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CLAVES UTILIZADAS PARA

LOS DIFERENTES PRODUCTOS

N@meros (1, 2, 3, 4, 5
C:

Q:

PA:

Ly H:

XM-50, PM-10, UM-2:

DEAE-C-I,II,II y IV:

CM.C-I;

Ejemplo:

Egstd clave quiere

, 6, 7,8, 9): Indican en No. de lote

Se refiere a material que procede de
cadiveres.

Material quirGrgico
Polvo de Acetona
Sobrenadante
Residuo

fracciones obtenidas en la filtracidén en
Sephadex.

Productos obtenidos retenidos por las
membranas de ultrafiltracién.

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

fraccién (I) obtenida en carboxi-metil-
celulosa (CM-C),

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

decir: Es un producto que viene

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

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

pasbé por sephadex del cual se recolectd la fraccidén

(rr), que pasd a ultrafiltracidén ,obteniendose el pro

ducto retenido en la membrana PM-10, que finalmen

te fue purificado en cromatograffa en DEAE.C, de

donde se obtuvo la fraccién III.



INTRODUCCION

La calcitonina o tirocalcitonina es una hormona proteica
secretada por la tiroides de los vertebrados superiores y -
por el Gltimo cuerpo branquial de los vertebrados inferio--
res; tiene un efecto hipocalcémico en los roedores y los -
mamiferos y por lo tanto, su efecto es antagdnico al de la
hormona paratiroidea. |

En 1955, Munson (1) observd que cuando practicaba la -
paratiroidectomfa en ratas utilizando un cauterio, se produ
cfa una hipocalcémia sanguinea que atribuyé a la falta de -
la hormona paratiroidea.

El mismo Munson (2) informé que desde 1958 Gauthier -
habfa observado que la hipocalcemia producida por la para-
tiroidectomfa quirQrgica era de menor importancia que la
de la operacidén practicada con cauterio.

En ese mismo afio (1961) Copp (3) sospeché la existen-
cia de una sustancia hipocalcemiante porque observd que -
cuando se perfundia sangre rica en calcio y extractos ti-
roideos y paratiroideos a perros, se producia un decremen-
to de calcio en sangre; él concluyb que dicho principio exis-
tia en la paratiroides, ya que la hipocalcemia solo se pre-
sentaba cuando se perfundian las paratiroides, lo que no -
sucedia con la perfusién de la tiroides; ya que la sustan-
cia en cuestién intervenfa en el metabolismo del calcio, la

designd con el nombre de ''"Calcitonina''.
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En 1936, Hirsch (4) comprobé los experimentos de Mun-

son y Gauthier y demostr6 que la lesién del tejido tiroides
de las ratas producido por el cauterio al realizar la para-
tiroidectomia, era un mejor estimulo para la hipocalcemia,
que la excisidén quirGrgica. Concluybé asi, que la fuente del
principio hipocalcemiante era la tiroides y no la paratoroi-
des como habfa sefialado Copp. Para comprobar su hipéte-
sis inyectd extracto tiroideo a las ratas y produjo una hi-

pocalcemia en el suero de 2.3 mg/100 ml una hora después
de la inyeccién del extracto.

Asi se confirmb la existencia de una sustancia hipocal-
cemiante que Hirsch denomind tirocalcitonina, que es la -
misma calcitonina que Copp habia sefialado dos afios antes.

Una vez aceptada la existencia de la tirocalcitonina el
mismo Hirsch (4) demostré que se trataba de una hormona
diferente a las ya conocidas de la tiroides: la tiroxina - -
(T4) y la triyodotironina (T3 ) 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 salmén, 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 méis tarde fue - -

confirmada por Milliaud (10) y Aliapoulios (11) al inyectar -



extractos tiroideos humanos y producir hipocalcemia en -
los animales de experimentacidn.

El1 papel determinante de la calcitonina en la patologia
humana (11) se encontrd en un caso de pseudohipoparatiroi-
dismo, en el que los niveles de hormona paratiroidea eran
normales, mientras que los de la calcitonina eran 100 ve-
mayores que la de los normales
Origen de la Calcitonina:

La estructura histolégica de la tiroides que da origen
a la calcitonina fue primero sefialada por Foster (12), quien
en 1964 lo adscribié a las células claras o inter o parafo-
liculares de la tiroides y que méis tarde Pearce (13) deno-
miné ''céhlas C'',

Estudios posteriores del mismo Pearce y Cavalheira -
(14) demostraron con técnicas histoquimicas que las células
C de la tiroides procedian embriolégicamente de la dltima
bolsa branquial, la que en los vertebrados inferiores forma
una gladndula individualizada que recibe el nombre de alti-
mo cuerpo branquial.

La demostracién de Copp en 1967 (15) de que este érga-
no en el pollo es muy rico en calcitonina llevdé a la con--
clusién de que esta hormona procede esencialmente de di-
cha gl:i'ndula y que su presencia en la tiroides de los ma-
miferos, es la resultante de la emigracién de las células
C y su incorporacién al tejido tiroideo darante el periodo

embrionario., =
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Los trabajos recientes de Galante (16) sugirieron que -
las células C estdn ampliamente distribuidas, ya que él -
ha demostrado la presencia de calcitonina en la tiroides,
la paratiroides y el timo del hombre.

Los estudios ultraestructurales de la tiroides de los
mamiferos (17) revelaron que las células "C'" o parafoli-
culares contienen grédnulos de secrecidén en el citoplasma,
que son muy sensibles a los cambios de calcio en la san-
gre.

Estas mismas observaciones han sido repetidas en la
tiroides del hombre (18), aunque los grénulos no son tan
numerosos ni tan biem delimitados como en la gliandula -
de los otros mamiferos.

Aliapoulios y Morain (19) utilizando el bioensayo encon-
traron que la calcitonina se localizaba en las porciones -
laterales de las tiroides humanas. Muy recientemente Mc-
Millan (20) ha precisado con técnicas inmuinohistoquimicas
que la distribucién de las células C es mayor en la region
central de cada lébulo de la tiroides.

Funcién de la calcitonina:

Las observaciones de Munson (21) en ratas Integras y
paratiroidectomizadas llevaron a la conclusién de que el -
efecto de la calcitonina era antagdnico al de la hormona -
paratiroidea, concepto que mas tarde fue confirmado por -

Milhaud y Moukhtar (22).
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Por el mismo tiempo Kenny (23) informé el efecto hi-
pofosfatemico e hipomagnasémico de la calcitonina humana
en las ratas.

Ya que evidentemente la calcitonina juega un papel - -
importante en la regulacién de los minerales del plasma,
especialmente el calcio, el interés por saber su sitio de
accidén se enfocé a dilucidar como actuaba a nivel del -
hueso. Friedman (2>5) y Aliapoulios (26) demostraron que
su funcién era la de inhibir la reabsorcidén del hueso. -
Mayer (27) lo comprobdé en vacas y mé4s tarde Lewis (28)
confirmé la accién protectora de la hormona a la exce-
siva reabsorcidén 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 confirmé
en los humanos.

Staehelin (30) enumerd los trabajos que sefialan que -
la calcitonina tiene una accién sobre la excrecién renal
de los electrolitos y la produccién de 4dcido clorhidrico
del jugo géstrico.

Bijvoet (31) presenté evidencias de que la hormona es
antidiurética y aumenta la excrecién del calcio y de la -
hidroxiprolina; sus resultados se confirmaron parcialmen-
te con los hallazgos de Haas (32), que ademds encontrd
un aumento en la depuracién de fosfatos,potasio y magne-

sio.



6

Numerosos estudios posteriores a los ya sefialados han
confirmado plenamente la accién de la calcitonina a nivel
del tdbulo renal.

Otro punto de accién de la hormona es el intestino, -
en donde inhibe la absorcién del calcio. Olson (33) lo de-
mostrd por primera vez y otros lo han confirmado plena-
mente.

Todos los datos anteriores dejan establecido que la -
calcitonina actGa sobre el hueso, el intestito delgado y el
rifién para regular el metabolismo del calcio y otros elec-
trolitos en mamiferos. Su posible accién a nivel del higa-
do, bazo y misculo esquelético (34) son motivo de nume-
rosos estudios en la actualidad.

Propiedades quimicas de la calcitonina:

Es una protefna lineal constituida por 32 aminodcidos
(35, 36, 37) que tiene un puente disulfuro entre los ami-
nodcidos 1-7; su grupo carbéxillo terminal corresponde a
la prolinamida, el cual parece ser esencial para conser-
var su actividad biolégica. Cualquiera que sea su origen,
tiene los mismos aminodcidos en la posicién 1 a 9, 28 y
32. Segln Haymovits (24) tiene un peso molecular de -
5000 a 8000, estimado por velocidad de sedimentacidén, -
mientras que Riniker (35) le asigné un PM de 3419 deter-
minado por anélisis de aminodcidos. Por su comportami-

ento electroforético se le considera una proteina bésica.



Es estable en medio 4cido por debajo de pH 4.6, se pre
cipita a pH 7.2 perdiendo actividad por arriba de este pH -
(38). Baghdiantz establecié estas caracteristicas 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 4cidos y &4lcalis cuando se les somete a su
accién por largo tiempo. La pepsina y la tripsina la desnatu-
ralizan. Es soluble en agua y solucién de acetona; insoluble
en &lcalis, benceno, cloroformo y éter (39).

La estructura de la calcitonina humana es la siguiente -
(36):

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

Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp-Phe-Asn-Lys-Phe-His-Thr-

Phe-Pro-Gln-Thr-Ala-Ile-Gly-Val-Gly-Ala-Pro ’(iH

2

Sus caracteristicas estructurales y quimicas de proteinas
4cida permiten extraerla en medios 4cidos sin que pierda su
actividad.

Importancia Clinica de la Calcitonina:

La extraccién, identificacién y mdés recientemente la -
sintesis por Rivaille (40) y Sieber (41), de la calcito-
nina han hecho posible su utilizacién en los procedimientos -
diagndsticos de las enfermedades con metabolismo altera-

do del calcio. El1 bioensayo, la inmunodifusién y el inmuno-
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munoensayo son ahora procedimientos que utilizan la cal-
citonina y sus correspondientes anticuerpos para el estu-
dio de la fisiologia y la patologia humanas.

Las determinaciones de calcitonina ya sea en sangre,
orina y tejidos permite el diagnéstico temprano y diferen
cial de algunos padecimientos como son: el adenoma y el
carcinoma medular de tiroides, el céncer trabecular de
la misma gldndula, las diferentes variedades de osteopo
rosis, la enfermedad de Paget y todos los padecimientos
que cursan con hipercalcemia, como la etapa generaliza-
da de los cinceres (42).

En los Gltimos tiempos otros padecimientos tales co-
mo: la enfermedad periodontal (que seg(n la Organizacién
mundial de la Salud est4d muy generalizada en todo el - -
Mundo), los carcinoides del aparato digestivo y los feo-
cromocitomas (42) (por su frecuente asociacién a carcino-
mas medulares del tiroides) comienzan a caer en el 4rea
de estudio de la calcitonina, lo que sefiala la importancia
de conocer el campo opuesto a la muy estudiada accién -
de la hormona paratiroidea, que durante muchos afios do-
miné 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 diges
tivo y los feocromocitomas cursan .con elevadas concentra

ciones de calcitonina, mientras que la enfermedad perio--



dontal, las osteoporosis, la enfermedad de Paget y las - -
hipercalcemias malignas tienen bajas concentraciones - - -
plasméticas de la hormona (42).

La aplicacién terapéutica de la calcitonina depende - -
de su modo de accién, que es la de inhibir la reabsorcién
del hueso. A su primera aplicacién en 1967 (43) en los ca-
sos de osteoporosis con calcitonina porcina, siguidé su uso
en la enfermedad de Paget y en la enfermedad periodontal
con excelentes resultados. Ya Milhaud y Job en 1966 (44)
aplicaron por primera vez la calcitonina humana a un caso
de hipercalcemia idiopdtica que mejoré dramadticamente.

La experiencia obtenida hasta el presente permiten con
cluir que la calcitonina porcina o del salmén (las més fre
cuentemente utilizadas) o cualquiera otra que demuestre -
tener accidén biolégica en el organismo humano son un re-
curso muy valioso para el tratamiento de los padecimien-
tos que cursan con reabsorcién exagerada del hueso.

La calcitonina ideal para la terapeutica humana es des-
de luego la misma humana, que lamentablemente se encuen
tra en muy bajas concentraciones en las tiroides humanas
(10, 11), 1o que justifica el empleo de la hormona de origen
animal.

Es evidente (de todos los datos antes enumerados) la -
importancia que la calcitonina ha ganado en el campo de la

Endocrinologia y la Medicina en general 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 -
diagndsticos, ellas tienen la desventaja de ser poco es-
pecificas. Asi, la tarea de obtener calcitonina humana,
aunque laboriosa, permite obtener a través de ella un
antigeno especifico que conduzca a la elaboracién de un
suero homoélogo, que elimine los errores que se come-
ten cuando se trabaja con sistemas heterélogos (45,46).

El propébsito de este trabajo es extraer y purificar
calcitonina de tiroides humanas con la que puedan mon-
tarse técnicas inmunolégicas que faciliten el diagnéstico
de las enfermedades que cursan con un metabolismo del
calcio alterado.

La revisioén bibliogrdfica del tema permité 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 extraccidén y purificacién de la
hormona paratiroidea (51).

Todas ellas tienen en comidn la de mantenerse en un
pH 4cido a través de todos los pasos del procedimiento,
con lo que se conserva la solubilidad de la proteina y se

facilita su extraccidn.
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En el laboratorio donde se desarrollé este trabajo se
utiliza una técnica de extraccién &cida (52) para las hor-
monas hipofisiarias, que ha dado buenos rendimientos pa
ra las glicoproteinas hipofisiarias.

Tomando en cuenta que se tenfan todos los recursos
en el laboratorio para extraer una proteina de tejidos, -
el buen resultado con las hormonas hipofisiarias y el que
la técnica de extraccién era &4cida, se decidié utilizarla -
para la calcitonina de la tiroides humana, al mismo tiem
po que se intentd utilizar la técnica de Riniker (35) que
ya Arnaud (53) habfa demostrado daba los mejores ren-
dimientos para calcitonina porcina. Con el objeto de -
poder contar con preparaciones de calcitonina humana con
mayor pureza que las existentes para usos clinicos y diag
noéstico y en una mayor cantidad de la que puede disponer
se en la actualidad.

