre-

ciar los patrones electroforéticos correspondientes a un --

polvo de acetona, el sobrenadante inicial en la técnica de 

extracci6n y el residuo correspondiente. 

III. - Estandarizaci6n de la técnica de determinaci6n de 
calcio. 

Su estudio se inici6 con el espectro de absorci6n del -

calcio e n el aparato de absorci6n at6mica y como se puede 

observar en la Figura No . 4 los Hmites están entre 410 y 

435 nm , con u na m áxima absorci6n a 425 nm; sin embar-

go, fu e n ecesario ajustar diariamente el aparato , que es 

sen sibl e a c a mbio s de temperatura y a la disminuci6n de 

energ ía de la lám para, por lo que la long itud de ando os-

ci16 de 421 a 424 nm . 

La precisi6n del apa r ato, que se muestra en la tabla -

No. 4 fu e 94 al 99% . 

Aun q ue los datos de la tabla No. 5 demuestran, como-

era de esperarse, que el plasma tenía la mayor concentra 

ci6n de ~lcio, se elig i6 el suero como producto biol6gico 
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Espectro de Absorción de Calcio . 

FIGURA NO . 4 



PR F CISION DEL APARATO 

SOLUCION ESTANDARD <r PRECffION 
DE Ca mg% D.O. % 

2.5 o .025 0.002 94 

5.0 o .oso 0 . 001 99 

7.5 o . 074 o . 005 94 

10.0 0.0 99 0.001 99 

12.S o .123 o .004 97 

15.0 o .14 7 0 .003 98 

TABLA NO. 4 

tJ...¿i:.., ·1, 



SELECCION DE LA MUESTRA 

MUESTRA 

Suero 

Plasma 

Desproteinizado 

TABLA NO . 5 

Ca 
mg% 

10. 8 

11. 2 

2.3 
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de la rata para observar los cambios en los niveles de -

calcio, debido a que requería menos manipulaciones y 

porque los niveles de calcio en suero no fueron estadfsti 

carnente diferentes a los del plasma. 

Ya que el volumen de suero que se obtenfa de una ra 

ta de 100-150 g de peso corporal era muy pequeño, fue -

necesario encontrar el volumen mínimo de suero que pe.!:_ 

rnitiera una deterrninaci6n de calcio aceptable y corno pu~ 

de verse en la tabla No. 6, volúmenes de O .1 rnl fueron 

suficientes para ese prop6sito. 

Se dernostr6 que era recom endable hacer las lecturas 

de calcio en suero en el mismo dfa de la obtenci6n del -

producto, porque las lecturas disminuyeron discretamente 

si el producto se conserva 24 horas, aunque se conserva 

ra a temperaturas bajas . Esto se demuestra en la Figura 

No. 5, que corresponde a una curva tipo lefda a las 24 

horas. De todos modos la linearidad que presenta la cur 

va inicial no se perdi6 después de las 24 horas y de la 

misma figura puede estimarse que la sensibilidad máxi

ma de esta técnica fue de 2. 5 rng y la rnfoica de 15 rng% . 

La técnica tuvo una reproducibilidad del 99% , que se 

observa en la tabla No. 7 a excepci6n del tubo número 7, 

lo que puede deberse a errores manuales. 



SELECCION DEL VOLUMEN DE LA MUESTRA 

MUESTRA SUERO SOL . DE EDTA - Na4 O. 78 % Ca 

ml ml mg% 

1 0 . 4 9 . 6 10.5 

2 0 . 2 4 . 8 10.2 

3 o . 1 2..4 10 . 4 

TABLA NO . 6 





PRESICION DE LA TECNICA 

TUBO Ca PRESICION 
mgo/o % 

1 . 10 . 7 99 .0 

2 10.7 99.0 

3 10 .8 99.0 

4 10 .9 99 .0 

5 10 . 9 99.0 

6 10.7 99 .0 

7 10 . 6 99 .0 

8 10 . 7 99 .0 

9 10. 8 99.0 

10 10.8 99.0 

M : 10. 8 =º .011 V = O . 105 

TABLA NO . 7 . 
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En la tabla No. 8 se presentan los datos de recupera

ción, e n la que puede observarse que fue siempre superior 

al 100% (hasta el 7%), lo que puede explicarse por errores 

técnicos en la pesada de carbono de calcio. 

Aunque la técnica de absorción atómica para determinar 

electrolitos presupone que es específica para la sustancia -

en estudio, lo que depende de la fuente de energ ía ( Lámp~ 

ra) que es específiea en este caso para el calcio, se deci

dió c¡0mprobar si otros electrolitos que normalmente exis -

ten en el suero, modificaban los niveles de calcio, cuando 

ellos se agregaron en las concentraciones en que se encu

e ntr a n en el suero. Los resultados se presentan en la ta

bla No. 9, con lo que se demo s tró que el NaCl y KCl a u

mentaron en un 5% la densidad óptica; que el Mg C1z lo hiz o 

e n 10% y una mezcla de los tres e n un 25.% . 

IV. - E standarización del bioensayo. 

Con l o s diferentes patrones de alimentación utilizados, 

(tabla No . 10), no se obtuvo un cambio notorio de la cal

cemia, por lo que se decidió utilizar el esquema No . 2 -

que corresponde a ayuno y permitiendo tomar a gua corri

ente de la llave ad-libitu.rn. 

Por otro lado es aparente que las hembras tuvieron -

niveles más altos de calc io y aunque desde este punto de 

vista p odrían ser más útiles para hacer apar ente la hipo-



EXACTITUD DE L A TECNICA 

Muestra Suero dializado Calcio agregado V a lor teórico Valor experimental Recuperación 

No. Ca Solución de 100 rng/l de Ca Ca Ca 3 
(rnl) (rng) (rnl) Ca (rng) rng/6 rnl rng/6 rnl 

1 6 0.096 o 0. 00 0.096 0.096 100 

2 5 0.080 1 0.10 0.180 0.210 116 

3 4 0.064 2 o. 20 0.264 0.270 102 

4 3 0.048 3 0.30 0.348 0 .370 106 

5 2 0.032 4 0.40 0.432 0.480 111 

6 1 0.016 5 o.so 0.516 0.520 101 

7 o 0.000 6 0.60 0 .600 0.640 107 

TABLA NO . 8 



LA ESPECIFICIDAD DE LA TECNICA 

MUESTRA 

Suero dializado 

Suero dializado t Na Cl (12 mg/ml) 

Suero dializado t KCl (O. 31 mg/ml) 

Suero dializado + MgCl 2 (O. 05 mg/ml) 

S.D. + NaCl + KCl + MgC1
2 

TABLA NO. 9 

Ca 
mg3 

2.0 

2. 1 

2.1 

2.2 

2.5 

Incremento 
de D. O. 

3 

5 

5 

10 

25 



SELECCION DE LA ALIMENTACION BASAL Y DEL SEXO PARA 
EL BIOENSA YO 

EXPERIMENTO ALIMENTACION MACHOS HEMBRAS 
NO. BASAL Ca Ca 

mg% mg% 

1 Normal con purina 9.5 10.4 

2 Agua corriente 9.0 10.1 

3 Sol. glucosada al 6% 9.2 9 . 4 

4 Ayuno total 9.0 9.6 

5 Agua deionizada 9.7 9.8 

TABLA NO . 10 
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c alcemia, se decidió utiliza r l os m acho s, ya que por un 

lado las hembras s on m ás utilizadas e ,1 otro s bioe n sayo s 

(l o que di s m in uiría s u disp on ibil idad) y exisHa la posibi

lidad de t e n er va ria ciones d e l electrolito dependientes de 

la fas e de l ciclo sexua l de la rata , p or que l o s volúmenes 

y las conc entr a ciones de e le ctr olitos, así como de otros 

metabolito s presentan v a riacione s relaciona das a l o s nive 

les ho r rnanales que rig en o s on consecue n cia de la funci ón 

e ndócrina . 

Un a de las fases m ás lab o rio sas fue la de selección -

de la d ·.) Sis de l o s extractos, que era n ecesario aplicar a 

los a nimales para detectar una respuesta de hipocalcemia, 

se log ró fijar cuan do se tuvier on los productos relativa-

me n te p u rificados , ya que no se contaba c on un producto -

estándar . Los resultados de esta parte experimental se pr~ 

sen tarán e n l o s resultados del bioensayo . 

