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preparacion de hormona foliculoestimulante

Resumen

Se describe la marcacién con radioiodo,
purificaciéon de FSH humana de origen pi-
tuitario y la seleccidn de parametros para
la utilizacién en nuestro medio de la téc-
nica radiocinmunolagica para dosaje de FSH
en suero humano.

Preparation of '*I FSH hormone

Summary

Labelling of human FSH of pituitary
origen with '¥I and its purification are
deseribed. Suitable parameters are selec-
ted for the use of radioinmunologic tech-
nique for FSH desage in human serum,

Intreduccién

En los ultimos afios, debido al gran de-
sarrollo de las técnicas in vitro parza la va-
loracién de hormonas en liquidos biolégi-
cos surgic la necesidad de obtener los reac-
tivos apropiados para dicho ensayo.

Gran nimero de investigaciones colabo-
raron en la descripeion de la técnica de
radicinmunocensayo para FSH (1-7).

Gracias a este ensayo, fue posible la me-
dida de muy pequeiias cantidades de FSH
en suero y orina, con sensibilidad y rapi-
dez, pudiéndose establecer correlaciones
entre los resultados provenientes del bio-
ensayo y radioinmuncensayo (8) y posi-
bilitando investigaciones en el campo de
la endocrinologia y ginecologia.
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La Division Radiofarmacos y Productos
Especiales del Area de Radioisétopos y Ra-
diaciones ha desarrollado las técnicas de
marcacién y control de Insulina (2.10),
Hormona de Crecimiento Humana (11),
Hormona Tiroestimulante (12), Hormona
Coridnica Gonadotrdfica (13), Hormona
Luteinizante (14), Hormona Paratiroi-
dea (15), Hormona Lactogénica Placenta-
ria (16), Angiotensina (17) y ACTH (18).

Continuando con el plan de trabajo pre-
viamente trazado por la Divisidon, se des-
cribe la marcacidn, control y dosaje de
FSH pituitaria en suero humano.

I. — Estudio de las condiciones
optimas de reaccidn

Con el fin de obtener una hormona mar-
cada con reactividad inmunoldgica ade-
cuada, se ensayaron diferentes métodos de
marcacién y purificacién de la misma.

El parametro gue se tuvo en cuenta para
comparar la calidad de la hermona, fue el
porcentaje de captacion inmunolégica fren-
te a un exceso de antisuerc especifico.

I-1. — Método de marcacién de
Greenwood y Hunter (19)

En un tubo eonico siliconado de 3x1 cm,
que contiene 5 ug de FSH pituitaria, se
introducen 50 ul de solucién reguladora
de fosfato 0.5M, pH 7.5 aproximadamente

0.5-0.7 mCi de 25INa 10 pl (25 ug) de Clo-
ramina T, se agita en vortex 10 segundos,
se agregan 50 pl (125 ng) de metahisulfito
y finalmente 100 pl de albGmina huma-
na 0.25 %,

Se realizaron las siguientes experiencias,
variando la cantidad de '¥INa y Clorami-
na T, y fijando como método de purifica-
cién la cromatoelectroforesis preparativa
que mas adelante se detalla.

-2, — Método de marcacion enzimdtica
con lactoperoxidasa (20-21)

En un tube de reaccién, que contiene
5 pg de hormona, se introducen 50 uxl de
solucién reguladora de fosfato 0.05M pH
15, 0.5-0.7 mCi de '%INa, 4 pg (1,5 1) de
lactoperoxidasa y 5 ul de H.O. 0.88 mM.
Se agita durante 60 seg v se detiene la
reaccién con el agregado 500 pl de la mis-
ma solucidén reguladora.

Se realizaron las siguientes experiencias
usando como método de purificacién la
cromatografia en columna de 40x1 cm de
sephadex G50 fino.