Como para toda proteina que se extrae de un tejido, -
fue necesario resolver los problemas de:

- Recoleccién de las tiroides

Conservacién del material bioldgico

- Extracci6én de la proteina
- Purificacién de la hormona
- Identificacién de la hormona

Cuantificacién de la actividad de la hormona

La metodologifa para resolver estos problemas y los re-

sultados se presentan a continuacién.
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MATERIAL

1. - Material biolbgico:
Ratas de Cepas Sprague-Dowley y Long-Evans
Tejido de tiroides de material quirdrgico
Tiroides de cad4veres

Sangre humana

2.- Equipo:
Agitador mecénico (American Optical Mod. 021 56)
Agujas de acero inoxidable 21 x 1z (Hipodermex)
Agujas de acero inoxidable 27 x 13 (Hipodermex)

C4dmaras de ultrafiltracién con agitador (cap.200
y 400 ml)

Cédmara electroforética (Buchler)

Centrifuga (International Refrigerated Mod. PR-6)
Centrifuga (Sorvall Mod. RC2-B)

Colector de fracciones con Uvicod y Registrador
(LKB Bromma, Tipo 65209).

Columna de cromatograffa (Pharmacia)
Egpectrofotémetro de Absorcién atémica (Unicam)

Espectrofotémetro de doble haz (Hitachi Coleman
124)

Filtro (Millipore)
Fuente de poder (Gelman)
Jeringas desechables de 5 ml (Plastipak)

Léampara de gas nedn.
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Licuadora (Waring, Mod. 5011)
Liofilizador (Virtis, Mod. 10-140 BA).
Membrana (Millipore 0.22 Q142 mm) .

Membrana de ultrafiltracién XM-50, PM-10, UM-2
(Amicon, didmetro 62 x 76 mm).

Molino de carne
Potenciémetro (Coleman, Mod. 38)
Prefiltro (Millipore AP 2012450).

Tubo para di4lisis (No. 36 Curtin Scientific No. de
Cat. 077-03).

Tubos siliconizados (Pyrex 10 cm x 6 mm v 10 cm
X 9 mm).
3.- Preparacién de reactivos y sistemas:

Determinacién de proteinas.

Solucién tipo de albimina de suero humano normal
(Cutter) 100 /ug/rnl , del frasco original que tiene -
una concentracién de 0.25 g/ml se tomd con micro
pipeta 100 ul y se afor6 a 250 ml, con solucién sa-
lina fisiolégica. Se conservé a 4°C.
Dodecil sulfato de sodio (Mallinckrodt).
Ficoll (Pharmacia).
Acido ribonucleico 85% de pureza (RNA de levadura)
(Sigma).

Solucién A

2 g Tartrato de sodio y potasio (Mallinckrodt).
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100 g Carbonato de sodio anhidro (Baker)
Se disuelven en 500 ml de hidréxido de sodio
(Merck) IN y se afora a 1 litro.

Solucién B
2 g Tartrato de sodio y potasio (Mallinckrodt)
1 g Sulfato Chprico penta-hidratado (Mallinckrodt)
Se disuelven en 90 ml de agua y se agregan 10
ml de Hidréxido de sodio IN,

Se guarda en frasco d&mbar.

Solucién C

1 ml de reactivo de Folin-Ciocalteau-Fenol (Tungs-
tato de Na 2H 20, Molibdato de sodio 2 H20, - -

Acido ortofosférico, HC1) (Merck).

15 ml de agua -

Esta solucién se prepara en el momento de usarla.

Electroforesis Discontinua

Solucién A (p H 8.9 )
Acido clorhidrico (Merck) 0.IN 48 ml

Tris (Tris-hidroximetil-amino-metano) (Merck)

36.6 g

TEMED (N, N, N',N', tetrametiletilendiamina)
(Merck) 0.23 ml.

Disolver el tris, con el &4cido clorhidrico, agregar
. el TEMED, ajustar pH con HCl y aforar con agua.
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Solucién B (pH 6.7)
Acido Clorhfdrico (Merck) 48.0 ml

T ris-hidroximetilaminometano (TRIS) 5.98 g

TEMED 0.46 ml

Agua c. b. p. 100.0 ml
Solucién C

Acrilamida (Merck) 28.0 g

Bisacrilamida (Merck) 0.735 g

Agua c. b. p. 100.0 ml

Solucién D

Acrilamida 10.0 g
Bis acrilamida 2.5 g
Agua c. b. p. 100.0 ml

Solucién E
Rivoflavina (Merck) 4.0 mg
Agua 100.0 ml

Solucibén F
Sacarosa (Merck) 40 ¢

Agua 100 ml

Solucién de trabajo I (poro grande)
1 volumen de solucién B
2 volGmenes de solucién D
1 volumen de solucién E

4 voltmenes de solucién F -
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Solucién de trabajo II
Persulfato de amonio (Mallinckrodt) 140 mg
Agua c.b.p. 100 ml
La solucién es estable a 4° C durante una
semana.

Solucién de trabajo III (poro pequefio)
1 volumen de solucién A
2 voluﬁenes de solucién C
1 volumen de agua
4 volumenes de solucién de trabajo II
Se prepara momentos antes de emplearse y

se mantiene en agitacién con agitador még-
netico.

Solucién Amortiguadora electrodo pH 8.3 (concentrada)

TRIS 6.0 g
Glicina (Merck) 28.8 g
Agua c. b. p. 100.0 ml

el pH se ajusta con HC1 0.IN y se afora,

Solucién fijadora

Acido tricloroacético ( Merck ) 12.5%

Solucibén colorante

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

Agua c. b. p. 100 ml

Para disolver se agita durante 30 minutos en
el agitador magnético, se diluye la solucién
1:20 con &cido tricoloracético al 12.5% y se

filtra con papel Whatman No. 42. Se prepara
solo la can-



tidad necesaria (20 ml por gel)

Solucién de azul de Bromofenol
Azul de bromofenol (Merck)

Agua c. b. p.

Solucién decolorante
Acido acético

Agua c. b. p.

Determinacién de Calcio:

Solucidn tipo de calcio 100 mg/l

17

1 mg

100 ml

5 ml

100 ml

Pesar 0.2497 g de carbonato de calcio (Merck)
seco, disolver en la minima cantidad de &cido

clorhidrico; aforar a un litro.

Solucién de EDITA-Na4 (4icido etilendiamino tetraacético,

sal de tretra sodio)(Sigma) 3.75%.

Solucidén de EDTA-Na4 0.78%

Solucién de &cido sulfdrico (Merck) 1/12 N.

Solucién de Tungstato de sodio (Sigma) 10%

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

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

Solucién de cloruro de magnesio (Merck) 2.5 mg/50 ml

Solucién de EDTA-Na4 1 mM

Bioensaxo:

Solucién salina fisiolégica (Travenol)
Eter anhidro (Productos Quimicos Gadir)

Xilol (Sigma)
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Conservaciéon de material:

Acetona q. p. (Harleco)

Bi6éxido de carbono, CO, (hielo seco)

Polvos de acetona:

Acetona q. p. (Harleco)

Eter anhidro (Productos Quifmicos Gadir)

Extraccién:

Solucién de KC1 (Merck) 0.3 M-tioetanol (East-
man Organic Chemical) 0.01%

Solucién de n-butanol (Baker)-4cido acético (Ba-
ker) - agua (12:3:5).

Purificacidn:

Acido silicico (Merck)

Filtracién en gel:

Sephadex G-100 (super fino), G-75 (super fino),
G-50 (medio) Sigma.

Hidratado con exceso de eluyente; se pone a bafio
maria cuatro horas, se enfria a temperatura am-
biente y luego a 4° C.

Volumen de elucidn:
Solucién de azul dextrdn (Merck) 0.1%

Volumen interno:

Solucién de hidroxicobalamina 300 }Lg/l ml

Ultrafiltracidén:

G-s nitrégeno (Industrias Franco).

Agua deionizada pH 5.2
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Cromatograffa de intercambio iénico:

Carboxi-metil-celulosa (CM-C) (Sigma).
Dietil-amino-etil-celulosa (DEAE-C) (Sigma)
Solucién de 4cido clorhfdrico (Merck) 1.0 M,

Solucién de hidréxido de sodio (Merck) 1.0 M
y 0.1 M,

Solucién de bicarbonato de amonio (Mallinck-
rodt) 0.002 M, 0.01M y 1.0 M,

Solucién de acetato de amonio (Mallinckrodt)
0.01 M, pH 5.5., amortiguador (1) y 0.1 M

pH 6.2, amortiguador (2) de estas soluciones
se prepararon las siguientes:

Mescla No. Amortiguador 1 Amortiguador 2 pH
1 250 ml 25 ml 5.50
2 225 ml 25 ml 5.60
3 200 ml 50 ml 5.60
4 175 ml 75 ml 5.65
5 . 150 mi 100 ml 5.70
6 125 ml 125 ml 5.5
7 100 ml 150 ml 5.80
8 75 ml 175 ml 5.85
9 50 ml 200 ml 6.00

10 25 ml 225 ml 6.15

n eeeea- 250 ml 6.20
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I.- Técnica para determinar la concentracién_ de proteina

La determinacién se realizé con la técnica de Hartree
(54), que se basa en la produccién de un complejo colori-
do que forman los grupos amino de las proteinas con iones
cobre presentes, en medio alcalino, cuyo color se intensi-
fica con la presencia del reactivo de Folin-Ciocalteau-fenol.
Técnica:

A un ml de la solucién de la muestra, se agregaron 0.9 -
ml de la solucién A, se agitaron e incubaron en bafio Ma-
rfa a 51°C, durante 10 minutos, después de lo cual se en-
friaron a 4° C también durante 10 minutos; 0.1 ml de la so-
lucién B se afiadieron con agitacién, después de lo cual que-
d6 en reposo a temperatura ambiente otros 10 minutos;' 3 ml
de la solucién C recién preparada, se agregaron finalmente
y se repitieron los pasos de agitacién, incubacién y enfria-
miento; el producto colorido se leyé a 500 nm contra blanco
de reactivos.

La concentracién de proteinas se obtuvo de soluciones -
de polvo a concentraciones de 100 y 200}1g/m1 de solucién
salina o con volidmenes 0.5 y 1 ml cuando la muestra era -
liquida.

E1l estudio de la técnica comprendié el espectro de absor
cién del producto colorido y su estandarizacién (presicién, -

exactitud, sensibilidad y especificidad).
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Aunque no se llevd control de calidad con ningln est4n-
dar, esta omisién se compensé con la curva tipo determina
da en cada experimento.

Espectro de absorcidén.- Se hizo con la reaccién colorida de
un estidndar de 50 pg de albGmina humana y un blanco de -
reactivos leidos contra agua.

Precisién.- Se determiné por la reproducibilidad en diez -
rﬁuestras, con concentraciones de 80, 40 y 10 mg de albdmi
mina humana.

Exactitud.- Obtenida por la recuperacién de proteina, agre-
gada en concentraciones progresivamente crecientes, a una
solucién de proteina de concentracién conocida.
Sensibilidad. - Determinada por la curva tipo, descrita en la
siguiente tabla.

Tubo No. Proteina AlbGdmina Agua Solucién Solucién -Solucién

A B C

Mg 100}1g/ml ml ml ml ml

1 5 0.05 0.95 0.9 0.1 3
2 10 0.1 0.90 0.9 0.1 3
3 20 0.2 0.80 0.9 0.1 3
4 30 0.3 0.70 0.9 0.1 3
5 40 0.4 0.60 0.9 0.1 3
6 50 0.5 0.50 0.9 0.1 3
7 60 0.6 0.40 0.9 0.1 3

8 70 0.7 0.30 0.9 0.1 3
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Tubo No. Proteina AlbGmina Agua Solucién Solucién Solucidén

A B C
9 80 0.8 0.20 0.9 0.1 3
10 90 0.9 0.10 0.9 0.1 3
1 100 1.0 —ee= 0.9 0.1 3
12 - 1.0 0.9 0.1 3

Soluciones A, B, C, fueron ya descritas en el capitulo de

Material, Seccién 3.

Especificidad.- Se estudiaron las interferencias que produ-
cen el ficoll como representante de carbohidratos, el dode
cil sulfato de sodio, de grasas y el 4cido ribonucléico, de
los 4cidos nucléicos; haciendo una solucién mezcla de estas
sustancias més albmina humana en concentraciones de to-
das ellas de 100 /ug/ml, en solucién salina fisioldgica (aolg
cién A), que se agregd a una solucién de albGmina humana

100/1g/m1 (solucién B), en la forma siguiente:

Tubo Solucién A Solucién B Concentracién tebrica
No. final de proteina
ml ml pg/ml

1 0 .0‘ 1.0 100

2 0.1 0.9 100

3 0.2 0.8 100

B 0.3 0.7 100

5 6.4 0.6 100

6 0.5 0.5 100
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Tubo Solucién A Solucién B Concentracién tedrica
No. final de Protefna
7 0.6 0.4 100
8 0.7 0.3 100
9 0.8 0.2 100
10 0.9 0.1 100

II.- Electroforesis discontinua

Es una método (55) de purificacién e identificacién de
moléculas (protefnas), que se basa en la propiedad que pre-
sentan las protefnas de eﬁigrar en un campo eléctrico a di
ferentes velocidades, en un soporte sblido con porosidad se
lectiva como es el gel de poliacrilamida. La posicién de la
proteina sobre el gel puede detectarse en forma de discos -
coloreados por tinciones especificas para proteinas.

El equipo necesario para la realizacién de la técnica -

consta de:

Una cdmara electroforética que estid formada por dos recipi
entes cilindricos, uno inferior de doble pared para circula-
cién contfnua de agua. que lo mantiene a temperatura cons-
tante; un recipiente superior con 12 perforaciones, en las -
cuales se colocan los geles, y el vidstago que en su extremo
superior tiene el cétodo y el inferior el 4nodo. Los dos re-
cipientes contienen la solucidén amortiguadora electrodo en -

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

5

mA

Una gradilla para tubos con nivel, y una ldmpara fluo-

25

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

Preparacién de los Geles:

1

2.,

14.

Sellar con parafilm los tubos de 10 cm x 6 mm

Agregar 0.1 ml de solucién de poro grande a los
tubos.

Poner la muestra de 100-200 pg de proteinas en
polvo.

Borrar el menisco con agua, con ayuda de una
micropipeta.

Fotopolimerizar 20 minutos.

Fliminar el agua de cada uno de los tubos.
Lavar con solucién de poro grande y escurrir.
Agregar solucién de poro grande 0.2 ml
Fotopolimerizar 20 minutos.

Escurrir el agua y lavar con solucién de poro
pequeiio.

Llenar el tubo con solucién de poro pequefio.
Borrar el menisco.
Polimerizar 45 minutos.