TECNICAS DE EXTRACCION Y PURIFICACION 

V. - Recolección de Tiroides. 

VI. - C on servación del m aterial biológico. 

E stas dos etapas del trabaj o sólo pueden valorarse en 

f un c ión del redimien t o que se obtuvo en polvo de acetona 

o de l o s de m ás produc t o s en l o s subsecuentes pasos de -

pur ificaci ón, estima dos en peso o en concentración d e pr_Q 

teína. 
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VII. - Polvo de acetona . 

Su ren dimiento en relación a su proceden cia (cadáveres 

o quirúr g ic o ), y a su medio de conservación (acetona o CO.!;! 

gelación) se muestra en la tabla No . 11 en la que puede o~ 

servarse que el rendimiento en p~so de polvo no fue muy -

düeren te entre el material procedente de cadáveres y el 

primero de los quirúrg icos que procedfa de tejido neoplási

co, mientras q u e el se gun do quirú r gico que di ó el m ás ba

jo r e ndimient o , notablemente diferente de l o s a nteriores , -

procedfa de tiroides c on padecimientos ben i gnos, prin cipal

mente b o cio s multinodulares. 

Aparentemente el medio de conservación más adecuado -

resultó ser la congelación, que dió un rendimiento de 20 % -

en promedio , mientras el del acetona fue de 18% . 

La valo ración en concentración de proteína (tabla No . 12), 

demuestra que el material quirúrg ico fue más rico en pro

teínas (4Q-PA y 7Q-PA), mientras que la congelación (2C

PA y 3C- PA ) permitió una mayo r conservación de los mis-

mos. 

VIII. - E xtracción de proteínas. 

Los sistemas de extracción se comparan en la tabla No . 

13, e n la que p uede observarse que el butano! tuvo rendim i 

ento :>puesto al del cloruro de potasio , tanto en el s obrena

dan te como en el residuo (9 C - B - PA - S vs 3C - PA -

S y 4Q - PA - S). 



POLVO DE ACETONA 

MATERIAL ACETONA C ONGELACION 
TEJIDO TIROIDEO PA TEJIDO TIROID EO PA 

g g 3 g g 3 

Cadáveres: 

IC-PA 30.1 6 22 

2C-PA - - - 20.8 4 20 

3C-PA - - - 171. 5 36 21 

SC· PA 26.3 5 19 

6C-PA 29.1 5 17 

8C-PA 30.3 5 16 

9C-PA 200.0 40 20 

guirúrgico: 

4Q-PA - - - 180 31 17 

7Q-PA - - - 7 0.5 7 

Rendimientos de polvo de acetona del material conservado en acetona y en congelación. 

TABLA NO . 11 



MATERIAL 

Cadáveres 

lC-PA 

2C-PA 

3C-PA 

5C-PA 

6C-PA 

8C-PA 

Quirúrgico: 

4Q-PA 

7Q-PA 

POLVO DE ACETONA 

CONCENTRACION DE PROTEINA 
ACETONA CONGELACION 

)lg/mg POLVO 

100 

60 

120 

270 

275 

490 

540 

350 

Concentración de proteína del material conservado en acetona comparado 

con el material conservado en congelación. 

TABLA NO. 12 
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En cuant o a la procedencia del m aterial sólo son com 

parables el 3C - FA - S y el 4Q - FA - S que tuvieron -

el mismo rendimien to en el sobrenadante pero un menor -

rendimien t o en el residuo del que procedía de cadáver. 

Los procedir .lientos de conservación (aceton a y congela

ción) no tie n e n expresión a nivel de la extracción, porque 

en el ún ico c onservado en acetona (lC - FA - S) que se pr_Q 

cesó hasta la extracción , no se t omó la m uestra represen

tativa del s obre n adan t e y re siduo q ue pe rmitir ía expresar -

s u rendimiento. L o mi s mo sucedió para el s obren adante del 

ZC - FA - S. 

En la tabla No. 14 p u ede ap r eciarse que el m aterial 

q u irú r gico fue m ás rico e n proteín a e n el s obren adante de 

la extracción, per o que n o hubo una nobable diferencia e n 

tre la extracción del butan ol (9C - B - FA - S) y el cloru 

ro de p otasio (3C - FA - S ). La o tra aparen te obser vación es 

que el s obrenadante fue en cualquie r condición m ás rico e n -

proteína que el residuo. 

IX. - F iltración en gel 

Los parám etros de una colum:1a de 2. 5 x 37. 8 cm con -

sephadex G-50, se presentan e n la figu ra No . 6 y se obser 

va que ~l volumen vacío (V o) fue de 60 m l y el interno (Vi) 

de 126 m l , lo que dió un volumen t o tal de 18 5. 5 m l 



EXTRACCION DE PROTEINAS 

M ATE RI AL CONCENT RACION DE PROTEINA 

s 
)lg/ mg Polvo 

R 

Cadáveres: 

lC-PA-S (Acetona) 

2C-PA-S (Congelación) --- 150 

3C-PA-S (Congelación) 490 115 

9C-B-P A-S (Congelación) 500 70 

Quirúrgico: 

4Q-PA-S (Congelación) 674 90 

Concentración de proteínas de los productos de extracción. 

TABLA NO . 14 
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Figura No. 6. - Determinaci6n de los v 6l umenes: V']) Voy Vi . E n -
columna de 2. 5 x 3 7. 8 cm , con Sephadex G- 50 . La -
muestra filtrada estuv o compuesta por 1 ml de Azul 
Dextrán al O .l "/o mas l ml de vitamina B1z(lOO mg ) . 
E l eluyente utilizado fue agua deionizada pH 5 . 6 y -
las fracciones recolectadas fueron de 2 ml. 
VT= 185 ml Vo = 60 ml Vi = 126 ml 
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Con estos datos s e proce di ó a a nalizar el com p orta m i-. 
e nt o del s obrenadante de uno de l o a loi:e s estu diados ( 2C- S) 

e n c ada una de las .;CJh.if<\n.as de seph a dex G - 50, G - 75 y G 

-100, cuyos resultado s se presen tan e n las Figuras No s . 7, 

8 y 9 . En las tres, la s u stanc ia se separó e n do s fracci o -

n es (I y II), de las c uales la q u e co rresponde al volumen -

externo fue la más abun dante m ie ntras que la q u e se eluyó 

e n el volumen interno fue mi..: y escasa. La separación de -

a m bas fracciones fue m ej or e n el sephadex G-50, por l o -

que se decidió utilizar este sephadex e n subsecuentes sepa-

racion es. 

Sin embarg o, como el sobrenadante tuvo que mantenerse 

durante tres sem anas en el cuarto frío, se observó que -

con el tiempo las propo rciones de ambas fracciones se in -

vertían , p o r lo que debe supon erse que las proteínas con -

servadas e n s o lución te r minaron po r fragmentarse . 

En la Figura No. 10 que c o rresponde a un a c olunma de 

2. 5 x 87 cm con sephadex G-50, se presenta el comporta

m iento de elución del mismo sobren adante (2C-S) en lfnea 

125 
contfnua y el de la insulina marcada con 1 (101, 585 c . 

p.m . ) en lfnea discontfnua. 