Calculo de rendimiento de reaccion

Se efectia por cromatoelectroforesis con
una alicuota de 5 pl del tubo de reaccion,
y se le agregan 5 ;1 de una solucidn de
albGmina humana al 0.25 % en veronal so-

TABLA 1
125 Claramina T Rendimiento Actividad Combinado
Exp. Nt INa ug % Especifica Total
mCi mCifmg %
1 2.1 50 T2 604 i7
2 1.7 50 70 238 21
3 15 50 75 225 20
4 0.44 50 a1 205 30
5 1.0 25 50 100 40
6 0.580 25 91 87 a0
7 0.36 25 42 75 50
8 0.320 25 30 90 49
TABLA II
Rendimiento Actividad Combinado
Exp. 'N¢ % Especifica total
mCi/mgr %
1 3T 84 50
2 a4 65 40
3 58 70 48

0
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dico 0.05M, 0,15 M CINa, pH 8.6, conte-
niendo una pequefia cantidad de azul de
bromofenol y IK. Se siembra sobre papel
Whatman N¢ 3 no cromatografico, de
H0x2 cm y se efectda la corrida durante
dos horas, usando solucidn reguladora de
veronal sédico 0.05 M acetato de sodio
0.156M, pH 8.6.

Seguidamente, se determina el porcen-
taje de rendimiento de reaccién por pesada
de los picos obtenidos del radiocromato-
grama correspondiente.

Con los resultados anteriores (Tabla I
y II) se concluye que no ofrece mayor
ventaja el método enzimatico de marca-
cién para el caso de la FSH (22) va que
la calidad de la hormona, es similar a la
marcada por el método de Greenwood y
Hunter frente a la desventaja de la coria
duracién de los reactivos de la marcacién
enzimatica.

II. — Estudio de las condiciones
optimas de purificacién

Usando el mismo parametro de compa-
racidn (porcentaje de captacion inmunolé-
gica en exceso de anticuerpo especifica),
ge tratd de mejorar la calidad de la hor-
mona utiliande las siguientes técnicas de
purificacion.

II-1. — Cromatoelectroforesis
preparativa

Una alicuota del tubo de mareacion, se
siembra en una tira de papel Whatman 3
no cromatografico de 5x50 em y se efec-
ta una cromatoelectroforesis, con un tiem-
po de corrida de 2 horas, a 1 mA por ¢m
¥ 300 voltios, usando una solucidén regu-
ladora de veronal-acetato, pH 8.6. Se cor-

tan los 2 ¢m siguientes al punto de siem-
bra y se extrae la hormona del papel, su-
mergiéndolo en una solucidn de fosfato
0.05M, 0.15M ClNa, albimina humana 3 %,
pPH 75 y dejandolo en contacto durante
6 horas aproximadamenie a 4°C. Se cen-
trifuga durante 10 minutos a 3.000 rpm a
temperatura ambiente.

La recuperacidn de la hormona en el so-
brenadante es de alrededor de 60 9% de la
actividad sembrada.

I1-2. — Cromatografia en columng
de sephadex G 50 fino

El contenido del tubo de marcacién se
siembra en el tope de una columna de
40x1 cm empaquetada con sephadex G50
fino previamente equilibrada con solucién
reguladora de fosfato 0.05M, 0.15 M ClNa,
albtmina humana 0.25 % v cuya velocidad
de elucién es de 3 gotas por minuto. Se
eluye con la misma solucidn reguladora
y se recogen alicuotas de 1 ml apareciendo
el pico de actividad correspondiente a la
hormona marcada a partir del octave tubo.

II-3. — Repurificacién en columna de ce-
lulosa CF 11 a partir del material
obtenido de la purificacion por co-
lumna de sephadex GbH0 fino

Se eligen los eluidos provenientes de la
zona descendente del pico de actividad ece-
rrespondiente a la hormona marcada. Se
siembran sobre el tope de una columna
de 15x1 em, empaquetada con celulosa
CF 11. A continuacion se eluye con 5 ml
de solucién reguladora de fosfato 0,05M,
0,16M ClNa, pH 7.5, repitiende esta ope-
racion hasta no detectar actividad apre-
ciable en las soluciones de lavado,