Los geles se guardaron en el cuarto frio (4© C)
para continaar al siguiente dia.

Electroforesis:

15.- Cclocar los geles en la cdmara, 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 solucién amortiguador electrodo en -
los compartimientos de la cdmara electroforética.

18.- Poner 2 ml de solucién de azul de bromofenol -
al 0.001% en el compartimiento superior.

19.- Colocar la tapa de la cdmara 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.

Fijacién de proteinas:

21.- Poner los geles en &cido tricloroacético al 12.5%.
30 minutos con agitacién mecénica.

Tincién:

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

Decoloracidn:
23.- Pasar los geles por agua y colocarlos por sepa-

rado en 20 ml de 4cido tricloroacético al 10%.
24 horas.

Montaje de Geles:

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

25.- Sellar los extremos del tubo con parafilm, cui-
dando que no queden burbujas de aire, y conser-
var los geles en la obscuridad.
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III.- Determinacién de la concentracién de Calcio.

La determinacién de calcio (56) por absorcién atémica
se basa en la propiedad que presentan los compuestos de
calcio de absorber luz de longitud de onda caracteristica
producida por uwna l4mpara de cédtodo hueco, cuando se -
encuentran disociados en 4tomos de calcio libre por el -
efecto de una flama.

La medicién se lleva a cabo con un espectrofotémetro
de absorcién atdémica Unicam Sp 90, que consta de:

Una 1dmpara de citodo hueco que es ded metal que va
a analizarse y es diferente para el andlisis de cada metal
y que produce luz de una longitud de onda especifica.

Un quemador de premeszcla que tiene por funcién mes-
clar los gases de combustién (aire y acetileno) con la mu-
estra antes de ser quemados.

Un sistema de atomizacién por medio del cual la mues
tra es introducida al quemador, que tiene por funcién rom
per la solucidén en finas gotitas para provocar el estado de
disociacién de los 4tomos.

Una hendidura de entrada que reduce al minimo la dis-
persién de la luz, la que al atravezar el monocromador a
su vez proporciona un rango de luz espectral pura.

Un fotomultiplicador que convierte la energfa luminosa
a eléctrica y amplifica ésta para mover un dispositivo de -

lectura o un registrador.



28

Es esquema siguiente muestra las partes fundamentales

del aparato.

=(414

7~

G H I

(A) C4todo hueco, (B) Hendidura, (C) Llama, (D) Atomizador,

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

de salida, (H) Fototubo , (I) Detector.
Las condiciones del aparato para
medicién son:
Longitud de onda
Rendija
Filtro
Corriente de la ldmpara
Mechero

Altura del mechero

Gas

Aire

la realizacién de la -

422.7 mu

0.008 mm

2

12 mA

10 cm acetileno

1.0 cm

Acetileno con presién de
0.7 Kg/cm? y flujo

1500 cc/min

2.1 Kg/cm2 y flujo de
5 1/min

Experimmhentalmente se determind el rango de longitud de

onda en que hubo absorcibn.
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Preparacion de la curva tipo:

Matraz de Sol Ca EDTA_Na Aforar con Ca Ca
100 ml No 100 mg/1 3 .75% H20 deio- mg% mEgq/l
ml ml nizada
100 ml
1 1 20 " 2.5 1 25
2 2 20 U 5.0 2.50
3 3 20 i 75 375
4 4 20 H 10.0 5 00
5 5 20 i 12.5 6 23
6 6 20 I 15.0 7.50
3k 7 - 20 " st -———-

* Blanco de reactivos.

Preparacion de los problemas:

Se prepararon con 0.4 ml de suero més 9 6 ml de solucién
de EDTA-Na, al0.75% y agitacién.

El aparato se ajustd con el blanco de reactivos al cero de
D.O. (Densidad optica), para leer los estidndares y la -
muestra problema entre 420 y 424 nm .

Estandarizacién de la técnica:

El estudio comprendié los siguientes experimentos:
Espectro de Absorcién: Con una muestra de suero prepara-
da para calcio, se leys (D.O.) a diferentes longitudes de -
onda, desde 300 - 500 nm

Precision del aparato: Se obtuvo con las lecturas repetidas
diez veces cada 3 minutos de cada uno de los puntos de la

curva tipo.
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Seleccidén del producto bioldgico: Se estudié la concentracién
de calcio en 0.4 ml de cinco muestras de suero, plasma y
desproteinizado de sangre humana. El1 plasma se obtuvo de
sangre tomada con heparina (anticoagulante) y el desprotei-
nizado con la técnica de Folin-Wu: Por cada ml de sangre
se adicionaron 8 ml de 4cido sulfdrico 1/12 N; enseguida -
se agitaron y se agregd 1 ml de tungstato de sodio al 10%,
y finalmente se agitdé y filtré.

Determinacién del volumen del suero: Con la concentracién
de calcio por triplicado en volGmenes de 0.4, 0.2 y 0.1 ml .
Efecto del tiempo: Las concentraciones de la curva tipo se
leyeron al tiempo 0 y a las 24 horas.

Curva tipo: Se hicieron tres curvas que comprendieron con
centraciones desde 0.0 a 15 mg/lOO ml.

Precisién de la técnica: Determinada por la reproducibili-
dad de la concentraciéon del calcio en diez muestras del -
mismo suero.

Exactitud de la técnica: Se obtuvo por la recuperacién del
calcio afiadido a un suero previamente dializado con EDTA.-
Na, 1 mM (para eliminar calcio) y con adicién de solucién

stock de calcio 100 mg/1, en las proporciones siguientes:
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Muestra Suero dializado Calcio agregado Valor tebrico

Ca Solucién 100 mg/1 Ca

No. (m1) mg/rnl de Ca mg/é ml

ml Ca (mg)

1 6 0.016 0 0.00 0.096

2 5 0.080 1 0.10 0.18

3 4 0.064" 2 0.20 0.26

4 3 0.048 3 0.30 0.35

5 2 0.032 4 0.40 0.43

6 1 0.016 5 0.50 0.52

7 0 0.00 6 0.60 0.60

Sensibilidad de la técnica: Experimentalmente corresponde
a la curva tipo: 25, 5, 7.5, 10 12.5 y 15 mg % de calcio.
Egpecificidad de la técnica: Se hizo con el mismo suero -
dializado ya descrito, al que se agregaron concentraciones

de diferentes electrolitos como se indica a continuacidn:

Tubo No. Suero dializado Na C1 K C1 Mg C1,
12 mg/ml 0.31 mg/ml 0.05 mg/ml
ml ml ml ml
1 1
2 1 1
3 1 1
4 1 1
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IV - Bioensayo:

Este método se realizd 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 administracién
por via intravenosa en ratas machos y/o hembras de 'as -
cepas Sprague-Dawley y Long-Evans.

Se utilizaron ratas de 100-150 g , en ayuno durante 18-
20 horas, pero con administracién de agua corriente ad-li-
bitum. La sustancia problema se administré en la vena -
caudal con aguja de nimero 27 x 1/2 pulgadas, en 0.5 ml -
de solucién salina fisiolégica (control 0.5 ml de solucién -
salina Gnicamente), después de haber producido vasodilata-
cién y aclaramiento en la cola de la rata por medio de la
aplicacién de xilol.

Una hora después de la inyeccién se anestesiaron lige-
ramente con éter, se abrié la cavidad abdominal y se san
graron de la arteria aorta con aguja del nimero 21 x 1/2
pulgadas. El objetivo de la anestesia era mantenerlas vivas
para que la presién sanguinea proporcionara el miximo vo-
lumen de sangre.

La sangre coagulada se centrifugdé a 1000 g durante 15

minutos; el calcio se determind en el suero asi obtenido.
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Tanto para el control como para los problemas se uti-
lizan grupos de cinco animales.
Estandarizacién del bioensayo:
Esgtudio de la alimentacién basal: Las ratas se sometieron
a diferentes condiciones para estudiar el efecto de la ali-
mentacién 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 administracién de
agua corriente.

w
1

En ayuno 18-20 horas con administracién de
solucién glucosada al 6%.

4.- Ayuno total durante 18-20 horas.

5.- Ayuno 18-20 horas con administracién de -
agua deionizada libre de calcio.

Selecci6én del sexo: Se hicieron determinaciones de los ni-
veles de calcio en suero de hembras y machos sometidos a

las dietas ya sefialadas.

Seleccidén de la dosis: De datos tomados en la literatura, -
que oscilaron de 5-100 Je de proteina, se seleccionaron las
dosis de 17, 34 y 68 pe de protefna; cuando se encontrd el
primer polvo con actividad bioldégica que fue el de la clave
4Q-S-I, se probaron las dosis de 5, 7, 10, 14, 21, 28 y -
40 pg de protefna, de las cuales se seleccionaron las do-

sis para posteriores bioensayos.
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TECNICAS DE EXTRACCION Y PURIFICACION

V.- Recoleccién de material bioldgico:

Se recolectaron nueve lotes de material biolégico (tiroi
des) para la realizacién de los experimentos.

Los lotes 1, 2, 5, 6, 8 y 9 (1C, 2C, 5C, 6C, 8C, 9C),
se obtuvieron de cadiveres del Hospital General del Centro
Médico Nacional, cinco horas después de la muerte, duran-
te la autopsia de pacientes que fallecieron de diferentes pa-
decimientos .

El material de los lotes 4 y 7 (4Q y 7Q) se obtuvo de
tiroides extirpadas quirGrgicamente en el Hospital de Onco-
logfa y Hospital General del Centro Médico Nacional, inme-
diatamente después de la intervencién. Este material estuvo
constituido por adenomas y carcinomas.

El material del lote 3 (3C) se obtuvo de tiroides de ca-
diveres del Servicio Médico Forense, unas 8 horas después
de la defuncidén, durante la autopsia. K1 tejido obtenido fue
de personas aparentemente sanas, que murieron por acci-
dente o agresién.

Todo el material recolectado fue de adultos de ambos -
sexos.

VI.- Conservacién de material bioldgico:

El material recolectado y mantenido a 4° C durante las
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primeras 12 horas, se lavd con solucién figiolégica, se lim
Pid eliminando las glidndulas paratiroides, la mayor parte -
de tejido adiposo y tejido conectivo superficial; en seguida
se cortd en pequefios trozos.
La conservacién se hizo:
a).- En acetona a 4 °C, 1o que tuvo por objeto
la eliminacién de lipidos del tejido para la
facil elaboracién del polvo de acetona (PA).
El procedimiento se aplicé a los lotes 1C,
5C, 6C, 8C.
b).- En congelacién que evité la desnaturaliza-
cién de las protefnas hasta la elaboracién
del polvo de acetona. El tejido recolectado
se congeld rdpidamente con hielo seco gu-
ardindose posteriormente en un congelador
a -30°C; por este procedimiento se conser

varon los lotes 2C, 3C, 4Q, 7Q y 9C,

VII,- Elaboracién del polvo de acetona:

Tiene por objeto eliminar la mayor parte de lipidos pre
sentes en el tejido por medio de solventes orgénicos (aceto-
na y éter).

E1l tejido conservado en acetona o en congelacién, se pe

80 y molié en una 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 -
agité con agitador magnético durante 10 minutos y centrifu
gbd a 1000 g durante 15 minutos. La operacién se repitié -
tres veces méis sobre el residuo, y la deslipidizacién final
se hizo con éter frié (100 ml1/g de -tejido).

El tejido deslipidizado se extendié sobre papel filtro pa
ra permitir la evaporacién 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 -
excepcién del lote 4Q, que se congeld y molié en un moli-
no de carne y los lotes 1C y 2C que no se centrifugaron, -

sino que se filtraron al vacfo para eliminar los solventes.

VIII.- Extraccién de proteinas y esterilizacidn:

De los nueve lotes reducidos a polvo de acetona, cinco

de ellos (1C, 2C, 3C, 4Q, 9C) se sometieron a los sigui-
entes procedimientos de extraccidn:
a).- Extraccién salina con KCl (52) basado en la propiedad
de que tienen las sales neutras (KCl) a concentraciones -
bajas ‘de incrementar la solubilidad de muchas proteinas -
por el fenémeno llamado desalazén (salting-in), que es fu_rl'
cién de la concentracién de la sal y el nimero de cargas

y especies ibdnicas en solucién. Los efectos del desalazdn
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son causados por la tendencia de los grupos no disociables
de la proteina a ionizarse.

Para cada gramo de polvo de acetona se agregaron 30
ml de una solucién de KC1 0.3 M - tio etanol 0.01 % con -
lo que se agitdé en agitador mecédnico durante 4 horas, a -
4° C; a ésto siguié una centrifugacién a 34,800 g, durante
15 minutos. El1 residuo se extrajo tres veces méds con el
mismo solvente y con agitacién de 4, 2 y 1 hora; ademaiés
se hizo una extraccién final con agitacién durante toda la
noche (16 horas).

La mezcla de todos los sobrenadantes se pasdé por fil-
tro Millipore (previamente esterilizado), el cual estd for-
mado por un prefiltro y la membrana Millipore de 0.25}.1.
El sobrenadante se conservé a 4° C en condiciones estéri
les. Mientras tanto el residuo se colocdé en bolsas de ce-
lofdn y dializé durante 72 horas con agua deionizada, re-
novada cada 24 horas hasta eliminar las sales, después -
de lo cual se liofilizé y conservdé un desecador a 4°C.

Asf se precesaron los lotes 1C, 2C, 3C y 4Q.

b).- Extraccién con solventes organicos (35).- Esta técni-
ca se basa en el efecto que tienen los solventes organi-
cos (n-butanol) de reducir la constante dielectrica de las

soluc{ones acuosas de proteinas, disminuyendo la solubili-

dad en agua de la mayor parte de proteinas, 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
vando la proteina a su punto isoeléctrico (P. I.).

40 g de polvo de acetona del lote 9C (9C-B-PA), se mo
li6 en licuadora con la mezcla de extraccién (butanol-&cido
acético-agua) utilizando 20 ml por gramo de polvo, durante
30 segundos a velocidad méxima. Se agitd durante 18 horas
con agitador mecénico seguido de centrifugacién a 700 g -~
15 minutos a 4°C.

El resfduo (R) se dializd, liofilizé y conservd a 4°C. -

Al sobrenadante se agregaron 80 g de 4cido silicico -
para eliminar partfculas contaminantes. Se agité durante 1
hora y centrifugdé a 700 g 15 minutos a 4°C.

El paso siguiente de esta técnica implicaba una evapo-
racién del butanol a 30°C y al alto vacio, condicién que no
fue posible realizar en nuestro laboratorio. Por este moti-
vo esta técnica fue abandonada.