Como puede observarse las molécu las pequefias (fracció n 

II) coinc idiero n con las de la insulin a. L as otras dos f rac-

ciones de l a lfn ea disc ontfnua correspon de n a l a molécula -

de insulin a fr a gme n tada y al yo do libre. 
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Figura No . 7. - Filtraci6n en Se.phadex G-50 de 10 ml del sobr enadante - -
del l ote No . 2 (2C-S) , en columna de 2.5 x 37.8 cm, con -
VT= 185.5 ml, Vo = 60 ml y Vi= 120 ml. Las fracciones -
recolectadas fueron de 2 ml y el eluyente utilizado fue agua 
de ionizada pH 5. 6 . 
I:Ve: 144ml Kavde I.0 . 67 

Il : Ve = 19 2 ml Kav de Il = 1 .10 
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Figura No . 8. - Filtración en Sephadex G- 75 de 10 ml del sobrenadan
te del lote No . 2 (2C-S), en columna de 2 . ~ x 37 .8 cm, 
con V'!'- 185 . 5 ml, Vo-:. 60 ml y Vi-:. 126 ml . E l elu -
yente utilizado fue agua deionizada pH 5 . 6 y las fra -
cciones recolectadas fueron de 2 ml. 
I: Ve ,. 14 2 ml Kav d e I-:. O . 66 
II:Ve-1 80ml KavdeII.,_0.96 
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Figura No. 9. - Filtraci6n en S E phadex G-100 de 10 ml del sobrenadante -
del lote No. 2 (2C-S), en col umna de 2. 5 x 37 cm, con 
VT= 18 1 .3 ml, Va • 60 ml y Vi = 84 ml. E l eluyente utiliza 
do fue agua deionizada pH 5 . 6 y las fracciones recolecta -::
das fueron de 2 ml . 
I:Ve=l 50ml Kavde I=0.72 

II : Ve = 220 ml Kav de II = 1 . 30 
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nes recolectadas fueron de 5 ml. 
I:Ve:l65rnl Kavde I:0.05 

II : V e =· 3 50 ml Ka v de II = O . 61 



58 

Los resultados de este último experimento orientaron 

a explorar la fracción II como fuente probable de la cal

citonina buscada. 

En la figura No . 11 se presen tan los patrones de fil

tración en sephadex de los lotes lC, 2C y 4Q en la que 

se observa que e' patrón de elución de cada una de las 

fracciones no fue estrictamente reproducible aunque sr -

realizó separación de dos fracciones esperadas. 

Ya que los lotes lC y 2C sirvieron para explorar ca

da uno de los pasos de la técnica, los resultados corres 

pondientes a la ultrafiltración y a la crom atografía de -

intercambio iónico fueron muy pobres tanto en el rendi

miento del polvo como en concentración de proteína. Los 

resultados que se presentan a continuación corresponden 

a los l otes 3C y 4Q que se trabajaron normalmente a l o 

largo de toda la técnica y en el tiempo adecuado . 

Para un mejor entendimiento de la técnica en ambo s 

casos a continuación se presentan los esqueñas (2 y 3) -

de la técnica para cada lote. 

Com o puede observarse mientras que el lote 4Q pasó 

por filtración en sephadex , ese paso se omitió en el lote 

3C, por las razones que posteriormente serán indicadas. 
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2 . - ESQUEMA DE EXTRACCION Y PURIFICACION DEL LOTE 4Q 

Tejido tiroideo quirúrgico (congelado) 

Polvo de acetona 

1 
Extracción de proteínas 

KCl O. 3M, tioe tanol 0.13 pH 5. 5 30 ml/g 

Residuo 

I(a) 

I(b) 

II 

III 

IV 

Sobrenadan te 

E sterilización (Millipore ) 

Filtración en sephadex G-50 

' ' Fracción I Fracción II 

Ultrafiltración 

Croma to grafía 

DEAE-C 

XM-50 

PM-10 

UM-2 

Cromatografía 
en DEAE-C 

Cromatografía en CM -celulosa 

II 

IIIa 

IIIb 

IV 

Las fracciones en cada una de las etapas y productos finales se obtuvieron 
como polvos dializados y liofilizados. 



3. - ESQUEMA DE EXTRACCION Y PURIFICACION DEL LOTE 3C 

Tejido tiroideo de autopsias (congelado) 

1 
Polvo de acetona 

1 
Extracción de Proteínas 

(K Cl O. 3M tioetanol 0.13 pH 5. 5 , 30 ml/g de P A) 

1 

Residuo Sobrenadan te 

Esterilización (Millipore) 

Ultrafiltración 

II 

III Cromato rafia en 
DEAE-C XM-50 

IV(a) 
II 

IV(b) 
III 

IV 

J, 
Cromatografía en DEAE-C 

II(a) II(b) III III(b) IV 

Las fracciones en cada una de l(!s etapas y productos finales se obtuvieron 
como polvos dializados y liofilizados. 
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X. - Ultrafiltración 

En la table No . 15 se presentan los rendimientos en -

polvo de los lotes 4Q y 3C. Puede observarse que fue m!_ 

yor para el 3C (24. 5 g) lo que se debe a que en ese lote 

el sobrenadante no pasó por sephadex G-50. En cambio, -

los productos del lote 4Q provenfan de la fracción II del -

sephadex (9. 2 g) que n o contenía los elementos de la frac

ción I. 

C onviene hacer notar que el rendimiento de las molé

culas pequefias {3CS-PM 10 y UM-2) fue menor e n el ma 

terial que no pas ó por sephadex, mientras que cuando el 

producto inicial era ya de moléculas pequeñas, como era 

el caso del lote 4Q {PM-10 y UM-2), e l rendimiento de -

e stas moléculas aumentó. 

Por otro lado, tanto en el lote 3C como en el 4Q la 

co centraéión de proteína fue mi:.. y parecida, a excepción 

de las protefuas concentradas sobre la membra na de PM-

10, que fue s uperior en el lote 4Q. 

XI. - Croma t ografía de int e r c ambio i6nico 

Los datos de cormatograffa que a continuación se pr~ 

sentan se lim itan a l a DEAE-C, en la cual la fracción -

activa e s la pr imera e n se r eluida, según los datos de -

la lite ratura. La cormatog rafía de intercambio catiónico 



ETAPAS DE 
PURIFICACION 

4QS - 11 

S - 11 - XM -50 

S - 11 - PM - 10 

S-11 - UM-2 

3C - S 

S - XM - 50 

S - PM - 10 

S - UM - 2 

PRODUCTOS DE UL TRAFIL TRACION 

PESO DEL POLVO 
(g) 

9.2 

3.2 

l. 2 

0.4 

24. 5 

16.8 

0.7 

0.1 

RENDIMIENTO 
(3) 

100 

35 

13 

4 

100 

68 

3 

0.5 

PROTEINAS 
y.tg/mg de polvo) 

720 

850 

980 

450 

860 

825 

590 

426 

Los productos subrayados corre sponden a las fracciones con actividad biológica. 

TABLA NO. 15 
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( CM- C) también se utiliz 6 como primer pas o de este tipo 

de cromatograffa, para lo cual se utiliz6 la fracci 6n de 

la m e mbrana UM- 2 del lote q u irúr g ico . En vista .de que 

el resultado sobre este intercambiador i6nico no di6 un a 

aceptable separaci6n, todo el trabaj o posterior se hizo -

e n D.E AE-C . 

Como queda señalado en los esquemas (2 y 3) que co 

rrespon den a la técnica total de cada uno de los l otes 

( 3C y 4Q) los productos de ultrafiltraci6n en cada una de 

las m embranas se llevaron al intercam bio i 6nico . 

L a fi g ura No. 12 muestra com parativam e n te el patr6n 

cromatog ráfico de los productos concentrado s ob re UM -Z. 

Puede observarse que aunqu e tuvieron patron es muy sim_i 

la r es, existi6 una mejor in dividualizaci6n de las protefoas 

cua ndo ellas provenían del s obre nada nte total (3C-S-UM-2) 

q u e no pas 6 p or filtraci6n e n sephadex. E sto su g iri6 que 

existfa un mayor n úmero de fracciones protefoas e n el -

3 C-S - UM -2, q u e en el 40-S-II- UM -2 . 

L a comparaci6n de los resultados correspondientes a -

lo con centrado sobre membrana PM-10 q u e se presenta en 

la fi gura No . 13, demuestra que cuando el m aterial era -

quirúrgic o y procedía de la fracci6n II del sephadex se 

obtuvieron dos fracciones de escasa reten ci6n (la y Ib) que 

no aparecieron cuando el m aterial procedía de cadáver 



EXTRACCION DE PROTElliAS 

MATERIAL EXTRACCION PA s s R R 
g g % g % 

-
Cadávere~: 

lC-PA-S (Acetona) Cloruro de Potasio 6 . 5 750 ·º* 
2C-PA-S (Congelación) Cloruro de Potasio 4.1 690.0* -- o. 78 19 . 2 

3C-PA-S (Congelación) Cloruro de Potasio 36 .o 24 . 5 68 .o 4.38 12 .1 

9C-B-PA-S (Congelación) Butanol 40 .o 0 . 5 l. 2 36.00 90 . 0 

-
Quirúrgicos : 

4Q-PA-S (Congelación) Cloruro de Potasio 30 . 7 21.0 67 10 .10 32. 9 

* - rnl. 