ESUCK TIEMPD DE EQUILIBR 1D CJII
DE REACCION

SAFS5H 1110000

[ 1 dag
5 16

(N S
1.4

ESTABILIDAD INMUNCLGGICA DF LA
Fou 125,
SAFSH 172000

dian
1 S T N Y N Ay oy
[T - B - S R (¢ I T P A

Ficura 1. — Tiempo de equilibrio de regecion
{Ver tecto III}
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Se extrae la hormona adsorbida a la ce-
lulosa haciendo pasar a través de la co-
lumna la misma solucidén reguladora con
el agregado de albimina humana al 5 %,

Se encontré igualdad de calidad inmu-
noldgica utilizando los tres métodos des-
criptos, por lo tanto, se prefirid el uso de
la cromatoelectroforesis preparativa para
la realizacidén de los ensayos “in vitro” por
la sencillez de su metodologia.

ITl. — Estudio de las condiciones dptimas
de reaccidon para los ensayos “in
vitro”

I1I-1. — Tiempo de equilibrio de reaccidn.

Con el antisuero anti FSH* vy el suero
de cabra anti gamma globulina de conejo,
se buscéd el tiempo optimo de maxima
reaccidén (fig. 1),

Condiciones

S. AFSH 1/10.000 final, 100 uug FSH
™1 4 horas después de marcada. A los
efectos de conocer el comportamiento in-
munoldgico de la hormona se concluye
que con una incubacién de 16 horas a
4°C, se obtiene en presencia de excesoc de
anticuerpo un porcentaje de captacidn in-
munologica aproximadamente del 35 %.

IT11-2. — Degradacion inmunoldgica de la
FSH 1]

En la Fig. 1 se observa el comportamien-
to de la FSH '*] en un perfodo de 16 dias
conservada a 4°C en diluciéon de trabajo.
Condiciones

S. AFSH 1-2.000, FSH ***I: 100 wug por
tubo.

A

°I{°
C“'IT
FSH251 2 100 i g
SAFSH = 1,!;00.00
an
L1 o
20
10 =
s I ] 1 [ L .
o DU25 0075 03 05 o2 ml
2* anticuerpa
Froura 2. — Volumen optimo de segund: anti-

suero.

{*) Ver apéndice.
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Ficura 3. — Titulacién del suerc anti FSH

II1-3. — Volumen dptimo del segundo an-
tisuero
Se buscd aquel volumen gue produjo
precipitacidén completa del complejo anti-
geno anticuerpo (Fig. 2},

111-4. — Comportamiento del antisuero

Se titulé el suero anti FSH con dilucio-
nes comprendidas entre 1/2.000 ¥ 1/120.000
(Fig. 3 y 3").

Condiciones

Tiempo de incubacién cinco dias (lra.
Reacién) temperatura 4°C, tiempo de in-
cubacion (2da. Reaccion) 48 horas, FSH
1% 100 uug por tubo.
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FIcura 4. — Tiempo de equilibro - FSH y suero
anti FSH.

S-AFGH 1715000

TaFEH Slendard

GHWINYS wasunl

FIcURA 5. — Curvae standard pre-incubazion.

1V. — Ensayos “in vitro”

IV-1. —Se hizo curva standard a tiem-
po de equilibric de reaccidn.
Condiciones

FSH ™I: 50 uug por tubo S. AFSH
1/30.000 dilucidén final (Fig. 4).

IV-2. — Se hizo curva standard con pre-
incubacién. Fig, 5.

Condiciones

FSH 123]: 50 uug, S.AFSH 1/15.000

Se incubo el standard con el primer an-
ticuerpo durante 18 hs., luego se agregd
la hormona marcada incubandose durante
3 dias, al cabo de los cuales se agregd el
segundo anticuerpe y se centrifugo a las
48 hs. Todo el procedimiento se efectud
a 4°C,

Se concluye gue las condiciones de pre-
incubacion aumentan la sensibilidad del
método.

IV-3. — Curva de recuperacion

En la Figura 6 se observa la recupera-
cién de la FSH (ler. 907} * agregada al
plasma humano, siendo la misma proxima
al 130 %.