IX.- Filtracién en gel.

Es un procedimiento cromatogrifico (60), que permite
la separacién de sustancias (protefnas) seglin el tamafio mgo
lecular; esta técnica se realiza con un soporte inerte que -
en nuestro procedimiento fue el sephadex, que es una polisa
cdrido frabricado en forma de esferas, que al estar hidra-
tado y empaquetado en una columna forma espacios entre -

las esferas y dentro de las mismas, por donde las sustan-
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cias son seleccionadas y transportadas por el eluyente (agua);
la velocidad del transporte depende del tamafio de las sustan-
cias retenidas por los espacios del sephadex.

Los sobrenadantes (S) obtenidos de la extraccién se filtra
ron en columnas empacadas con sephadex, previamente hidra

tado a bafio Marfa durante cuatro horas.

Montaje de la columna: La columna se nivelé con nivel -
de burbuja; las burbujas de aire que podian haber quedado -
bajo el soporte del lecho se eliminaron, inyectando agua con
una jeringa en la salida de la columna; se cerrd esta y la -
suspensién de sephadex se dejé escurrir por las paredes; cu-
ando el gel se habfa sedimentado, se abrié la columna para
que el liquido por arriba de la columna del gel fluyera, pero
se dejo una pequefia capa de liquido por encima de ella; des-
pués de agitar suavemente con varilla de vidrio la parte su-
perior de la columna del gel se continud agregando la suspen
sién del sephadex y se repitieron los mismos pasos cuantas
veces fue necesario hasta obtener la altura de columna de gel
que se deseaba; el agua se dejdé fluir a través de la columna
durante 24 horas para obtener la estabilizacién del lecho (Se
phadex hidratado y empaquetado).

Aplicacié.n de la muestra: - El sobrenadante se aplicé en un
volumen del 5 al 20% del volumen total de la columna de gel,
después de eliminar el liquido por encima de la misma; la -

muestra que se dejé resbalar cuidadosamente por la pared
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de la columna, penetrd al lecho, después de.lo cual se apli
cé en la misma forma una capa de eluyente (agua deioniza-
da) y se permitié su flujo.

La columna se adaptdé a un colector de fracciones con -

Uvicord y graficador.

Pardmetros de la columna.- Cuando el sephadex estd empa
quetado en una columna, consta de dos frases: el solvente
dentro de las particulas del sephadex y el solvente que es-
t4 entre las partfculas .

Para conocer el mecanismo de filtracién en gel y poder

caracterizar las propiedades cromatogrdficas de las sustan
cias se deben conocer los componentes del lecho de la co--
lumna .
Tres componentes contribuyen al volumen total del lecho - -
(Vt= Volumen total): el volumen entre las particulas del gel,
llamado volumen de exclusién o vacfo (Vo ), el volumen del
solvente dentro de las particulas del gel, llamado volumen
interno (Vi), y el volumen de la matriz del gel (Vm)

Por lo tanto, el volumen total del lecho es igual a:

Vite Vo ¢ Vi ¢ Vm (1)

Se puede considerar entonces que el volumen total es -
igual al volumen de la columna ocupado por el lecho més -
el volumen de la matriz de éste. Desde el punto de vista -

préctico, el volumen total se puede calcular con la férmula
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el volumen de un cilindro, ya que el espacio ocupado por -
la matriz es muy pequefio.

El volumen vacfo (Vo) puede ser establecido cromatogrd
ficamente sobre el gel empaquetado, . con una sustancia de -
peso molecular alto, como el azul dextrdn con un peso mo-
lecular promedio de 2.000000, el cual no puede entrar a la
particula del gel. El1 volumen que sale de la columna desde
el inicio de la aplicacién de la sustancia y la aparicidén de
ésta en el @luyente, corresponde al volumen vacfo.

El volumen interno (Vi) estd relacionado a la porosidad
del gel y se determina también cromatogréaficamente utili-
zando una sustancia de bajo peso molecular, como es la vi
tamina B 12 6 hidroxicobalamina, cuyo peso molecular es -
de 1.355. El1 volumen de eluyente que sale desde la méxima
concentracién del azul dextran hasta la méxima concentra--
cién de la B 12, es el volumen interno (Vi).

Tanto el volumen vacfo como el interno, se determinaron
simultdneamente con una muestra de azul dextrdn al 0.1% con
300 pg de hidroxicobalamina en un volumen total de 2 ml.

Con estas tres variables Vt, Vo, Vi, podemos despejar

Vm de la escuacién (1) en donde Vm = Vt - (Vo & Vi)

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

elucidén (Ve) es una constante particular de la sustancia que -
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corresponde al volumen del eluyente, desde la iniciacién -
del procedimiento hasta la mdxima concentracién de la sus
tancia que es separada.

Se llama volumen de separacién (Vs), al volumen de -
eluyente comprendido entre la mixima concentracién de -
dos sustancias.

El comportamiento de una sustancia se puede expresar
por la constante disponible (K av) que depende de la rela-
cién entre el volumen de elucién de la sustancia y el volu
men total con el volumen vacfo:

Ve - Vo
Vt - Vo

Kav =

Estudio de Sephadex.- Para seleccionar el tipo de sepha-
dex que deberfa 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 x 38 ccn . Con el sepha
dex G-50 que dié el mejor patrén se estudié el comporta-
miento de una columna de 2.5 x 90 cm para aumentar el
volumen de la muestra.

Experimento para conocer el comportamiento de una molé
cula pt.aqueﬁa.- En una columna de 2.5 x 90 cm de sepha-
dex G-50, se estudié6 el comportamiento de la insulina -
marcada con 1125 (101, 585 c. P- m.) que tiene un peso

molecular de 6000 muy cercano al de la proteina en estu

dio agregada a 25 ml de sobrenadante del lote 2C-S. Las
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dos fracciones obtenidas (I moléculas grandes y II molécu
las pequefias) se dializaron, liofilizaron y conservaron a
4° C.

X.- Ultrafiltracidn:

La ultrafiltracién es una técnica (61) de separacién se
lectiva de particulas en suspensién de acuerdo a su peso
molecular.

El equipo para la realizacién de esta técnica constaba de:

Las membranas de ultrafiltracién previamente lavadas
para eliminar la glicerina que contenfan,se colocaron en
la base de las cdmaras de agitacién que contenfan el liqui
do que se iba a filtrar. La cd4mara se conectd a un reci-
piente cuando el volumen exedia del volumen de la cdmara,
el recipiente o la cAmara se conectaron a una fuente de -
gas nitréceno, con presién controlada.

La fraccién II se pasé sobre membrana XM-50 (lfmite
de exclusién 50,000), cuyo filtrado obtenido es pasado por
PM-10 (1fmite de exclusién 10,000) y el filtrado obtenido -
finalmente se pasa sobre UM-2 (Lfmite de exclusién 1,000),
Los sobrenadantes concentrados en cada una de las mem-
branas se lavaron finalmente con 500 ml de agua deioniza
da para eliminar sales residuales. En los 1C-S-II, 2C-S-
II, la fraccién II solo pasdé por PM-10 y UM-2; y en 3C-S

y 4Q-S-1I por XM-50, PM-10 y UM-2,
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XI.- Cromatograffa de intercambio ibnico:

Es una técnica de separacién que aprovecha las diferen
cias en propiedades 4cido-bédsicos de las sustancias (protel
nas))con la utilizacién de una fase esfacionaria (resina in-
tercambiadora de iones) a las que se unen selectivamente -
las protefnas y una fase liquida (solucién amortiguadora) que
separa a su vez (por variaciones de pH o fuerza iénica) se-
lectivamente las protefnas ya unidas a la resina.

Los dos tipos de resinas que se utilizan en este proce-
dimiento, son de tipo anidénico y catiénico,lo que significa -
que los grupos funcionales de la resina tienen estas carac-
teristicas.

En el presente trabajo se utilizaron la DEAE-C (Dietil-
amino etil-celulosa) que tiene grupo funcional

+

R -0 .-CH -CH - NH- (CH) 2
2 2 25

y la CM-C (carboxi-metil-celulosa) cuyo grupo funcional es:

- +
R-O-CHZ-COO_ Na

En ambas resinas R significa la molécula celulosa y

los grupos funcionales en la ionizacidén son:

=000~ y -N B

La técnica seguida para purificar en DEAE-C se basd
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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.

Estas resinas requieren de un procedimiento de lava-
do para eliminar las impurezas y ademdés deben activarse
los grupos intercambiadores de iones.

El procedimiento seguido consistié en lo siguiente:

A 100 g de DEAE-C se agregaron 3 litros de agua y -
se agitd durante 15 minutos; después de una hora de sedi-
mentacién espontdnea se elimind el sobrenadante que con-
tenfa las pequefias particulas.

El procedimiento se repitié cinco veces, después de lo
cual se afiadieron 2500 ml de 4cido clorhidrico 1 M; se -
agitd durante 15 minutos y filtrd en tela de seda Este la-
vado 4cido fue seguido de lavados con agua bidestilada (pH
5.8), hasta que el filtrado tuvo el mismo pH. Después sé
lavé con 2500 ml de hidréxido de sodio, se agitd y filtrd
y el lavado del agua se repiti6 hasta obtener el pH de la
misma. Finalmente la celulosa se lavdé con amortiguador -
bicarbonato de amonio 0.002 M, pH 7.5 hasta que se obtu-
vo este pH en la suspensién.

Fl lavado y activacién de la CM-C se hizo con la mis-
ma técnica, pero se cambid el orden de las soluciones: -
primero el hidréxido de sodio IM y después el 4cido clor-

hidrico 1IM. E1l amortiguador fue en este caso acetato de
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amonio 0.01, pH 6.2 . Ambas resinas se conservaron a -
4°C y con azida de sodio para prevenir la contaminacién.

E1l montaje de la columna fue igual que el ya descrito
para el sephadex pero en este caso se permitié que la co
lumia alcanzara su equilibrio, el cual correspondi6 al -
momento en que el pH del eluyente fue igual al del amor
tiguador inicial que entré a la columna.

La muestra correspondiente entre 5-20% de! polvo re
tenido por 1 g de resina (experimento previo), se aplicd
disuelto en el volumen minimo (de 1 a1l 5 ml) del mismo
amortiguador inicial.

El sistema completo de elucién para DEAE-C compren
dié 200 ml de cada uno de los amortiguadores siguientes:
amortiguador inicial bicarbonato de amonio 0.002M, pH -
7.5; 0.1M, pH 8.0;1.0M, pH 8.5 y finalmente hidroxido -
de sodio 0.1IM, pH 13.0 . Y para CM.-C comprendié tam-
bien 200 ml de amortiguador acetato de amonio de los si-
guientes pH: amortiguador acetato de amonio pH 5.5,5.6,
5.65, 5.7, 5.75, 5.8, 5.85, 6.0, 6.15, 6.2 .

Con este procedimiento se purificaron en DEAE-C los
productos de ultrafiltracion:

2C-S-II-UM .- 2
3C-S---UM -2

3C -8 =« = ~PM -10
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3C-S--- XM- 50
40 -5 ---UM- 2
4Q -S- II - PM - 10

Y en CM-C sélo se puriﬁco’:‘

40 - 8 « 1 - UM - 2
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RESULTADOS

E standarizacién de la técnica de determinacién de
Proteinas.

Estandarizacién de la técnica de electroforesis.

Estandarizacién de la técnica de determinacién de
calcio.

Estandarizacién del bioensayo

Recoleccién de tiroides

Conservacién del material biolégico

VII. - Polvo de acetona

VIII.-Extraccién de proteinas

Filtraccién en gel

Ultrafiltracién

Cromatografia de intercambio iénico

XII.- Actividad de los productos por bioensayo

XIII, -Electroforesis de los productos activos
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RESULTA DOS
I. - Estandarizacién de la técnica de determinacién de
proteinas.

El espectro de absorcién del producto colorido en la -
técnica de determinacién de proteinas, demostrd que éste
absorbi6é adecuadamente entre 425-600 nm, rango en que
el blanco de reactivos no lo hizo, como puede observar-
se en la Figura No. 1

En la Figura No. 2, se presentd el experimento rea-
lizado con una curva tipo lefda a diferentes longitudes de
onda desde 500-750 nm; las rectas extrapolables a cero
son las que se leyeron a 500 y 550 nm, y razbén por la
cual se selecciond este rango como el mds adecuado pa-
ra las lecturas de proteinas; todo el trabajo posterior se
leyé a 500 nm.

La precisién de \la técnica obtenida con concentracio-
nes de 80 y 40 mug/ml de protefna fue de 93-103% para la
de 80 ypg y 91-101% para la de 40 pg lo que demostré que
la reproducibilidad fue aceptable, como puede observarse
en la tabla No. 1.

El1 anélisis de la exactitud que se muestra en la Ta-
bla No. 2; demostré que a concentraciones menores de -
20 }Jg/ml de proteina, la recuperacibén fue menor del - -

100% (10% menor), y que por arriba de esta concentracién



ESPECTRO DE ABSORCION DE PROTEINAS
(Hartrre)

BLANCO DE REACTIVOS

D.O.
———ESTANDAR DE ALBUMINA HUMANA 100 ug/ml
0.6
0.5
0.4
0.3+
|
I
|
|
0.2 '
|
| |
| \
| \
| \
0.1 | \‘
|
| \
| \ e ————
| \ _— o=
Ok~ i e e e I I I
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 nm

FIGURA NO. 1



750 nm
700 nm

650 nm

600 nm

550 nm

500 nm

0 T T T T T T T T T T
20 40 60 80 100

pg de Proteina

Figura No. 2.- Curvas tipo de proteina, leida a diferen-
tes longitudes de onda. Las lineas extra-
polables al cero son las leidas a 500 y

550 nm.



PRECISION

Tubo Proteina X Precisién Tubo Proteina X Precisién

Mg/ml D.O. % Jg/ml D.O. Te
1 &0 0.19 93 1 40 0.10 101
2 80 0.20 98 2 40 0.09 91
3 80 0.20 98 3 40 0.10 101
4 80 0.21 103 4 40 0.10 101
5 80 0.20 98 5 40 0.10 101
6 80 0.21 103 6 40 0.10 101
7 80 0.21 103 7 40 0.10 101
8 80 0.21 103 8 40 0.10 101
9 &0 0.21 103 9 40 0.10 101
10 80 0.20 98 10 40 0.10 101
M = 0.204 ve 0.007 g = 0.0000488 M = 0.099 ve0.01 G = 0.001
Precisién de 93 a 103 % Precisién de 91 a 101 %

TABLA NO. 1



EXACTITUD

Muestra Solucién de Proteina Proteina agregada Valor teérico Valor experimental Exactitud
No. 100 ug/ml proteina proteina
ml Proteina ng) ml Mg Mg Mg %
1 0.1 10 0.05 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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la recuperacién fue menor de 9%.