Rendimientos en polv o de los productos obtenidos por extracción con cloruro de potasio y butanol . 

TABLA NO . 13 
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y del sobrenadante total. 

Finalmente e n la figur a No. 14 se presenta el pat r6n -

cromatográfico del p roduct o concentrado de XM- 50 que p r~ 

verira del sobrenadan te total y que no puede compararse 

con s u equivalente en material quirúrgico porque éste no -

lle g6 a realizarse. 

La comparaci6n de todos y cada uno de estos· productos 

entre sí sefiala que el sistem a f u e capaz de separar hasta 

cinco grup o s de proteínas y que existi6 una clara diferen

cia entre los productos que procedían de la membra n a PM 

-10 según provinieran de cadáver o m aterial qui rúrgico . 

En la tabla No . 16 se observan los r endimie n t o s (peso 

de l o s polvo s) de las fracciones de ultrafiltraci6n cua n do -

se llevaron a la cromatografía de intercambio a ni6nico - -

( DEAE - C) . E s evidente que el rendimiento de las molécu

las pequefias que se con centraron s ob r e UM- 2 fue el m is

mo independientem ente de su procedencia ; esto no sucedió 

con la fracción que se concent ró en PM-10 que fue de 

24% para el material que prove n fa de cadáveres y de 11% 

para el quirúr gico. Es cla r o también que el m ayor rend.!_ 

mie nto e n % lo dió la fracci6n retenida en XM-50, qu e en 

el caso de material de autopsia fue un resultado experi-

mental mientras que en el quirúrgi co el cálcu lo f u e te6ri 

co, ootenido por diferencia. 
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MATER IAL 

Cadáveres 

3C-S--UM-2-DEAE 

3C-S--PM-10-DEAE 

3C-S--XM-50-DEAE 

Quirúrgicos 

4Q- S-Il-UM -2-DEAE 

4Q-S-Il-PM-10-DEAE 

*4Q-S- II -XM-50-DEAE 

PRODUCTOS DE CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO 
RENDIMIENTO DE LAS FRACCIONES DE UL TRAFIL TRACION 

PESO DE LOS POLVOS 

PRODUCTO DE 
UF 

(mg ) 

64 

655 

16,800 

365 

1,150 

3 ,200 

F RACCIONES DE CROM ATOGRAFIA 
I II III IV 

(mg) 

1 l(a) l(a) 1 
l(b) l(b) 

- 57 90 13 

1,750 l, 250 6,700 1, 600(a) 
355(b) 

1 7 7(a) 2 
7(b) 

~ 1 41 23 
lO(b) 

- - - -

* Este producto no se llevó a cromatografía de intercambio iónico. 
* * Cálculo teórico 

Las cifras subrayadas corresponden a Los productos con actividad biológica. 

TABLA NO . 16 

RECUPER ACION 

% 

9 

24 

69 

7 

11 

(82 )** 
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E l a nálisis de la concent r ac ión de p roteína de los mi s 

mo s p roductos mue stra (tabla N o. 17), q ue despué s de la 

crom atog rafía , é sta f ue menor que el pr oduc t o de donde -

procedfa y demuestra tam bién que el sistema cromatog ra

fico separ ó el m ismo tip o de moléculas indepen dientemen

te de la fracción de ultrafiltración de q ue deriva ron. 

Ha s ta aho ra s e ha informado el rendimiento de cada -

p roducto a partir del q ue le precedió y e n las tablas No s . 

18 y 19 se tiene el ren dimiento e n peso de p olvo y p rotei

n a para todo s los productos, per o e n este cas o relaciona

dos al p ol vo de a c etona original, que se c onsi der ó como -

el 100% . L a tabla No . 18 s ugiere que el re ndimient o de la 

fracción acti va fue mayor para el m aterial que procedfa de 

aut ops i a . Sin e mbar go, debe reco rdarse que del m ater ial -

quirúrgico sólo se tomó para purificación e n i n tercambio -

iónic o la fracción II de la filtraci ón e n sephadex y es pro

bable que si se hubiera procesado la fracción I hubiera a

portado un m ayo r ren dim iento de prin cipio activo . 

E n cambio en la tabla N o . 19 puede notarse que la frac

ción activa en cromatog raffa de i n tercambio i ón ic o del m a

terial quirú r gico f ue más rico e n proteínas que el de autoE 

s ia , que no fue fracci onado por sephadex. 



PRODUCTOS DE CROMA TOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO 

MATERIAL PROTEINA EN EL CONCENTRACION DE PROTEINAS EN FRACCIONES 
DE CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO 

)lg/ mg de polvo I II rn IV 

Cadáveres 

3C-S- - UM-2 -DEAE 426 108 25(a) 376(a) 
256(b) 85(b) 212 

3C- S-·PM -10·DEAE 590 250 280 400 

3C-S--XM - 50-DEAE 825 250 720 710 540(a) 
560(b) 

Quirúrf?¡ico 

4Q - S-II -UM - 2-DEAE 450 342 214 512(a) 430 
450(b) 

4Q-S-II -PM-10-DEAE 980 620 (a) 150 500 540 
300(b) 

Las cifras subrayadas corresponden a los productos con actividad biológica. 

TABLA NO . 17 



PESO Y RENDIMIENTO D E LOS PRODUCTOS D E LOS LOTES 
3C Y 4Q 

ETAPAS DE PURIFICACION 

Polvo de acetona 
Sobrenadante 
Residuo 
S-1 
S-Il 
S-XM-50 
S-PM-10 
S-UM- 2 
S-II-XM- 50 
S-II-PM-10 
S-II-UM-2 
S-XM-50 - DEAE-C -I 

-DEA E -C-II 
-DEAE-C-III 
- DEAE-C-IV(a) 
-DEAE-C-IV(b) 

S-PM-10-DEAE-C-ll 
-DEAE-C-III 
-DEAE-C-IV 

S -UM-2 -DEAE-C-1 
- DEAE-C -II(a) 
- DEAE - C -II(b) 
- DEAE - C -Ill(a) 
- DEAE-C -Ill(b) 
-D EAE - C -IV 

S-II-PM-10-DEAE-C-!(a) 
-DEAE-C -I(b) 
- DEAE-C-II 
-DEAE-C-Ill 
- D E A E - C-IV 

S-II-UM-2-DEAE-C - I 
-DEAE-C-II 
-DEAE-C-Ill(a) 
-DEAE-C-III{b) 
-DEAE -C-IV 

AUTOPSIA 
3C ( 17 1 .5 g ) 

g % 

36. 0 100 
24.5 68 
4.4 12 

16 .8 47 
0 . 7 2 
0 . 1 0.3 

l. 7 5 
l. 2 3 
6.7 19 
l. 6 4 
0.4 1 
0.1!57 0 . 16 
0 . 090 0.25 
o .13 0 . 36 

< 0.001 0.003 
< 0 . 001 0 . 00 3 
< o. 001 0 .003 
< o .001 0 . 003 
o& o. 001 0 .0 03 
< o. 001 0 .0 03 

QUIRURGICO 
4Q ( 18 0 .o g) 

g % 

30 .7 100 
21. 7 67 
10 . 1 32 

2 . 1 7 
9. 2 30 

L~ 11 
1 . 2 4 
0 . 4 

0 . 053 o . 1 70 
0 . 010 0 .0 33 

<. o . 001 0.003 
0 . 09 1 0 . 133 
0.023 o .075 

~o . 001 0.003 
o .007 o .023 
0 . 00 7 o . 023 
0.007 o . 023 
0.002 0 . 007 

Las c ifras subrrayadas corresponden a l a s fracciones con actividad biol6gica . Lo s 
rendimientos de los polvo s e stán referidos a l polvo de acetona considerado como e l 
10 0 % . E l rendimrento del polvo de acetona aparti r del téjido tiroide o e s del 21 % 
pa ra e l l ote 3C y del 1 7 % para el lote 4Q . 