1—n FaH d S
AFaH recuperados RECUPERALION EN SUERD HUMAND
= //
e
g
//
s
/
wH-
wd
N
rd
rd
5 /./ 5-AFSHI/15000
e
s
Ve
e
s .
1 1 i 1 |
5 W 3 i) 1
ng,FSH agregadas
Ficura r. — Curva de recuperacion de FSH en suero
humano.
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ng FSH

REFRODUCIEILIOAD POR DILUCION EN SUERD HUMAND

S-AFSH 15000

wl

- -
FL0 250

-

F1GuRa 7. — Reproductibilidad del método utilizando distintcs volimenes de suero humano.

IV-4. — Ensayo de reproducibilidad por di-
lucion en suero humano

En la figura 7 se observa la reproduci-
bilidad del método trabajando con distin-
tos volumenes de suero humano normal.

Se observo para volamenes inferiores a
100 p1 de sueros provenientes de mujeres
climatéricas, una sobre-estimacién de los
valores de FSH, no respondiendo a la cur-
va regular de dilucion. Las distintas cau-
sas que podrian producir esta irregulari-
dad estan en estudio,

Se dosaron sueros encontrandose los si-
guientes valores:

50 ng/ml
26 ng/ml

V.— Tratamiento matemdtico (23)

50 afios
30 anos

mujer
hombre

V-I Scatchard Figura 8
V-2 Logit Figura 9
Conclusiones

De los métodos de marcacion utilizados
se prefirid el tradicional de marcacién
usando ¢loramina T como oxidante ya que

i

GuTHILT IS

poinoles ESH
- L)
;. males FgM 25
- lhilree

[c] .cfl-[P-;J

2y Lo (A a.mn?
i I | |

Figuras 8
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el enzimatico no aumenté el porcentaje
de captacién inmunolégica empleando el
control con excese de antisuero.

Se prefirié la cromatoelectroforesis pre-
parativa para la purificacion debido a que
se obtuvo una hormona de similar calidad
a la de los otros métodos ensayados y fue
mas accesible en nuestro laboratorio.

Para la realizacion de los ensayos “in
vitro” se prefirieron las condiciones de
pre-incubacién debido a que aumentaba
la sensibilidad del método.

Se encontrd una irregularidad muy in-
teresante en la curva de reproducibilidad
por dilucidn cuando se usé por debajo de
100 pl de suero de mujeres. Dicha irregu-
laridad se observd solamente en mujeres
climatéricas,

Apéndice

Reactivos Empleados

1) "3INa en solucidn diluida de Na OH, li-
bre de portador, concentracién de activi-
dad: 400-5500 mCi proveniente de New En-
gland Nuclear,

\LOGI:' L£HEA N v

A PENGIENTE +2.4

Ficura 9
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2)
3)
4)
5)
6)
T
8)

9)
10)

11)
12)

13)

14)
15}

16)

FSH humana de origen pituitaric LER
1575-C provista por el NIH.

Standard de FSH LER 907 gue contiene 20
UI FSH y 60 UI LH.

Solucion reguladora de fosfato 0.5 M pH
7.5.

Solucion reguladora de fosfato 0.05 M pH
7.9

Cloramina T Mallinckrodt disuelta en la
solucidén N 5.

Metabisulfito de sodio Mallinckrodt disuei-
to en la solucidén N¥ &,

Solucién reguladora de veronal sodicvo
005 M y acefato de sodio 0.15 M,

Agua oxigenada perhydrol Merck 0.88 mM
Lactoperoxidasa Sigma disuelta en buffer
de fosfato 0.05 M sin Azida scdiea.
Albimina humana Boeringwerke.

Suero anti FSH Batch N? 3 cedido por el
NIH.

Buffer de incubacién contiene aeido bérico
8,25 g %, NaOH; 2,7 g %, HCIl conc. 3 ml;
albumina bovina 5 g/1 EDTA 0.022 M pH
8 = 0l

Sephadex G 50 fino Pharmacia.

Suero de cabra anti gamaglobulina de co-
nejo.

Suero normal de conejo.

Se agradece al Dr. H. Scaliter (Inst. Modelo
“Lujs Agote” Htal Rawson la provisién del
suero de cabra antigama globulina de conejo.
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