La sensibilidad de la técnica se presenta en la Figura
No. 3, donde se observé que la méxima sensibilidad fue -
de 10 }.xg/ml de protefna y la minima de lOO).lg/ml de pro
tefna; y que la dispersién de las lecturas para cada punto
obtenido de 3 curvas tipo, fue muy pequeifia.

Estudios del mismo laboratorio que no se presentan en
la Figura No. 3 habfan demostrado que se perdfa la linea
ridad a mayores concentraciones de 100 };g/ml , por lo -
que nuestro trabajo se limité al rango presentado en la -
Figura No. 3.

La especificidad de la técnica en presencia de ficoll, -
dodecil sulfato de sodio y 4cido nucléico demostré que a -
concentraciones menores de 30 }1g/ ml de las sustancias -
afiadidas no modificaron la lectura de las proteinas y que
en cambio a mayores concentraciones hubo un aumento de
la concentracién de las sustancias interferentes (Tabla No.

3 )

II.- Estandarizacién de la técnica de electroforesis .
Los datos de estandarizacién de la técnica de electro-
foresis de protefnas‘ para la albGmina fueron los siguientes:
Precisién de 100%

Exactitud de un 99%
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ESPECIFICIDAD

Muestra A B Proteina (t) D. O. Valor experimental Interferencia
No. (ml) (ml) Mg/ml X Mg/ml %
1 0.0 1.0 100 0.21 102 -2
2 0.1 0.9 100 0.21 102 =2
3 0.2 0.8 100 0.20 100 0
4 0.3 0.7 100 0.19 92 8
3 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 0.17 82 18
8 0.7 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 = Solucion con concentracién iguales de dcidos nucléicos, ficoll,

dodecil sulfato y albimina (100 ug/ml).
Solucién de albdmina (100 ug/ml).
t = Valor tedrico

o
n

TABLA NO. 3
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Sensibilidad, la mé&xima fue de 36.25}1g en
0.5)11 y la minima fue de 10 ul

Especificidad, dada por el colorante utilizado,
que en este caso fue el azul de Coo massie.

Que la técnica fue Gtil para la separacién e identifica-
cién de las proteinas contenidas en el tejido tiroideo, se -
demuestra en el esquefia No. 1, en el que se pueden apre-
ciar los patrones electroforéticos correspondientes a un --
polvo de acetona, el sobrenadante inicial en la técnica de

extraccién y el residuo correspondiente.

III, - Estandarizacién de la técnica de determinacién de
calcio.

Su estudio se inicié con el espectro de absorcién del -
calcio en el aparato de absorcién atémica y como se puede
observar en la Figura No. 4 los limites estdn entre 410 y
435 nm, con una méixima absorcién a 425 nm; sin embar-
go, fue necesario ajustar diariamente el aparato, que es
sensible a cambios de temperatura y a la disminucién de
energia de la ldmpara, por lo que la longitud de ondo os-
cilé de 421 a 424 nm

La precisién del aparato, que se muestra en la tabla -
No. 4 fue 94 al 99%.

Aunque los datos de la tabla No. 5 demuestran, como -
era de esperarse, que el plasma tenfa la mayor concentra

cién de - alcio, se eligié el suero como producto biolégico
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PR FCISION DEL APARATO

SOLUCION ESTANDARD Pt PRECISION
DE Ca mg% D.O. %
2.5 0.025 0.002 94
5.0 0.050 0.001 99
7.5 0.074 0.005 94
10.0 0.099 0.001 99
12.5 0.123 0.004 97
15.0 0.147 0.003 98

TABLA NO. 4

SXiie %



SELECCION DE LA MUESTRA

MUESTRA Ca

mg%
Suero 10.8
Plas ma 11,2
Desproteinizado 2.3

TABLLA NO. 5
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de la rata para observar los cambios en los niveles de -
calcio, debido a que requeria menos manipulaciones y -
porque los niveles de calcio en suero no fueron estadisti
camente 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 pequefio, fue -
necesario encontrar el volumen minimo de suero que per
mitiera una determinacién de calcio aceptable y como pue
de verse en la tabla No. 6, volimenes de 0.1 ml fueron
suficientes para ese propdsito.

Se demostrbd que era recomendable hacer las lecturas
de calcio en suero en el mismo dia de la obtencién del -
producto, porque las lecturas disminuyeron discretamente
8i 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 perdi6é después de las 24 horas y de la
misma figura puede estimarse que la sensibilidad méxi-
ma de esta técnica fue de 2.5 mg y la minica de 15 mg%h.

La técnica tuvo una reproducibilidad del 99%, que se
observa en la tabla No. 7 a excepcidén del tubo nGmero 7,

lo que puede deberse a errores manuales.



. SELECCION DEL VOLUMEN DE LA MUESTRA

MUESTRA SUERO SOL. DE EDTA-Nag0.78 % Ca
ml ml mg %
1 0.4 9.6 10.5
2 0.2 4.8 10.2
3 0.1 2.4 10.4

TABLA NO. 6
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PRESICION DE LA TECNICA

TUBO Ca PRESICION
mg% %
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 =0.011 V =0.105

TABLA NO. 7
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En la tabla No. 8 se presentan los datos de recupera-
ci6n, en 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 absorcién atémica para determinar
electrolitos presupone que es especifica para la sustancia -
en estudio, lo que depende de la fuente de energfa (L&mpa
ra) que es especifica en este caso para el calcio, se deci-
di6 comprobar 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-
entran en el suero. Los resultados se presentan en la ta-
bla No. 9, con lo que se demostrd que el NaCl y KC1 au-
mentaron en un 5% la densidad éptica; que el MgCl, 1o hizo

en 10% y una mezcla de los tres en un 25%.

IV.- Estandarizacién del bioensayo.

Con los diferentes patrones de alimentacién utilizados,
(tabla No. 10), no se obtuvo un cambio notorio de la cal-
cemia, por lo que se decidié utilizar el esquema No. 2 -
que corresponde a ayuno y permitiendo tomar agua corri-
ente de la llave ad-libitum.

Por otro lado es aparente que las hembras tuvieron -
niveles mds altos de calcio y aunque desde este punto de

vista podrfan ser més (tiles para hacer aparente la hipo-




Muestra Suero dializado

No. Ca

(m1) (mg)
1 6 0.096
2 5 0.080
3 4 0.064
4 3 0.048
5 2 0.032
6 1 0.016
7 0 0. 000

EXACTITUD DE LA TECNICA

Calcio agregado
Solucién de 100 mg/1 de Ca

(ml)

Ca (mg)

0.00
0.10
0.20
0.30
0. 40
0.50

0.60

TABLA NO.

Valor teérico

mg/6 ml

8

Ca

0.096
0.180
0. 264
0.348
0.432
0.516
0.600

Valor experimental
Ca
mg/6 ml
0. 096
0.210
0.270
0.370
0.480
0.520
0.640

Recuperacion

%

100
116
102
106
111
101

107



LA ESPECIFICIDAD DE LA TECNICA

MUESTRA Ca Incremento
mg% de D.O.
%

Suero dializado 2.0

Suero dializado + Na C1 (12 mg/ml) 2.1 S
Suero dializado + KCl1 (0.31 mg/ml) 2.1 5
Suero dializado + MgCl, (0.05 mg/ml) 2,2 10
S.D. #+ NaCl + KCl1 + MgCl2 2,9 25

TABLA NO. 9




SELECCION DE LA ALIMENTACION BASAL Y DEL SEXO PARA
EL BIOENSAYO

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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calcemia, se decidi6 utilizar los machos, ya que por un
lado las hembras son més utilizadas ea otros bioensayos
(lo que disminuirfa su disponibilidad) y existfa la posibi-
lidad de tener variaciones del electrolito dependientes de
la fase del ciclo sexual de la rata, porque los volimenes
y las concentraciones de electrolitos, asi como de otros
metabolitos presentan variaciones relacionadas a los nive
les hormonales que rigen o son consecuencia de la funcién
end6crina .

Una de las fases mdés laboriosas fue la de seleccién -
de la dosis de los extractos, que era necesario aplicar a
los animales para detectar una respuesta de hipocalcemia,
se logré fijar cuando se tuvieron los productos relativa--
mente purificados, ya que no se contaba con un producto -
estdndar. Los resultados de esta parte experimental se pre

sentaran en los resultados del bioensayo.

TECNICAS DE EXTRACCION Y PURIFICACION
V.- Recoleccién de Tiroides.
VI.-Conservacién del material ' biolbgico.

Estas dos etapas del trabajo sdélo pueden valorarse en
funcién del redimiento que se obtuvo en polvo de acetona
o de los demds productos en los subsecuentes pasos de -
purificacién, estimados en peso o en concentracién de pro

teina.
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VII.- Polvo de acetona

Su rendimiento en relacién a su procedencia (caddveres
o quirdrgico), y a su medio de conservacién (acetona o con
gelacién) se muestra en la tabla No. 1l en la que puede ob
servarse gue el rendimiento en peso de polvo no fue muy -
diferente entre el material procedente de cadiveres y el -
primero de los quirdrgicos que procedia de tejido neoplédsi-
co, mientras que el segundo quirdrgico que dié el més ba-
jo rendimiento, notablemente diferente de los anteriores, -
procedia de tiroides con padecimientos benignos, principal-
mente bocios multinodulares.

Aparentemente el medio de conservacién mds adecuado -
resultd ser la congelacién, que di6 un rendimiento de 20% -
en promedio, mientras el del acetona fue de 18%.

La valoracién en concentracién de proteina (tabla No.12),
demuestra que el material quirdrgico fue més rico en pro-
tefnas (4Q-PA y 7Q-PA), mientras que la congelacién (2C-
PA y 3C-PA) permitié6 una mayor conservacién de los mis-
mos.

VIII.- Extraccién de protefnas.

Los sistemas de extraccién se comparan en la tabla No.
13, en la que puede observarse que el butanol tuvo rendimi
ento opuesto al del cloruro de potasio, tanto en el sobrena-
dante como en el residuo (9C - B - PA - S vs 3C - PA .

Sy 4Q - PA . S).



POLVO DE ACETONA

MATERIAL ACETONA CONGELACION
TEJIDO TIROIDEO  PA TEJIDO TIROIDEO  PA

g g % g g %
Cadaveres:
IC-PA 30.1 6 22 -—- " -
2C-PA - - - 20.8 4 2
3C-PA = - - 171.5 36 21
5C-PA 26.3 5 19 — » -
6C-PA 29.1 5 17 ———- - .
8C=PA 30.3 5 16 S - s
9C=PA 200. 0 40 20
Quirirgico:
4Q-PA - = - 180 31 17
7Q-PA - - ~ 7 0.5 7

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

TABLA NO. 11



POLVO DE ACETONA

MATERIAL CONCENTRACION DE PROTEINA
ACETONA CONGELACION
Mg/mg POLVO

1C-PA 100 e
2C-PA — 275
3C-PA messn 490
5C=PA 60 ---
6C-PA 120 ——-
8C-PA 270 e
Quirirgico:

4Q-PA -—- 540
7Q=PA —=- 350

Concentracion de proteina del material conservado en acetona comparado

con el material conservado en congelacion.
TABLA NO. 12
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En cuanto a la procedencia del material s6lo son com
parables el 3C - PA - S y el 4Q - PA - S que tuvieron -
el mismo rendimiento en el sobrenadante pero un menor -
rendimiento en el residuo del que procedia de cadiver.

Los procediriientos de conservacién (acetona y congela-
cién) no tienen expresidén a nivel de la extraccién, porque
en el Gnico conservado en acetona (1C - PA - S) que se pro
cesb hasta la extraccién, no se tomé la muestra fepresen-
tativa del sobrenadante y residuo que permitiria expresar -
su rendimiento. Lo mismo sucedié para el sobrenadante del
2C - PA - S,

En la tabla No. 14 puede apreciarse que el material -
quirdrgico fue mds rico en proteina en el sobrenadante de
ia extraccidén, pero que no hubo una nobable diferencia en-
tre la extraccién del butanol (9C - B - PA - S) y el cloru-
ro de potasio (3C - PA .S), La otra aparente observacién es
que el sobrenadante fue en cualquier condicién més rico en -

proteina que el residuo.

IX.- Filtracién en gel

Los pardmetros de una columia de 2.5 x 37.8 cm con -
sephadex G-50, se presentan en la figura No. 6 y se obser
va que el volumen vacio (Vo) fue de 60 ml y el interno (Vi)

de 126 ml , lo que didé un volumen total de 185.5 ml



EXTRACCION DE PROTEINAS

MATERIAL CONCENTRACION DE PROTEINA
)Jg/mg Polvo

R
Cadaveres:
1C-PA-S (Acetona) - .-
2C-PA=-S (Congelacion) -ty 150
3C~PA-S (Congelacidn) 490 115
9C-B=PA~S (Congelacion) 500 70
Quirurgico:
4Q-PA-S (Congelacion) 674 90

Concentracién de proteinas de los productos de extraccion.

TABLA NO. 14
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Figura No. 6.- Determinacién de los v6lumenes: VT Voy Vi . En
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columna de 2.5 x 37.8 cm, con Sephadex G-50. La -
muestra filtrada estuvo compuesta por 1 ml de Azul
Dextrdn al 0.1% mas 1 ml de vitamina Bj2(100 mg ).
El eluyente utilizado fue agua deionizada pH 5.6 y -
las fracciones recolectadas fueron de 2 ml.
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Con estos datos se procedié a analizar el comportami-
ento del sobrenadante de uno de los lotes estudiados (2C-9
en cada una de las coiurnnas de sephadex G-50, G-75 y G
-100, cuyos resultados se presentan en las Figuras Nos. 7,
8 y 9. En las tres, la sustancia se separd en dos fraccio-
nes (I y II), de las cuales la que corresponde al volumen -
externo fue la mds abundante mientras que la que se eluyd
en el volumen interno fue muy escasa. La separacién de -
ambas fracciones fue mejor en el sephadex G-50, por lo -
que se decidié utilizar este sephadex en subsecuentes sepa-
raciones.

Sin embargo, como el sobrenadante tuvo que mantenerse
durante tres semanas en el cuarto frio, se observd que -
con el tiempo las proporciones de ambas fracciones se in-
vertfan, por lo que debe suponerse que las proteinas con-
servadas en solucién terminaron por fragmentarse.