TABLA NO 18 



CONCE NTRACION DE PROTEINA EN LOS PRODUCTOS 
DE LOS LOT ES 3C y 40 

E T APA DE PURIFICACION 

P o lvo de acetona 
Sobrenadante 
Residuo 
S-I 
S-II 
S--XM-50 
S--PM-10 
S-UM-2 
S --II- XM-50 
S- -II-PM -10 
S--II-UM-2 

S-XM-50-DEAE-C-I 
DEAE -C-II 
DEAE -C-III 
DEAE -C-IV (a) 
DEAE-C-IV ,(b) 

S-PM-10- DEAE-C-II 
DEAE -C-III 
DEAE -C-IV 

S - UM -2-DEAE - C - I 
DEAE-C-II (a) 
DE AE-C-II (b) 
DEA E -C- III (a) 
DEAE-C-III (b) 
DEA E - C-IV 

S -II- P i.M -10- DEAE - C -I (a) 
DEAE - C -II (b) 
DEAE -C-III 
DEA E - C-III 
DEAE -C-IV 

S -ll-U M- 2- DEAE - C -1 
DEAE -C-II 
DE AE -C-III (a) 
DEAE -C-III (b) 
DEAE -C- IV 

AUTOPSIA 
3C 

14g/mg polvo 

4 90 
860 
115 

825 
590 
426 

250 
720 
710 
540 
560 

250 
280 
400 

108 
25 

256 
376 
85 

212 

OUIRURGICO 
40 

/1g / mg p o l vo 

540 
674 

90 
880 
720 

850 
980 
450 

. 620 
300 
150 
500 
540 

342 
214 
512 
450 
430 

Las cifras subrayadas correspon den a l o s productos con actividad biol6gica 

TABLA No . 19 
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XII. - Actividad de l o s pr oducto s p or bio e n sayo : 

Lo s r esulta do s de la parte experim ental para conocer 

la dos i s de los ext r acto s que debieran aplica r se pa r a ob

tener una respuesta hip ocalcem ica se presenta en la tabla 

No . 20 en la cual l o s decrementos de calci o se exp r esan 

tant o en mg/100 m l como e n % . E s evidente de estos re 

sultado s, que las dosis adecu a das oscilaron entr e 14 y 28 

? g de protefna del producto activo _ Los m ismo s resulta

dos se expresan e n la fi gura No . 15 e n la cual se obser

va la respu esta lin eal descenden te, desde los 5 a l o s 20 

}'l g de protefna. Además por encim a de esa dosis la res

puesta fue ascen den te hasta alcan zar n iveles s uperiores -

a los del con trol. 

Los resultados se g raficaron e n papel sem ilogarftmico 

para ten er una c urva de respuesta-loga rit mo de la dosis, 

que es la form a habitual de expresa r los r esultado s de -

los bioensayo s _ 

I.'lebido a que la cepa de rata Sprague- Dowley ya no -

estuvo disponible e n el Bioterio y en cam bi o la cepa -

Long-Evans exi stra e n abun da n cia, y era la única disponJ: 

ble para el bioensayo, hubo n ecesidad de hacer un estu

dio comparativo de a m bas cepas con uno de l o s pr o ductos 

activ~s (3C-S- XM -50) . Los resultados de este estu dio se 

presentan en la tabla No. 21 , la que de mu estra q u e a 



ESTUDIO DE LA DOSIS 

Producto Proteína aplicada Concentración de Ca en suero Decremento de Ca 
Estudiado )Jg/ O. 5 ml. Control Problema mg/ 100 ml. 3 

mg/ 100 ml. 

T '" y q-

9 . 6!0. 45 
4Q - S - I 5 9 . 8 t o. 23 -+O. 2 2 

7 9.5 r o.34 - 0.1 1 
10 9. 6 ~ 0.36 o. o o 
14 8.6 ~ 0 . 50 • l. o 10 
20 7. 9 :t o. 60 · l. 7 17 
21 8. 4 :t o. 30 - 1. 2 12 
28 8. 6 ~ 0. 30 · l. o 10 
40 9. 0 * 0. 60 - 0 . 6 6 

l0. 4 t0.66 
86 9.8 Z 0. 60 -0.6 6 

171 10.5 ~ 0 . 26 +O.l 1 

TABLA NO . 20 

..__ 
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Productos 
estudiados 

3C-S- X M-50 
(S D . ) 

Proterna a plicada 

f-g/O . 5 ml 

7 
14 
21 
28 

BIOENSA YO D E CALCITONINA 

Concentración de Ca en suero Decremento de Ca 
Control Problema 

mg/100 ml mg/100 ml % 

X r X r 
9 2 ~o 3 6 

8 . 2 ! o 8 0 -1 . o 11 
7 . 8 ~ 0.30 -1 . 4 15 
8.4 t0 . 75 -O . 8 9 
9 . 2 t o 71 -O . O o 

-----------------------9 .9 '! 0~6----------------------
3C-S-XM-50 

(L . E . ) 
7 7 . 8 i'0 . 21 

14 7 . 3 to . 54 
21 7 .0t'0 . 23 

28 7 . 5 t.0.33 

Comparacion de la respuesta al producto hipocalcemiante 
de las cep3.s Sprague-Dawley (S D . ) y L ong -Evans (L . E . ). 

TABLA NO . 21 

-2 . 1 21 
-2. 6 26 
-2 . 9 29 
-2 . 4 2 4 
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i g ualdad de dosis la respuesta fue más aparen te e n la r a

ta Long- E vans. 

Lo s resultados que se presentan a continuación se pra.s:_ 

ticaron en esta cepa. 

En la tabla No. 22 se presentan los resultados de la -

actividad biológica de los tres productos de dife rentes ni

veles de pureza dd lote 4Q que demuestra q u e el producto 

de cromatografía (40-S-II-PM -10- DEAE-I), fue e l m ás a c 

tivo a las dosis p rogre sivamente creciente s. 

L a activida d b io l ógica de lo s productos que p roc edían -

de a utopsia , q u e no pasar on por sephadex y concentrados -

s ob re m e m brana XM -50 p ue de obse rvarse en la tabla No -

23 e n la cual la compara ción del prim e ro con el te r cero -

(3C - S - XM -50 v s 3C-S - XM - 50-DEAE -I) , indica q ue é ste ú l

timo fue m ás activo que el primero . El producto interme

dio (3C-S- XM-50-DEAE - l'!' ), que es el mi s mo que el terc~ 

ro pero cuyo bioensayo se r ealizó directam ente c on el p r_9 

dueto eluído de la columna y que p o r lo tanto no pasó p or 

dialis i s n i liofilización, mostró un a m a yor actividad, l o 

que indica que la actividad disminuyó cuando las p roteínas 

fueron s ometidas a esos procedimientos. 

L o s resultado s de estas dos últimas tablas no pueden -

c ompararse estri c tamente , ya que el lote 4Q s o l o com pre_!! 

de la seg unda fracci ón obtenida del sephadex , mientras q u e 

el 3C corresponde a t odas las moléc ulas proveniente s de la 

ext:ra c ció:i. 



Productos 
estudiados 

4Q-S-I-

4Q- .) -Il-XM -50 

4Q-S-II-PM-10· 
DEAE-1 

BIOENSA YO DE CALCITONINA 

Proteína aplicada Concentración de Ca en suero Decremm to de Ca 
y g/ O. 5 ml. Control Problema mg/ 100 ml. 

mg/ 100 ml. 
X ,- I r 

+ 9.6 - 0. 45 
7 9. 5 to. 34 

14 8. 6 .to. so 
21 8. 4 to. 30 
28 8.6 :t 0.30 

9 . 4 .:t o. 10 
7 8.7.:t0.10 

14 8.8 to.10 
21 8.s to.10 
28 8.4t0.10 

9.0t°0.35 
34 8. 7 :! o. 32 

lo.sto.41 
7 9. 4 :to. 70 

14 9.3!0.60 
21 8. 7 t 0.14 
28 8.6i0.01 

Efecto hipocalcemiante de los productos estudiados en el lote 4Q 
en suero de rata. 