En la Figura No. 10 que corresponde a una columna de
2.5 x 87 cm con sephadex G-50, se presenta el comporta-
miento de elucién del mismo sobrenadante (2C-S) en linea

continua y el de la insulina marcada con 1125

(101, 585 c.
p.m.) en linea discontinua.

Como puede observarse las moléculas pequefias (fraccién
1I) coin.cidieron con las de la insulina. Las otras dos frac-

ciones de la linea discontfnua corresponden a la molécula -

de insulina fragmentada y al yodo libre.



a 280 nm.

D.O.

0.6+

0.5+

0.4+

0.3+

0.2+

0.1

20

40 60 80 100 120 140
No. TUBO

Figura No. 7.- Filtracién en Se.phadex G-50 de 10 ml del sobrenadante - -

del lote No. 2 (ZC-S), en columna de 2.5x 37.8 cm , con -
VT= 185.5ml, Vo = 60 mly Vi = 120 ml . Las fracciones -
recolectadas fueron de 2 ml y el eluyente utilizado fue agua
deionizada pH 5.6 .

I:Ve=144ml Kavde I=0.67
II:Ve =192 ml KavdelIl = 1.10
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Figura No. 8.- Filtracién en Sephadex G-75 de 10 ml del sobrenadan-
te del lote No. 2 (2C-S), en columna de 2.5 x 37.8cm,
con V= 185.5 ml, Vo = 60 ml y Vi = 126 ml. El elu -
yente utilizado fue agua deionizada pH 5.6 y las fra -
cciones recolectadas fueron de 2 ml.

I:Ve =142 ml
II:Ve - 180 ml

Kavde I-0.66
Kav de II - 0.96



D.O. a 280 nm

0 .64

0.5+

0.4+

0.3+

0.24

0.l

I I

.

v

0 v | J— Ll L T T
20 40 €0 80 100 120 140

No. TUBO

Figura No. 9.- Filtracién en SEphadex G-100 de 10 ml del sobrenadante -
del lote No. 2 (2C-S), en columna de 2.5 x 37 cm, con -
Vo= 181.3 ml, Vo = 60 ml y Vi = 84 ml. El eluyente utiliza
do fue agua deionizada pH 5.6 y las fracciones recolecta -
das fueron de 2 ml.
I:Ve =150 ml Kavde I=0.72
II: Ve = 220 ml Kav de II = 1.30
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Figura No. 10.- Filtracién en Sephadex G-50 de 22 ml del sobrenadan
te del lote No. 2 (2C-S) que contenia 1.0 ul de Insuli-
na marcada con 125 en columna de 2.5 x 90 cm, con
VT=477.8 ml, Vo = 150 ml y Vi = 280 ml . El eluyen
te utilizado fue agua deionizada pH 5.6 y las fraccio-
nes recolectadas fueron de 5 ml.

I:Ve=165ml Kavde I-:
II: Ve = 350 ml Kavdell = 0.61

c.p.m.
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Los resultados de este altimo experimento orientaron
a explorar la fraccién II como fuente probable de la cal-
citonina buscada.

En la figura No. 11 se presentan los patrones de fil-
tracién en sephadex de los lotes 1C, 2C y 4Q en la que
se observa que e' patrén de elucién de cada una de las
fracciones no fue estrictamente reproducible aunque si -
realizb separacién de dos fracciones esperadas.

Ya que los lotes 1C y 2C sirvieron para explorar ca-
da uno de los pasos de la técnica, los resultados corres
pondientes a la ultrafiltracién y a la cromatografia de -
intercambio idénico fueron muy pobres tanto en el rendi-
miento del polvo como en concentracién de proteina. Los
resultados que se presentan a continuacién corresponden
a los lotes 3C y 4Q que se trabajaron normalmente a lo
largo de toda la técnica y en el tiempo adecuado.

Para un mejor entendimiento de la técnica en ambos
casos a continuacién se presentan los esquefias (2 y 3) -
de la técnica para cada lote.

Como puede observarse mientras que el lote 4Q pasb
por filtracién en sephadex, ese paso se omitié en el lote

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

Tejido tiroideo quirdrgico (congelado)

|

Polvo de acetona

Extraccion de proteinas
KCl 0.3M, tioetanol 0.1% pH 5.5 30 ml/g

| |
Residuo Sobrenadante

Esterilizacién (Millipore)

Filtracion en sephadex G-50

Fraccion I Fraccion II
Ultrafiltracion
I(a) —
XM-50
(1) Up—
I Cromatografia — I
DEAE-C PM-10 . | I
111 Cromatografia
l en DEAE-C [ITa
v o l UM-2
L IIIb
Cromatografia en CM-celulosa
| 5

I

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)

Polvo de acetona

Extraccién de Proteinas
(K C1 0.3M tioetanol 0.1% pH 5.5, 30 ml/g de PA)

Residuo Sobrenadante

Esterilizacion (Millipore)

| P Ultrafiltracion
| | (R
111 Cromatografia en
DEAE-C XM- 50
1V(a)
IV(b)__J

Cromatografia en

PM -10 DEAE-C

I UM - 2

Cromatografia en DEAE-C

|
HINEENR

[ 1II(a) I(b) III III(b)IV

11

I1I

v

LLas fracciones en cada una de las etapas y productos finales se obtuvieron

como polvos dializados y liofilizados.
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X.- Ultrafiltracién

En la table No. 15 se presentan los rendimientos en -
polvo de los lotes 4Q y 3C. Puede observarse que fue ma
yor para el 3C (24.5 g) lo que se debe a que en ese lote
el sobrenadante no pasbé por sephadex G-50. En cambio, -
los productos del lote 4Q provenfan de la fraccién II del -
sephadex (9.2 g) que no contenfa los elementos de la frac-
cién I.

Conviene hacer notar que el rendimiento de las molé-
culas pequefias (3CS-PM 10 y UM-2) fue menor en el ma-
terial que no pasb por sephadex, mientras que cuando el
producto inicial era ya de moléculas pequefias, como era
el caso del lote 4Q (PM-10 y UM-2), el rendimiento de -
estas moléculas aumenté.

Por otro lado, tanto en el lote 3C como en el 4Q 1la
concentracién de proteina fue muy parecida, a excepcién
de las proteinas concentradas sobre la membrana de PM-

10, que fue superior en el lote 4Q.

XI,- Cromatograffa de intercambio iénico .

Los datos de cormatograffa que a continuacién se pre
sentan se limitan a la DEAE-C, en la cual la fraccién -
activa es la primera en ser eluida, segin los datos de -

la literatura. .2 cormatografia de intercambio catiénico



PRODUCTOS DE ULTRAFILTRACION

ETAPAS DE PESO DEL POLVO RENDIMIENTO PROTEINAS
PURIFICACION (2) %) (ug/mg de polvo)
4QS - 1I 9.2 100 720
S-1I-XM -50 3.2 35 850
S-1I-PM -10 1.2 13 980
S-1I-UM =2 0.4 4 450
|
| 3C-S 24.5 100 860
S-XM =50 16.8 68 825
S-PM =~ 10 0.7 3 590
S=-UM -2 0.1 0.5 426

Los productos subrayados corresponden a las fracciones con actividad biolégica.

TABLA NO. 15
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(CM-C) también se utiliz6 como primer paso de este tipo
de cromatograffa, para lo cual se utiliz6é la fraccién de
la membrana UM-2 del lote quirGrgico. En vista de que
el resultado sobre este intercambiador idénico no dié una
aceptable separacién, todo el trabajo posterior se hizo -
en DEAE-C,

Como queda sefialado en los esquemas (2 y 3) que co
rresponden a la técnica total de cada uno de los lotes -
(3C y 4Q) los productos de ultrafiltracién en cada una de
las membranas se llevaron al intercambio iénico.

La figura No. 12 muestra comparativamente el patrén
cromatogrdfico de los productos concentrado sobre UM-Z,
Puede observarse que aunque tuvieron patrones muy simi
lares, existi6 una mejor individualizacién de las proteinas
cuando ellas provenian del sobrenadante total (3C-S-UM-2)
que no pasd por filtracién en sephadex. Esto sugirié que
existia un mayor nimero de fracciones proteicas en el -
3C-S-UM-2, que en el 4Q-S-II-UM-2,

La comparacién de los resultados correspondientes a -
lo concentrado sobre membrana PM-10 que se presenta en
la figura No. 13, demuestra que cuando el material era -
quirdrgico y procedia de la fraccién II del sephadex se -
obtuvieron dos fracciones de escasa retencién (Ia y Ib) que

no aparecieron cuando el material procedia de cadiver -



EXTRACCION DE PROTEINAS

MATERIAL EXTRACCION PA S S R R
g g %o g %

Cadiveres:
1C-PA-S (Acetona ) Cloruro de Potasio 6.5 750 .0% - poe o
2C-PA-S (Congelacién) Cloruro de Potasio 4.1 690 .0% -- 0.78 19.2
3C-PA-S (Congelacién) Cloruro de Potasio 36.0 24.5 68.0 4.38 12.1
9C-B-PA-S (Congelacién) Butanol 40.0 0.5 1.2 36.00 90.0
Quir\irgicos:-
4Q-PA-S (Congelacién) Cloruro de Potasio 30.7 21.0 67 10 .10 32.9

Rendimientos en polvo de los productos obtenidos por extraccién con cloruro de potasio y butanol.

TABLA NO.

13



61

y del sobrenadante total.

Finalmente en la figura No. 14 se presenta el patrén -
cromatogrédfico del producto concentrado de XM-50 que pro
venfa del sobrenadante total y que no puede compararse -
con su equivalente en material quirGrgico porque éste no -
llegé a realizarse.

La comparacién de todos y cada uno de estos productos
entre si sefiala que el sistema fue capaz de separar hasta
cinco grupos de proteinas y que existié una clara diferen-
cia entre los productos que procedfan de la membrana PM
-10 segln provinieran de caddver o material quirdrgico.

En la tabla No. 16 se observan los rendimientos (peso
de los polvos) de las fracciones de ultrafiltracién cuando -
se llevaron a la cromatograffa de intercambio aniénico - -
(DEAE-C). Es evidente que el rendimiento de las molécu-
las pequefias que se concentraron sobre UM-2 fue el mis-
mo independientemente de su procedencia; esto no sucedié
con la fraccién que se concentrd en PM-10 que fue de -
24% para el material que provenia de cadidveres y de 11%
para el quirdGrgico. Es claro también que el mayor rendi
miento en % lo dié la fraccién retenida en XM-50, que en
el caso de material de autopsia fue un resultado experi--
mental mientras que en el quirdrgico el cdlculo fue tedri

co,dbtenido por diferencia.
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Figura No. 14.- Patrén de elucién en DEAE-C de 200 mg del pol
vo 3C-S-XM-50, en columna de 1.9 x 23 cm con
Vo = 65.2 ml, desarrollada con amortiguador de
bicarbonato de amonio. Las fracciones recolec
tadas fueron de 5 ml .



MATERIAL

Cadaveres
3C-S--UM=2~-DEAE
3C-S--PM-10-DEAE

3C-S--XM-50-DEAE

( zuirlirg cos
4Q-S-1I-UM=-2-DEAE

4Q-S-11-PM-10-DEAE

*4Q-S-1I-XM-50-DEAE

PRODUCTOS DE CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO
RENDIMIENTO DE LAS FRACCIONES DE ULTRAFILTRACION
PESO DE LOS POLVOS

PRODUCTO DE FRACCIONES DE CROMATOGRAFIA
UF I 11 111 vV
(mg) (mg)
64 1 1(a) 1(a) 1
1(b) 1(b)
655 - 57 90 13
16,800 1,750 1,250 6,700 1,600(a)
E—— 355(b)
365 1 7 7(a) 2
7(b)
1,150 53(a) 1 41 23
10(b)
3,200 - - - -

* Este producto no se llevé a cromatografia de intercambio i6nico.

** Cdlculo tedrico

Las cifras subrayadas corresponden a los productos con actividad biologica.

TABLA NO. 16

RECUPERACION

%

24

69

11

(82)**
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E1l anédlisis de la concentracién de proteina de los mis
mos productos muestra (tabla No. 17), que después de la
cromatograffa, ésta fue menor que el producto de donde -
procedia y demuestra también que el sistema cromatogra-
fico separd el mismo tipo de moléculas independientemen-
te de la fraccidén de ultrafiltracién de que derivaron.

Hasta ahora se ha informado el rendimiento de cada -
producto a partir del que le precedidé y en las tablas Nos.
18 y 19 se tiene el rendimiento en peso de polvo y protei-
na para todos los productos, pero en este caso relaciona-
dos al polvo de acetona original, que se considerd como -
el 100%. La tabla No. 18 sugiere que el rendimiento de la
fraccién activa fue mayor para el material que procedia de
autopsia. Sin embargo, debe recordarse que del material -
quirGrgico sblo se tomd para purificacién en intercambio -
iénico la fraccién II de la filtracién en sephadex y es pro-
bable que si se hubiera procesado la fraccién I hubiera a-
portado un mayor rendimiento de principio activo.

En cambio en la tabla No. 19 puede notarse que la frac-
cién activa en cromatografia de intercambio idénico del ma-
terial quirdrgico fue mads rico en proteinas que el de autop

sia, que no fue fraccionado por sephadex.



PRODUCTOS DE CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

MATERIAL

PROTEINA EN EL

CONCENTRACION DE PROTEINAS EN FRACCIONES
DE CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

}.lg/mg de polvo I II 111 v
Cadaveres
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)
Quirﬁrgico
4Q=-S-11-UM=-2-DEAE 450 342 214 512(a) 430
450(b)
4Q=-S-11-PM-10-DEAE 980 620 (a) 150 500 540
300(b)

Las cifras subrayadas corresponden a los productos con actividad biologica.

TABLA NO.