TABLA NO. 22 

-0.1 
-1. o 
-1. 2 
-1. o 

:.o. 7 
-0 . 6 
-0.9 
-1. o 

-0.3 

-0.6 
-o. 7 
-1. 3 
-1. 4 

3 

1 
10 
12 
10 

7 
6 

10 
11 

3 

11 
11 
17 
18 



Productos 
e s tudiados 

3C- S- XM-50 

3C- S- XM-50 -
OEAE - 1* 

3C- S- XM - 50-
DE AE -1 

B10ENSA YO DE CALC1TON1NA 

Proteína aplicada Concentración de Ca en s uero 
)lg/ O. 5 ml. Control P r oble ma 

mg/ lOO ml. 

,: ('" )( '" 9.1 to. 36 
7 8. 2 :t o. 80 

14 7. 8 t o. 30 
21 8 . 4 t 0 . 75 
28 9.2 t o.n 

10 . 8 !° 0. 46 
12 9.s ! o.8o 
25 8. 9 t o . 33 
38 9.6 Í Q.28 
50 8.l :t 0 . 58 

8 . 5 ! o. 20 
7 8. s :t o.3o 

14 7. 4 :t o . 30 
21 7. 1 r o . 32 
28 7. 3 t o. 08 

* Bioensayo r ealizado directamente de los tubos 8- 22 de la 
cromatografía de intercambio iónico . 

Efe cto hipocalcemiante de los productos e studiados en e l 
lote 3C, e n suer o de rata. 

TA BLA N O . 23 

Decre mento de Ca 
m g/ lOOml. 3 

-1. o 11 
-1. 4 15 
- 0.8 9 
-o.o o 

- 1. 3 12 
" l. 9 18 
- 1. 2 11 
- 2. 7 25 

. o.o o 
- 1.1 13 
- 1. 4 17 
- 1. 2 14 



65 

Aunque a todos los productos de los lotes procesados 

se les practic6 bioensayo, s6lo se tomaron e n cuenta a

quellos que produjeron un decremento de calcio m ayor de 

1 mg en alguna de las dosis y que tuviera un efecto pro

g resivo decreciente. E ste criterio se bas6 e n l o s dato s -

de la literatura y porque 1 mg correspon de a 40% del ran 

go de calcemia (8.5 - ll.0 mg/ml) , observado e n l o s con 

troles. 

El decremento m áximo de la calcemia observado en -

los productos más puros, tablas 22 y 23 permite calcular 

que la actividad de l o s mi s mo s (DEAE-I) fue de 17 mUI -

en 21 )1g de protéina según definición de la un idad interna 

cional (UI) de calcitonina ( 10 mU aplicadas a ratas de 

150 g de peso corporal producen una hip ocalcemia de 10% 

(57) ) . 

E l rendimie nto de las actividades de l os productos en 

unida des internac ionales (MRc~~) p or m g de p olvo se pre

sentan en la tabla No . 24 en la que puede observarse qu e 

los producto s m ás crudo s tenían un a m ayor actividad total 

y menor actividad específica, e n tan t o que l o s producto s -

de la cromatog rafía de intercambio iónico . m ás puros . te

nían, como era de esperarse, u n a actividad total dism inui

da pero una mayor actividad específica. 

Finalmente en la tabla No. 25 se presentan l o s dato s -

de aquello s pr oductos que s orpresiva mente tuvieron un efec 



ACTIVIDAD BIOLOGICA 

------------------------
PRODUCTOS mUI (MRC) /mg de polvo 

4 Q-S-I 500 

4 Q-S-II-XM- 50 333 

4 Q-S-II-PM-10-DEAE-I 400 

3 C-S-XM-50 882 

3 C-S-XM-50-DEAE-I 202 

MRC Medica! Research Council 

10 mUI - 10 p.g de proteína que aplicada 
a la rata macho, de 150 g de -
peso corp0ral, produce una hi 
pocalcemia del 1 O % . -

TABLA NO. 24 
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BIOENSAYO DE CALCITONINA 

P rodu ctos P roteína aplicada C on centración de Ca en suero Decremento de Ca 
e stu diados )1 g / O. 5 m l C ontr ol Problema mg/100 ml % 

m g/100 aj x f" X r 
- -

9. 2 :!: 1.0 
IC-S-I 17 10 .4 0.06 ~ 1.2 15 

34 10. 6 0.90 .. l. 2 13 

10 . 2 .! l. o 
IC -S-II-PM- 10 17 11 . 2 0 . 60 • 1.0 10 

34 9.8 0.07 - 0 . 4 

9 .2 :! 0.41 
IC-S-II-UM-2 17 10.2 .t 0.60 + 1.0 11 

34 9 .6 % 0 .70 +o .4 4 
68 11.8 .t 0 . 33 + 2 .6 28 

11. o :t o. 41 
3C-S-UM-2 14 11.2 :% º· 73 .. 0.1 2 

21 10. 8 .! 0.32 - 0.2 
28 10 .8 :! 0.33 - o . 2 

9 .0 :to.57 
35 10 . 3 .!. o. 58 + l. 3 13 
42 10 .1 :! 0 . 76 + 1.1 11 

9. 9 to . 3¡¡ 
3C-S-UM -2-DEAE-IV 7 9.7 ~ o . 18 - o 2 

14 10 ·º k 0.63 + o . 1 1 
21 10. 2 :t 0 . 52 • l. 3 3 
28 11. 5 ! o . 79 .. 1.6 16 

-
Efecto hipercalcémico de algunos productos 

TAIL A NO. 25 
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to hipercalcemiante. De todos ellos los de acción más im-

portante son los que corresponden a las moléculas más p~ 

queftas (lC-S-ll-UM-2, 3C-S-UM-2) y a la fracción más 

firmemente unida a la DEAE-C (3C-S-UM-2-DEAE-N). 

* (MRC) Medica! Research Council. Standards for bio
assays and for immunoassay. División of biological 
standards. National Institute for Medica! Research. 
Mili Hill, London, N. W. 3. 

XIII. - Electroforesis de los productos activos. 

Aunque a todos los productos obtenidos a través del pr~ 

cedimiento, en cada uno de los lotes se les practicó electro 

foresis, aquf sólo se presentan los patrones correspondien-

tes a los productos activos (3C y 40) que se observan en -

el esquema No. 4 y en el que se seftalan para cada uno de 

ellos las bandas con el mismo Rf (4\ • ) . La comparación 

visual de los esquemas no permite la identificación de las 

bandas c on igual comportamiento electroforético, por lo que 

fue necesario determinar sus Rfs, que s ·e presentan en la -

tabla No . 26 y en la que se puede observar que las únicas 

bandas siempre presentes en cada uno de los productos fu~ 

ron la número 5 (con un Rf de 0.23 a 0.25), y la número 

7 (con un Rf de 0.34 a 0.37). 
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11 11 :11 1 3C·XM-50 

11 1 .... ¡¡ ¡¡ :¡ 3C-XM-50-DEAE-I 

1 11 :: :: l :m:::m::m::::: 11 ::::::: 11 4 Q - S - I 
t:. Á 

11. !!ll li ¡¡ ¡¡¡¡¡¡¡ il 1mm 

11 111111111 rn 

PRODUCTOS CON ACTIVIDAD HIPOCALCEMICA 

ELECTROFORESIS DISCONTINUA 
( Orna te in - Da" Is) 

ESQUEMA NO 4 

4Q-S-II-XM-~O 

4 Q -S-.D-PM-10-DE AE-C-I 



Bandas 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 

ELECTROFORESIS (Rfs) 

----------------
4Q-S-I 4 Q-S -II-XM-50 4Q-S-II-PM-10-

DEAE-I 

0.03 
0 .09 
o .12 0 . 10 

0.24 0 . 24 0.24 
0.29 0 . 27 
0.36 0.3 4 0.37 

0.44 o .43 
o .49 0.47 

0.52 o. 53 
0.55 0 . 56 0.57 

0.64 
0.75 0 . 75 

3C-XM-50 

0 . 04 

o .11 
o .17 
o. 23 
o . 29 
0.37 
o .43 

0.51 

0 . 74 

3C-XM-50-
DEAE-I 

o. ll 
b .18 
0 . 25 
0.31 
0.34 
e .40 

o . 53 

0.75 

Comparación de los Rfs de los productos con actividad biológica, en electroforesis 
discontínua 

TABLA NO. 26 
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DISCUSION 

Este trabajo experimental ha sido un primer intento -

para extraer y purüicar calcitonina humana, h o rmona que 

se considera de gran interés clfnico. Discutiremos sepa

radamente cada uno de los pasos seguidos en el proceso 

de extracción y purüicaci6n de las glándulas. 

Recolección: 

L a recolección de las tiroides fue relativamente fácil, 

ya que la estructura administrativa y el funcionamiento de 

los departamentos de Patología de los Hospitales del IMSS 

y del Departamento de Medicina Forense permiten una se 

gura y eficiente recolección de los órganos y te jido s auto

rizados p or el C ódigo Sanitario. La única relativa limita 

ción fue el tiempo n ecesario de espera pa r a colectar s ufi

ciente material quirúrgico y/o de c adáveres. 

Con servaci6n: 

L a conservación de la s g lándulas por congelación dió -

resultados discretamente superiores a las conse rvadas en 

acetona, si se valor an p or el r endimiento e n polvo de ace

tona (tabla 11) y su concentración en proteína (tabla 12). Ya 

que su actividad biológ ica fue n egativa, lo que se explica -

por ser un producto muy crudo, los resultados de congela

ción solo se pueden evaluar por el rendimien t o e n p orciento 
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del peso. Este rendimiento, alrededor del 20%, fue supe

rior al del 15% de Haymovits (24) quien deslipidizó sus -

glándulas con acetona-cloroformo, mientras que nosotros 

lo hicimos con acetona-éter . Los otros cinco autores (10, 

11,35,47,48) que han trabajado tiroides humanas no propo_!: 

cionan suficientes datos que permitan comparar estos da

tos adecuadamente. 

Extracción: 

La bondad de la técnica de extracción cort 'KCl es a

parente en la tabla 13 cuyo rendimiento en porciento del 

peso del polvo fue similar para el material procedente de 

cadáveres y quirúr gic o y 56 veces mayor que l o que se oh' 

tuvo con el butano! q ue Riniker (35) utilizó por primera 

vez. No se puede valorar la extracción por su actividad -

biológica , ya que a unque fue negativa para n uestros produ~ 

t os y Riniker reporta 10 U (MRC)/mg de polvo, debe to

mar se en cuen ta que él utilizó tejido tiroideo muy rico en 

calcitonina puesto que procedía de carcinomas medula r es . 

Desafortunadamente la técnica de extracción con butano! -

no _se puede e valuar e n pasos posteriores de p urificación , 

por las dificultades técnicas que ya mencionados, se tuvie 

ron en el laboratorio para evaporar el solvente. 

Lo s resultados de la extracción (ren dimien to en polvo -

y concen tración de protefoas por miligramo de polvo) tam-
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poco pudieron compararse con los de los demás autores 

(i ,10, 11, 47, 48) porque sus trabajos no aportan suficie_!! 

tes datos para hacer la comparación de la ext r acción 

ácida de Milhaud (10) {HCl 0.1 y 0.2 N); la de Aliapoulios 

(11) (HG O .1 N); Haymovits (24) (HCl O. 2 N) y la de Ba

rrett (48) (U1;ea i 8M-HC1 0.1 N-Cisteina 0.1 N) cuyos m~ 

dios de extracción son más ácidos que el utilizado por -

Elrick (52). Recientemente Burford (64) introdujo tioe~ 

nol en su medio de extracción para calcitonina de la ra

ta, que es un componente también de n-.iestra m ezcla de 

extracción, pero cuyos resultados no pueden compararse 

con el nuestro, porque se extrajeron de un tejido de orí 

g en a niinal. 

Filtración en sephadex: 

Los autores que han extra ído calcitonina humana han 

utilizado los procedimi entos de purificación (filtración en 

Sephadex, ultrafiltración y precipitación ácida o salina) -

en diferente secuenc ia y ninguno de ellos ha seguido e l -

orden en que se utilizaron la filtración en Sephade x y la 

ultrafiltración e n nuestro procediiniento. Los re s ultados -

de Riniker (35), que filtró en BIO-gel P-6 (similar en s u 

límite de exclusión al Sephadex G -50) como primer paso 

después de la extracción, indican que la fracción activa 

estaba en la priinera parte del filtrado, como s u cedió en 

nuestro caso (40-S-I) (Tabla 22); sin embargo, son dife-
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rentes porque la segunda fracci6n de nuestro Sephadex -

(4Q-S-II), aunque no m ostr6 actividad originalmente, ésta 

se hiz o aparente en la fracci6n al ser llevada a membra

na XM-50 (4Q-S-II-XM-50). También se observó actividad 

en el producto de cromatografía de intercambio i6nico (4Q 

S-II-PM-10-DEAE-l). Barret (47, 48), también encontr6 -

la mayor actividad en la segunda fracci6n de sephadex, 

aunque su recuperaci6n de proteína (20%) fue muy baja en 

relaci6n con la aquí informada ( 4 7%), (tablas 18 y 19). L 

Del mi s mo modo, su actividad fue muy escada (6. 9 mU -

{MRC / mg polvo) mientras que el 4Q-S-II, que es su equi

valente, no mo str6 actividad, aun que se hizo aparente e n 

sus subproductos (ver talba 22). 

Pues to q ue la actividad hormonal qued6 distribufda e n 

las dos fracciones que separó el Sephadex, se consideró 

que este paso de purificación era innecesario y se supri

mió en el lote de tiroides de cadáveres. 

Ultrafiltra ci6n: 

C onsiderando que el peso molecular de la calcitonina 

informado e n la literatura entre 3000 y 8000, nosotros es

perabamos e ncontrar la activ i dad en el prod:.icto que había 

pasado a través de PM-10 y se había c onc e ntra do sobre 

UM- 2, que te6ricamente corre spondía a las moléculas de 
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1000 a 10000 de peso molecular; sin embargo, no se enco_g 

tró ::i.ctividad biológica del producto, ni tampoco en sus su~ 

productos de la cromatografía de intercambio iónico. Esto 

obligó a buscar la actividad en las proteínas de mayor peso 

molecular, como las concentradas en PM-10 en el lote qui

rúrgico, ya que aunque la fracción no fue activa por sf mis

ma, uno de sus subproductos del intercambio iónico dió 18% 

de decremento de la calcemia (tabla 22 y 24). 

Los resultados en el lote de tiroides procedentes de ca

dáveres (3C) solo tuvieron actividad en la fracción retenida 

por XM- 50 y en su derivado el primer producto de la DEA 

E-celulosa (tablas 23 y 24). La ausencia de actividad en la 

fracción retenida en PM-10 sólo puede explicarse por el 

posible at r apamiento de moléculas pequeñas por las de m~ 

yo r tam año que teóricamente retiene la membrana XM - 50. 

Otra p osible explicación es que las protefoas ten gan una -

mayor tendencia a polimerizarse en el cadáver que en los 

tejidos vivo s de procedencia quirúrgica. 

Estos resultados no tienen equivalente en la literatura -

porque no se han utilizado la ultrafiltración en las otras 

técnicas. As{, nuestra conclusión con respecto a este pro

cedimiento e s que es útil para separar los grupos molecu

lares activo s. 
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Cromat~afía de intercambio iónico: 

La cromatografía de intercambio iónico que es el últi

mo pas o de purificac ió::i e n nuestro procedimiento quedó 

limitada· a la DEAE-celulo sa cuyo s resultados repitieron -

los de Barrett (48) . La CM-celulosa no fue capaz de sep~ 

rar la calcitonina de las demás protefuas concentradas en 

UM-2, por lo que se 1 e descartó muy tempranamente y ya 

no se le utilizó para otras fracciones de ultrafiltración. -

Sin embargo, no se p u ede asegu rar que no sea útil para -

separar calcitonina, ya que Brewer (62) pudo separa r la -

bovina en 1970, Bell (6 5) la porcina en ese mismo afio y 

Nieto (66) purificó la de pollo con un sistem a de c arbo:xi

metilcelulosa. 

En cuanto a la DEAE-celulosa(figuras 12 , 13 y 14) cua_! 

q uiera que f uera el produc to aplicado, la sustancia activa 

fue la fracción no reten ida, l o que indica que de . pH 7. 5 

a 8 la protefua tuvo un comportamiento básico, como ya 

fue señalado por Barrett (48), y que estaba todavía conta

minada con otras proternas. 