17



PESO Y RENDIMIENTO DE LOS PRODUCTOS DE LOS LOTES

3C Y 4Q
ETAPAS DE PURIFICACION AUTOPSIA QUIRURGICO
3Cc (171.5g) 40 (180.0 g )
g %o g %
Polvo de acetona 36.0 100 30.7 100
Sobrenadante 24.5 68 21.7 67
Residuo 4.4 12 10.1 32
S-1I 2.1 7
S-II 9.2 30
S-XM-50 16.8 47
S-PM-10 0.7 2
S-UM-2 0.1 0.3
S-II-XM-50 3.2 11
S-II-PM-10 1.2 4
S-II-UM-2 0.4 1
S-XM-50-DEAE-C-I 1.7 5
-DEAE-C-II 1.2 3
-DEAE-C-III 6.7 19
-DEAE-C-IV(a) 1.6 4
-DEAE-C-IV(b) 0.4 1
S-PM-10-DEAE-C-II 0.057 0.16
-DEAE-C-III 0.090 0.25
-DEAE-C-IV 0.13 0.36
S-UM-2 -DEAE-C-I < 0.001 0.003
-DEAE-C-1II(a) < 0.001 0.003
-DEAE-C-II(b) < 0.001 0.003
-DEAE-C-III(a) < 0.001 0.003
-DEAE-C-III(b) < 0.001 0.003
-DEAE-C-IV < 0.001 0.003
S-II-PM-10-DEAE-C-I(a) 0.053  0.170
-DEAE-C-I(b) 0.010 0.033
- DEAE-C-II <0.001 0.003
-DEAE-C-III 0.091 0.133
- DEAE-C-IV 0.023 0.075
S-1I-UM-2-DEAE-C-I <«0.001 0.003
-DEAE-C-II 0.007 0.023
-DEAE-C-III(a) 0.007 0.023
-DEAE-C-III(b) 0.007 0.023
-DEAE-C-IV 0.002 0.007

Las cifras subrrayadas corresponden a las fracciones con actividad biolégica. Los
rendimientos de los polvos estdn referidos al polvo de acetona considerado como el
100 % . El rendimiento del polvo de acetona apartir del téjido tiroideo es del 21 %
para el lote 3C y del 17 % para el lote 4Q.

TABLA NO 18



CONCENTRACION DE PROTEINA EN LOS PRODUCTOS
DE LOS LOTES 3C y 4Q

ETAPA DE PURIFICACION AUTOPSIA QUIRURGICO
3C 40Q
);g/mg polvo Fg/mg polvo
Polvo de acetona 490 540
Sobrenadante 860 674
Residuo 115 90
s-1 880
S-1I 720
S--XM-50 825
S--PM-10 590
S-UM-2 426
S--II-XM-.50 850
S--1I.PM-10 980
S--II-UM-2 450
S-XM-50-DEAE-C-T 250
DEAE-C-II 720
DEAE.C.II 710
DEAE-C-IV (a) 540
DEAE-C-IV (b) 560
S-PM.10- DEAE.C-II 250
DEAE.-C.III 280
DEAE.C-IV 400
S-UM.2-DEAE.C.I 108
DEAE-C-II (a) 25
DEAE-C-II (b) 256
DEAE-C-III (a) 376
DEAE-C-III (b) 85
DEAE.C-IV 212
S.II.P:M-10-DEAE-C-I (a) g éﬂ
DEAE-C-II (b) 300
DEAE.C.III 150
DEAE.C.III 500
DEAE-C-IV 540
S-II-UM-2-DEAE-C-1 342
DEAE.C-II 214
DEAE-C-III (a) 512
DEAE-C-III (b) 450
DEAE.C-IV 430

Las cifras subrayadas corresponden a los productos con actividad biolégica

TABLA No. 19
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XII.- Actividad de los productos por bioensayo:

Los resultados de la parte experimental para conocer
la dosis de los extractos que debieran aplicarse para ob-
tener una respuesta hipocalcemica se presenta en la tabla
No. 20 en la cual los decrementos de calcio se expresan
tanto en mg/100 ml como en 7. Es evidente de estos re-
sultados, que las dosis adecuadas oscilaron entre 14 y 28
PE de protefna del producto activo. Los mismos resulta-
dos se expresan en la figura No. 15 en la cual se obser-
va la respuesta lineal descendente, desde los 5 a los 20
pg de proteina. Ademés por encima de esa dosis la res-
puesta fue ascendente hasta alcanzar niveles superiores -
a los del control.

Los resultados se graficaron en papel semilogaritmico
para tener una curva de respuesta-logaritmo de la dosis,
que es la forma habitual de expresar los resultados de -
los bioensayos.

Debido a que la cepa de rata Sprague-Dowiey ya no -
estuvo disponible en el Bioterio y en cambio la cepa - -
Long-Evans existfa en abundancia, y era la Gnica disponi
ble para el bioensayo, hubo necesidad de hacer un estu-
dio comparativo de ambas cepas con uno de los productos
activos (3C-S-XM-50). Los resultados de este estudio se

presentan en la tabla No. 21, la que demuestra que a - -



ESTUDIO DE LA DOSIS

Producto Proteina aplicada Concentracién de Ca en suero Decremento de Ca
Estudiado )Jg/O. Sml. Control Problema mg/100 ml. %
mg/100 ml.
X T X T

9.6 =0.45
4Q - S-1 5 9.8 £0.23 40,2 2
7 9.5 %0.34 =0. 1 1
10 9.6 £0.36 0.0 0
14 8.6 £0.50 -1.0 10
20 7.9 £0.60 -1.7 17
21 8.4 £0.30 -1.2 12
28 8.6 #0.30 -1.0 10
40 9.0 ¥0,60 =0.6 6

10.4 £ 0.66
86 9.8 £0.60 -0.6 6
171 10.5 #0.26 +0.1 1

TABLA NO. 20
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Figura No. 15.- Respuesta hipocalcemica del polvo 4/)-S-I a las

diferentes dosis.
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BIOENSAYO DE CALCITONINA

Productos Proteina aplicada Concentracién de Ca en suero Decremento de Ca

estudiados Control Problema
/1g/0 .5 ml mg/100 ml mg/100 ml %o
- X T X T L

9 2%o0 36

3C-S-XM-50 7 8.220 80 -1.0 11
(s D.) 14 7.8 %0.30 -1.4 15
21 8.4t0.75 -0.8 9
28 9.2 20 71 -0.0 0
T T T T Ty .9 ¢0.36 - -
3C-S-XM-50 i 7.810.21 -2.1 21
(L.E.) 14 7.3 %0.54 -2.6 26
21 7.0 £0.23 -2.9 29
28 7.520.33 -2.4 24

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

TABLA NO. 21
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igualdad de dosis la respuesta fue mdids aparente en la ra-
ta Long-Evans.

Los resultados que se presentan a continuacién se prac
ticaron en esta cepa.

En la tabla No. 22 se presentan los resultados de la -
actividad biolégica de los tres productos de diferentes ni-
veles de pureza dd lote 4Q que demuestra que el producto
de cromatograffa (4Q-S-1II-PM-10-DEAE.I), fue el més ac-
tivo a las dosis progresivamente crecientes.

La actividad biolégica de los productos que procedian -
de autopsia, que no pasaron por sephadex y concentrados -
sobre membrana XM-50 puede observarse en la tabla No -
23 en la cual la comparacién del primero con el tercero -
(3C-S-XM-50 vs 3C-S-XM-50-DEAE-I), indica que éste dl-
timo fue més activo que el primero. El producto interme-
dio (3C-S-XM-.50-DEAE-I*), que es el mismo que el terce
ro pero cuyo bioensayo se realizd directamente con el pro
ducto eluido de la columna y que por lo tanto no pasd por
dialisis ni liofilizacién, mostré una mayor actividad, lo -
que indica que la actividad disminuyé cuando las proteinas
fueron sometidas a esos procedimientos.

Los resultados de estas dos Gltimas tablas no pueden -
compararse estrictamente, ya que el lote 4Q solo compren
de la segunda fraccién obtenida del sephadex, mientras que
el 3C corresponde a todas las moléculas prov;enientes de la

extma ccida.



BIOENSAYO DE CALCITONINA

Productos Proteina aplicada Concentracién de Ca en suero Decremento de Ca
estudiados pg/0.5 ml, Control Problema mg/100 ml, %
mg/100 ml,
X T X C
9.6 £ 0.45
4Q-S~I- 7 9.5%0.34 -0.1 1
14 8.6 £0.50 -1.0 10
21 8.4 £0.30 -1.2 12
28 8.6 £0.30 -1.0 10
9.4 %0.10
4Q- - -11-XM-50 7 8.7 £0.10 0.7 7
14 8.8 20.10 -0.6 6
21 8.520.10 -0.9 10
28 8.4 %0.10 -1.0 11
9.0 ¥0.35
34 8.7 £0.32 -0.3 3
10.5 ¥0.41
4Q-S-11-PM-10~ 7 9.4 20,70 =0.6 11
DEAE-I 14 9.3 20.60 -0.7 11
21 8.7%0.14 -1.3 17
28 8.6 2 0.01 -1.4 18

Efecto hipocalcemiante de los productos estudiados en el lote 4Q

en suero de rata.

TABLA NO.

22



BIOENSAYO DE CALCITONINA

Productos Proteina aplicada Concentracion de Ca en suero Decremento de Ca
estudiados }Jg/O. 5 ml. Control P roblema mg/100ml. %
mg/100ml.
X T X '
9.1%0.36
3C-S=-XM-50 7 8.2 ¥0.80 -1.0 11
14 7.8 £0.30 -1.4 15
21 8.4 ¥0.75 -0.8 9
28 9.2%0.71 -0.0 0
10.8 ¥ 0.46
3C-S-XM=50- 12 9.5 20.80 -1.3 12
DEAE-I* 25 8.9%0.33 ~1.9 18
38 9.6 10.28 -1.2 11
50 8.1 £0.58 -2.7 25
8.5 20.20
3C=S=XM=50~ 7 8.5 ¥0.30 0.0 0
DEAE~I 14 7.4 £0.30 -1.1 13
21 7.1 ¥0,32 -1.4 17
28 7.3 £0.08 -1.2 14

* Bioensayo realizado directamente de los tubos 8=22 de la
cromatografia de intercambio iénico.

Efecto hipocalcemiante de los productos estudiados en el
lote 3C, en suero de rata.

TABLA NO. 23
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Aunque a todos los productos de los lotes procesados
se les practicé bioensayo, sélo se tomaron en cuenta a-
quellos que produjeron un decremento de calcio mayor de
1 mg en alguna de las dosis y que tuviera un efecto pro-
gresivo decreciente. Este criterio se basd en los datos -
de la literatura y porque 1 mg corresponde a 407 del ran
go de calcemia (8.5 -11.0 mg/ml), observado en los con
troles.

El decremento méximo de la calcemia observado en -
los productos més puros, tablas 22 y 23 permite calcular
que la actividad de los mismos (DEAE-I) fue de 17 mUI -
en 21 ng de protéina segin definicién de la unidad interna
cional (UI) de calcitonina ( 10 mU aplicadas a ratas de -
150 g de peso corporal producen una hipocalcemia de 10%
(57) ).

El rendimiento de las actividades de los productos en
unidades internacionales (MRC*) por mg de polvo se pre-
sentan en la tabla No. 24 en la que puede observarse que
los productos més crudos tenfan una mayor actividad total
y menor actividad especifica, en tanto que los productos -
de la cromatograffa de intercambio iénico. mé4s puros. te-
nfan,como era de esperarse, una actividad total disminui-
da pero una mayor actividad especifica.

Finalmente en la tabla No. 25 se presentan los datos -

de aquellos productos que sorpresivamente 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 = Medical Research Council

10 mUI - 10 mg de proteina que aplicada
a la rata macho, de 150 g de -
peso corporal, produce una hi
pocalcemia del 10 % .

TABLA NO. 24



BIOENSAYO DE CALCITONINA

Productos Protefna aplicada Concentracién de Ca en suero Decremento de Ca
estudiados )xg/O.S ml Control Problema mg/lOO ml %
- mg/100 ml
X T X «
9.2 2 1.0
16-S.I 17 10.4 0.06 + 1.2 15
34 10.6 0.90 4+ 1.2 13
10.2 £ 1.0
IC-S-II-PM-10 17 11.2 0.60 +1.0 10
34 9.8 0.07 -0.4 --
9.2 ¥ 0.4
IC-S-1I.UM.2 17 10.2 £ 0.60 +1.0 11
34 9.6 £ 0.70 +0.4 4
68 11.8 = 0.33 +2.6 28
n.o ¥ 0.4
3C.S-UM-2 14 1.2 £ 0.73 + 0.1 2
21 10.8 2 0.32 « 0.2 -
28 10.8 £ 0.33 -0.2 --
9.0 ¥ 0.57
35 10.3 = 0.58 +1.3 13
42 10.1 = 0.76 +1.1 11
9.9 10.38
3C-S-UM.2-DEAE-IV 7 9.7 ¥ 0.18 -0 2
14 10.0 £ 0.63 + 0.1 1
21 10.2 £ 0.52 + 1.3 3
28 11.5 = 0.79 + 1.6 16

Efecto hipercalcémico de algunos productos

TABL A NO, 25
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to hipercalcemiante. De todos ellos los de accién més im-

portante son los que corresponden a las moléculas méis pe

quefias (1C-S-II.-UM-2, 3C-S-UM-2) y a la fraccién més -

firmemente unida a la DEAE.C (3C-S-UM-2-DEAE.IV),

* (MRC) Medical Research Council. Standards for bio-
assays and for immunoassay. Divisién of biological

standards. National Institute for Medical Research.
Mill Hill, London, N.W. 3,

XIII,- Electroforesis de los productos activos.

Aunque a todos los productos obtenidos a través del pro
cedimiento,en cada uno de los lotes se les practicé electro
foresis, aquf s6lo se presentan los patrones correspondien-
tes a los productos activos (3C y 4Q) que se observan en -
el esquema No. 4 y en el que se sefialan para cada uno de
ellos las bandas con el mismo Rf (a a ). La comparacién
visual de los esquemas no permite la identificacién de las
bandas con igual comportamiento electroforético, por lo que
fue necesario determinar sus Rfs, que se presentan en la -
tabla No. 26 y en la que se puede observar que las Gnicas
bandas siempre presentes en cada uno de los productos fue
ron la ndmero 5 (con un Rf de 0.23 a 0.25), y la nGmero

7 (con un Rf de 0.34 a 0.37).
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PRODUCTOS CON ACTIVIDAD HIPOCALCEMICA

ELECTROFORESIS DISCONTINUA
( Ornstein — Davis)

ESQUEMA NO 4



ELECTROFORESIS (Rfs)

Bandas

O W g0 WY

P e
W= o

4Q-S-1 4Q-S-II-XM-50

0.09

0.12 0.10

0.24 0.24

0.29

0.3¢ 0.34
0.44
0.49

0.52

0.55 0.56

0.75 0.75

4Q-S-II-PM-10-

DEAE-

0.03

I

3C-XM-50

0.11
0.17
0.23
0.29
0.37
0.43

3C-XM-50-

DEAE-I

0,11
0.18
0.25
0.31
0.34
0 .40

Comparacién de los Rfs de los productos con actividad biolégica, en electroforesis

discontinua

TABLA NO. 26
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DISCUSION

Este trabajo experimental ha sido un primer intento -
para extraer y purificar calcitonina humana, hormona que
se considera de gran interés clinico. Discutiremos sepa-
radamente cada uno de los pasos seguidos en el proceso

de extraccién y purificacién de las gldndulas.

Recoleccién:

La recoleccién de las tiroides fue relativamente fécil,
va que la estructura administrativa y el funcionamiento de
los departamentos de Patologia de los Hospitales del IMSS
y del Departamento de Medicina Forense permiten una se-
gura y eficiente recoleccién de los 6rganos y tejidos auto-
rizados por el Cédigo Sanitario. La Gnica relativa limita-
cién fue el tiempo necesario de espera para colectar sufi-

ciente material quirGrgico y/o de caddveres.

Conservacidn:

La conservacién de las glindulas por congelacién dié -
resultados discretamente superiores a las conservadas en
acetona, si se valoran por el rendimiento en polvo de ace-
tona (tabla 11) y su concentracién en proteina (tabla 12). Ya
que su actividad biolégica fue negativa, lo que se explica -
por ser un producto muy crudo, los resultados de congela-

cién solo se pueden evaluar por el rendimiento en porciento
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del peso. Este rendimiento, alrededor del 20%, fue supe-
rior al del 15% de Haymovits (24) quien deslipidizé sus --
gldndulas 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 propor
cionan suficientes datos que per mitan comparar estos da-

tos adecuadamente.

Extraccibn:

La bondad de la técnica de extraccién con KCIl es a-
parente en la tabla 13 cuyo rendimiento en porciento del
peso del polvo fue similar para el material procedente de
caddveres y quirirgico y 56 veces mayor que lo que se ob!'
tuvo con el butanol que Riniker (35) utilizé6 por primera -
vez. No se puede valorar la extraccién por su actividad -
biolégica, ya que aunque fue negativa para nuestros produc
tos y Riniker reporta 10 U (MRC)/mg de polvo, debe to-
marse en cuenta que él utilizé tejido tiroideo muy rico en
calcitonina pui;sto que procedia de carcinomas medulares.
Desafortunadamente la técnica de extraccién con butanol -
no se puede evaluar en pasos posteriores de purificacién,
por las dificultades técnicas que ya mencionados, se tuvie
ron en el laboratorio para evaporar el solvente.

Los resultados de la extraccién (rendimiento en polvo -

y concentracién de proteinas por miligramo de polvo) tam-
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poco pudieron compararse con los de los demds autores
(710, 11, 47, 48) porque sus trabajos no aportan suficien
tes datos para hacer la comparaciéon de la extraccién -
4cida de Milhaud (10) {HC1 0.1 y 0.2 N); la de Aliapoulios
(11) (HCi 0.1 N); Haymovits (24) (HC10.2 N) y la de Ba-

rrett (48) (Urea :8M-HC1 0.1 N-Cisteina 0.1 N) cuyos me
dios de extraccién son méis 4cidos que el utilizado por -
Elrick (52). Recientemente Burford (64) introdujo tioeta
nol en su medio de extraccién para calcitonina de la ra-
ta, que es un componente también de nuestra mezcla de
extraccion, pero cuyos resultados no pueden compararse
con el nuestro, porque se extrajeron de un tejido de ori

gen animal.

Filtracién en sephadex:

Los autores que han extraido calcitonina humana han
utilizado los procedimientos de purificacién (filtracién en
Sephadex, ultrafiltracién y precipitacién 4cida o salina) -
en diferente secuencia y ninguno de ellos ha seguido el -
orden en que se utilizaron la filtracién en Sephadex y la
ultrafiltracidon en nuestro procedimiento. Los resultados -
de Riniker (35), que filtré en BIO-gel P-6 (similar en su
limite de exclusién al Sephadex G-50) como primer paso
después de la extraccidén, indican que la fraccidén activa
estaba en la primera parte del filtrado, como sucedid en

nuestro caso (4Q-S-I) (Tabla 22), sin embargo, son dife-
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rentes porque la segunda fraccién de nuestro Sephadex --
(4Q-S-1II), aunque no mostrd actividad originalmente, ésta
se hizo aparente en la fraccidén al ser llevada a membra-
na XM-50 (4Q-S-II-XM.50). También se observd actividad
en el producto de cromatograffa de intercambio iénico (4Q
S-II-PM-10-DEAE-1). Barret (47, 48), también encontrd -
la mayor actividad en la segunda fraccién de sephadex, -
aunque su recuperacién de proteina (20%) fue muy baja en
relacién con la aquf informada (47%), (tablas 18 y 19). t
Del mismo modo, su actividad fue muy escada (6.9 mU -
(MRC/mg polvo) mientras que el 4Q-S-II, que es su equi-
valente, no mostrd actividad, aunque se hizo aparente en
sus subproductos (ver talba 22).

Puesto que la actividad hormonal quedd distribuida en
las dos fracciones que separd el Sephadex, se considerd
que este paso de purificacién era innecesario y se supri-

mibé en el lote de tiroides de cadiveres.

Ultrafiltracién:

Considerando que el peso molecular de la calcitonina
informado en la literatura entre 3000 y 8000, nosotros es-
perabamos encontrar la actividad en el producto que habfa
pasado a través de PM-10 y se habfa concentrado sobre -

UM-2, que tedéricamente correspondia a las moléculas de
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1000 a 10000 de peso molecular; sin embargo, no se encon
tré actividad biolégica del producto, ni tampoco en sus sub
productos de la cromatografia de intercambio ibénico. Esto
obligd a buscar la actividad en las proteinas de mayor peso
molecular, como las concentradas en PM-10 en el lote qui-
rdrgico, ya que aunque la fraccién no fue activa por s{ mis-
ma, uno de sus subproductos del intercambio iénico dié 18%
de decremento de la calcemia (tabla 22 y 24).

Los resultados en el lote de tiroides procedentes de ca-
ddveres (3C) solo tuvieron actividad en la fraccién 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
fraccién retenida en PM-10 sélo puede explicarse por el -
posible atrapamiento de moléculas pequefias por las de ma-
yor tamafio que tedricamente retiene la membrana XM-50.
Otra posible explicacién es que las proteinas tengan una -
mayor tendencia a polimerizarse en el cadiver que en los
tejidos vivos de procedencia quirirgica.

Estos resultados no tienen equivalente en la literatura -
porque no se han utilizado la ultrafiltracién en las otras -
técnicas. Asf, nuestra conclusién con respecto a este pro-
cedimiento es que es Gtil para separar los grupos molecu-

lares activos.
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Cromatograffa de intercambio iénico:

La cromatografia de intercambio ibénico que es el dlti-
mo paso de purificacién en nuestro procedimiento quedd -
limitada’ a la DEAE-celulosa cuyos resultados repitieron -
los de Barrett (48). La CM-celulosa no fue capaz de sepa
rar la calcitonina de las demds proteinas concentradas en
UM-2, por lo que se le descartd muy tempranamente y ya
no se le utilizé para otras fracciones de ultrafiltracién. -
Sin embargo, no se puede asegurar que no sea (Gtil para -
separar calcitonina, ya que Brewer (62) pudo separar la -
bovina en 1970, Bell (65) la porcina en ese mismo afio y
Nieto (66) purificé la de pollo con un sistema de carboxi-
metilcelulosa.

En cuanto a la DFAE-celulosa(figuras 12, 13 y 14) cual
quiera que fuera el producto aplicado, la sustancia activa
fue la fraccidén no retenida, lo que indica que de pH 7.5
a 8 la proteina tuvo un comportamiento bdsico, como ya
fue sefialado por Barrett (48), y que estaba todavia conta-
minada con otras proteinas.

Razonablemente se espera que en cada paso de purifi-
cacién haya una mayor concentracién de proteina por mg
de polvo, con la consecuente mayor concentracién de la -
hormona protéica, como sucedié con el sobrenadante que

pasd a Sephadex G-50 y membranas de ultrafiltracién.
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En la cromatografia de intercambio idnico (tabla 19),
aunque la concentracién de proteina por mg de polvo fue
menor, en cada una de las fracciones, la actividad espe
cifica fue considerablemente mayor, como era de espe-

rarse. Estos resultados son iguales a los de Nieto (66).

Identificacién y cuantificacién de protefnas:

La identificacién y cuantificacién de proteinas por el
método de Hartree (54) modificacién de la técnida de -
Lowry (67) dié6 resultados satisfactorios. Tuvo la venta-
ja sobre la de Lowry de aumentar la intensidad de color
producido, lo que mejord su sensibilidad. Ya que se tra
tra de la técnica més utilizada por los grupos que traba
jan proteinas tisulares, permite comparar adecuadamente
nuestros resultados aunque sblo sea en la etapa inicial -
de deslipidizacién (tabla 12), porque como se explicé an-
teriormente, no hay una secuencia igual en las técnicas
de purificacién para los diferentes autores.

La demostracién de la interferencia que producen los
4cidos nucléicos, el ficoll y el dodecilsulfato como repre-
sentante de los tres grupos importantes de material orgd
nico que pueden acompafiar a una protefna (tabla 3), da -
apoyo a lo discutido en el Gltimo parrafo de la cromato-

graffa de intercambio iénico.
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Electroforesis:

La sensible técnica de electroforesis discontinua de -
Ornstein y Davies (55) que permitié saber que el sobrena-
dante de la extraccién utilizada (esquema l) contenfa todas
las proteinas ya observadas en ei polvo de acetona fue muy
Gtil para localizar la presencia de dos proteinas electrofo-
reticamente bédsicas (esquema 4) cuyos Rfs fueron similares
para cada uno de los diferentes productos activos (tabla 25

Su comportamiento bdsico en electroforesis es el mismo
informado por Haymovits (24) en gel de acrilamida; por Ba-
rrett (48) en gel de almidén y por Neher (68) en placa fina.
Los dos primeros autores sefialaron la presencia de una so
la proteina, mientras que el dltimo informd dos proteinas -
bdsicas como en nuestro caso, que &l considera son la for-

ma monomérica y dimérica de la calcitonina.

Determinacién de calcio:

La eficiencia de la técnica de absorcién atémica (56) P2
ra cuantificar calcio se considerd como muy adecuada (en -
base a los resultados experimentales y de estandarizacién -
(tablas 4, 5, 6, 7, 8, 9 y figuras 4 y 5) para conocer las -
pequefias variaciones del calcio en el suero de la rata bajo

la accién de la hormona.
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Aunque las técnicas utilizadas por otros autores (10,11,
24, 35, 47, 48) no sefialan la confiabilidad de sus técnicas
(titulacién con EDTA y fluorecencia y flamometria), los da
tos que informan en relacién con el decremento de la cal-
cemia en las ratas son de magnitud muy similar a los -
observados en las ratas Long-Evans aquf utilizadas, lo que

sugiere que sus técnicas eran adecuadas.

Bioensayo:

Los mejores 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),
demostraron que esta cepa es mdas sensible a la hormona -
que la rata Sprague-Dowley (tabla 21), que también han uti-
lizado Haymovits (24) y Barret (48).

Aunque Schlueter y Caldweel (58) que estudiaron dos ce-
pas de ratas: la CFE y la Holtzman, concluyeron gae no ha-
bfa diferencia de sexo en la respuesta a la calcitonina, los
resultados obtenidos por nosotros (tabla 10) mostraron que -
las hembras daban una respuesta méds dispersa y discreta-
mente superior a la de los machos. Es probable que esta -
dispersidén de la respuesta esté relacionada con las diferen-
tes fases del ciclo gsexual de la rata (63) lo que también -
explica que la mayor parte de los autores prefieren las ra-

tas machos.
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La utilizacién de ratas en ayuno, con agua, tiene su -
apoyo en el mismo trabajo (58) que demuetra que las ra-
tas en ayuno tienen una respuesta méds aparente que las -
que mantiene su alimentacién normal. Aunque el estudio -
para seleccionar la alimentacién basal fue incompleto por-
que no se experimenté la respuesta a la hormona en las -
condiciones seflaladas en la tabla 10 sino que se limité a
determinar los niveles de calcio en suero, la seleccidén de
ayuno con agua resultd afortunada como se vio de las res-
puestas aparentes a los prodictos activos.

La seleccién de la dosis de los extractos que deberia
aplicarse fue laboriosa, ya que se carecia del estdndar in
ternacional para calificar los productos, fue necesario es-
tudiar un rango de dosis méds amplio que el observado en -
la literatura (24) ( 57). Cuando se encontrb el primer 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 protefna 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 informé actividad porque no trabajé: contra un es-
tdndar. En cambio, los decrementos de calcemia informados
por Kumar (57) en ratas Piebald y con el estindar del Me-

dical Research Counsil (MRC) que tiene 250 mU/10 mg, 8son
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iguales a los aquf presentados, con dosis menores del -
producto aqui reportado.

La extraccién y purificacién de la calcitonina humana,
que fue el propésito original del trabajo ha quedado demos
trado a lo largo de esta exposicidn:

a).- Ya que el material biolégico fue de origen humano

del que ya se sabe contiene la hormona buscada.

b).- Porque la técnica de extraccién es 4cida, medio
en que la protefna es soluble.

c).- Porque los pasos de purificacién, parcialmente si-
milares a los de la literatura, pudieron ser ade-
cuadamente evaluados a través de la concentracidén
de proteinas, la electroforesis discontinua y el -

bioensayo.

Los rendimientos aquf informados (tabla 24) son mejores
que los de Barret (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 Ri-
niker (35) porque él trabajé.con carcinomas medulares de -
la tiroides que se sabe tienen un alto contenido de calcitonina.

Puede concluirse entonces que:

a).- La técnica de extraccién de Elrick (52) que se utili-



b).-

c).-

d).-
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za en nuestro laboratorio para la extraccién de
las hormonas hipofisarias es también para la cal
citonina humana.

Es evidente que el o los productos hasta ahora -
obtenidos son todavia impuros (datos de concen--
tracién de protefnas y electroforesis) y por lo -
tanto deben someterse a otros pasos de purifica-
cién, o cambiar el orden de los hasta ahora uti-
lizados.

Los resultados de la filtracién en Sephadex G-50,
la ultrafiltracién y la electroforesis sugieren que
la calcitonina puede encontrarse tanto en la forma
monomérica como la polimérica, lo que ya fue su
gerido por Neher (68),

Finalmente se informa aquf por primera vez la -
presencia de una sustancia hipercalcemiante en la
tiroides humana, que hasta donde sabemos no ha
sido infé6rmada previamente. La comprobacién e
identificacién de dicha sustancia serd tarea del fu-

turo.
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