Razonablemente se espera qlle en cada paso de purifi

cación haya una mayor concentración de proterna p:>r mg 

de p olvo, con la consecuente mayor concen tración de la -

hormona protéica, como sucedió con el sobre nadan te que 

pasó a. Sephadex G-50 y m embranas de ultrafiltración. 
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En la cromatografía de intercambio iónico (tabla 19), 

aunque la concentració::i de protefna por mg de polvo fue . 

menor, en cada una de las fracciones, la actividad esp~ 

cffica fue considerablemente mayor, como era de espe

rarse. Estos resultados son iguales a los de Nieto (66). 

ldentüicación y cuantificación de protefnas_: 

La identüicación y cuantificación de protefnas por el 

mHodo de Hartree (54) modüicación de la técnida de 

Lowry ( 6 7) dió resultados satisfactorios. Tuvo la venta

ja sobre la de Lowry de aumentar la intensidad de color 

producido, lo que mejoró su sensibilidad. Ya que se tr~ 

tra de la técnica más utilizada por los grupos que trab~ 

jan proteínas tisulares, permite comparar adecuadamente 

nuestros resultados aunque sólo sea en la etapa inicial -

de deslipidización (tabla 12), porque como se explicó an

teriormente, no ha.y una secuencia igual en las técnicas 

de purüicación para los düerentes autores. 

La demostración de la interferencia que producen los 

ácidos nucléicos, el ficoll y el dodecilsulfato como repre

sentante de los tres grupos importantes de material org! 

nico que pueden acompañar a una proteína (tabla 3), da -

apoyo a lo discutido en el último párrafo de la cromato

g raffa de intercambio iónico. 
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Electroforesis: 

La sen sible técnica de electroforesis discontínua de 

Ornstein y Davies (55) que permiti6 saber que el sobrena

dante de la extracci6n utilizada (esquema 1) contenía todas 

las proteínas ya observadas en el polvo de acetona fue muy 

útil para localizar la presencia de dos proteínas electrofo

reticamen te básicas ( esquema 4) cuyos Rfs fueron similares 

para cada uno de los diferentes productos activos (tabla Zs) . 

Su comportamiento básico en electroforesis es el mismo 

informado por Haymovits (24) en gel de acrilamida ; por Ba

rrett (48) en gel de almid6n y por Neher (68) en placa fina. 

Los dos primeros autores señalaron la presencia de una s~ 

la proteína, mi entra s que el último informó dos proteínas -

básicas corrio en nuestro caso, que él considera s on la for

ma m onomérica y dimérica de la calcitonina. 

Deterrn inaci6n de calcio: 

La eficie ncia de la técnica de abs orci6n at6rnica ( 56) p~ 

ra cuantificar calcio se co~sider6 corno muy adecuada (en -

base a los resultados experimentales y de estandarizaci6n -

(tablas 4, 5, 6, 7, 8, 9 y fi guras 4 y 5)para c onocerlas 

pequeñas var iaciones del calcio en el s u ero de la rata bajo 

la acc i6n de la hormona . 
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Aunque las técnicas utilizadas por otros autores (10,11, 

24, 35, 47, 48) no señalan l a confiabilidad de sus técnicas 

(titulación c on E DT A y fluore cencia y flamometrfa), los d~ 

tos que informan en relación con el decremento de la cal

cemia en las ratas son de m agnitud muy similar a los -

observados en las ratas Long-Evans aquf utilizadas, lo que 

sugiere que sus técnicas eran adecuadas. 

BioensayQ: 

Los mejore s resultados del bioensayo en la cepa de ra

tas Long - Evans (que para nuestro conocimiento es la prime 

ra vez que se utiliza en el bioensayo de calcitonina humana), 

demostrar o'.'l que esta cepa es más sensible a la hormona -

que la rata Sprague-Do wley (tabla 21) , que también han uti

liza do Ha ymovits (24) y Barret (48) . 

Aun que Schlueter y Caldweel (58 ) que estudiaron dos ce

pas de ratas: la CFE y la Holtzman, concluyeron q.ie no ha

bía diferencia de sexo en la respuesta a la calcitonina, los 

resultados obtenidos por nosotros (tabla 10) mostraron que -

las hembras daban una respuesta más dispersa y discreta

mente supe rior a la de los m achos. Es probable que esta -

dispersión de la resp·.ie sta esté relacionada con las diferen

tes fases del ciclo sexual de la rata (63) lo que también 

explica q ue la mayor parte de l o s autores prefie ren las ra

tas machos. 
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La utilización de ratas en ayuno, con agua, tiene su -

apoyo en el mismo trabajo (58) q u e dem-cJ.etra que las ra

tas en ayuno tienen un a respuesta más aparente que las -

q·cie mantiene su alimentación normal. Aunque el estudio -

para seleccionar la alimentación basal fue incompleto por

que no se experimentó la respuesta a la hormona en las -

condiciones señaladas en la tabla 10 sino que se limitó a 

determinar los niveles de calcio en suero, la selección de 

ayuno con agua resultó afortunada como se vio de las res

p'.lestas aparentes a los prod.ictos activos. 

La selección de la dosis de los extractos que debería 

aplicarse fue laboriosa, ya que se carecfa del estándar in 

ternacio:ial para calificar los productos, fue necesario es -

tudiar un rango de dosis más amplio que el obse r vado en -

la literatura (24) ( 57). Cuando se encontró el pr imer pro

ducto activo fue posible explorar las dosis que era necesa

rio aplicar (tabla 20 y figura 15) encontrando que a igualdad 

de dosis de proteína administrada la respuesta era muy pa

recida a la que Haymovits (24) obtuvo en rata Sprague- Dow

ley con la calcitonina purificada en su laboratorio, para la 

cual no informó actividad porque no trabajó ; contra un es

tándar. En cambio, los decrementos de calcemia informados 

por Kumar ( 57) en ratas Piebald y con el estándar del Me

dica! Research Counsil (MRC) que tiene 250 mU / 10 m g , son 



iguales a los aquí presentados, con dosis menores del 

producto aquí reportado. 

77 

La extracci6n y purüicaci6n de la calcitonina humana, 

que fue el prop6sito original del trabajo ha quedado demos 

trado a lo largo de esta exposici6n: 

a). - Ya que el material biol6gico fue de origen humano 

".lel que ya se sabe contiene la hormona buscada. 

b). - Porque la técnica de extracci6n es ácida, medio 

en que la proteína es soluble. 

c). - Porque los pasos de purificaci6n, parcialmente si

milares a los de la literatura, pudieron ser ade

cuadamente evaluados a través de la concentración 

de proteínas, la electroforesis discontinua y el 

bioensayo. 

Los rendimientos aquí informados (tabla 24) son mejores 

que los de Barre11: (47): 39 mU/mg y (48): 66 mU/mg e igua

les que los de Haymovits (24). No se pueden comparar con 

los de Milhaud (10) y Aliopoulios (11) porque dichos autores 

no porporcionan datos en sus publicaciones ni con los de R i

niker (35) porque él trabaj6 . con carcinomas m e dulares de -

la tiroides que se sabe tienen un alto contenido de calciton in a. 

Puede concluirse entonces que: 

a). - La técnica de extracci6n de Elrick (52) que se utili -
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za en nuestro laboratorio para la extracción de 

las hormonas hipofisarias es también para la cal 

citonina humana. 

b). - Es evidente que el o los productos hasta ahora -

obtenidos son todavía impuros (datos de concen-

tración de proteínas y electroforesis) y por lo -

tanto deben someterse a otros pasos de purüica

ción, o cambiar el orden de los hasta ahora uti

lizados. 

c). - Los resultados de la filtración en Sephadex G-50, 

la ultrafiltración y la electroforesis sugieren que 

la calcitonina puede e ncontrarse tanto en la forma 

m onomérica com o la p olimérica , lo que ya fue su 

geri do por Neher (68) . 

d). - F inalmente se informa aquf por prim era vez la 

presencia de una sustan cia hipercalcem ian te e n la 

tir oides humana , que hasta donde sabemo s no ha 

s ido infórmada previam e nte. La comprobación e 

iden tificación de dicha s u stancia será tarea del fu

turo. 
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