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"Procedimiento de obtención de hormonas 
gonadotrópicas pituitarias, a partir de 
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Las distintas preparaciones dotadas de 
actividad gonadotrÓpica o gonadotrófica que se 
encuentran en el mercado, son el resultado de la 
investigación que permite llegar a la conclusión 

5# de que la hipófisis humana y de los animales su -
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periores, elabora y secretados factores gonadotró 
picos, de distinta actividad. Une de ellos se de 
nomina FSH (hormona folicular estimulante) y el 
otro, "ICSH o factor LH" (hormona estimulante de 
las células intersticiales u hormona luteinizan - 
te).

Tres distintos tipos de productos dota­
dos de actividad gonadotrépica se encuentran ac - 
tualmente en producción; son los siguientes:

10.

1$.

20.

25.

30.

(1) La hormona gonadotrópica coriónica, 
extraída de la orina de las mujeres embarazadas y 
que biológicamente corresponde al factor LH.

(2) La hormona gonadotrópica del suero, 
que se extrae del suero dé yeguas embarazadas y 
cuya actividad corresponde a la vez a los facto­
res FHS y LH.

(1) La hormona gonadotrópica pituitaria 
que se extrae de la hipófisis de. animales tales - 
como las ovejas, caballos y cerdos, cuya actividad 
se revela a la vez en el sentido FHS o LH-

(4) Las hormonas gonadotrópicas extrai - 
das de la orina de mujeres en estado menopausico, 
cuya actividad biológica óorresponde a los dos - 
factores FHS y LH juntos. El procedimiento de ex 
tracción y purificación de esta hormona, que des­
de ahora se denominará HMG (gonadotropina meno - 
pausica humana) ha constituido ya el objeto de - 
una patente presentada en Italia el 31 de mayo de 
1 .960, na 45/80.

Todos los productos antes citados dota-
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dos de actividad gonadotrópica, presentan, más o 
menos, inconvenientes bastante serios. En reali­
dad, el efecto biológico de la hormona gonadotró 
pica coriÓnica (HCG o gonadotropina coriónica hu 

5. mana) es exclusivamente el del tipo LH, y por - 
tanto, esta hormona es evidentemente utilizable 
tan solo para el tratamiento de distintas afee - 
cienes para las cuales es innecesario el tipo - 
FSH de actividad. Por el contrarió, se sabe que 

10. las gonadotropinas sérica o pituitaria, o sea, - 
.las que no son de origen humano, tienen la capa­
cidad de provocar, después de un tratamiento de 
inyecciones repetidas a individuos humanos, duran 
te un cierto periodo de tiempo, la formación de 

15. anticuerpos o antihormona específicos, capaces - 
de inhibir la acción de administraciones sucesi­
vas de la misma hormona.

La hormona gonadotrópica, extraída de 
orina póst-monopausia, y que constituye el obje- 

20. to de una patente anterior de los mismos solici­
tantes, a pesar de su buen efecto terapéutico - 
contiene también impurezas que limitan su utili­
dad terapeútica en aquellos casos en que se pre­
cisan dosis considerables de hormona. La HMG ci- 

25. tada es tan impura que realmente no puede utili­
zarse como modelo eventual de estructura química 
para el estudio de una síntesis de la molécula - 
de la hormona u hormonas gonadotrópicas pituita­
rias . Por la misma razón (o sea a causa de la - 
cantidad excesiva de impurezas), la HMG citada -30
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no puede usarse para el estudio inmunolÓgico 
eventual de las gonadotropinas, que trata de - 
aclarar loe problemas relativos a la determina 
ción cualitativa y cuantitativa de los facto - 
res FUS y LH en los líquidos humanos (por ejem 
pío plasma, suero, orina, etc).

El objeto de este invento es propor­
cionar un procedimiento que partiendo de un ma 
terial fácilmente disponible, permita la obten 
oión de una hormona urinaria, gonadotrópica y 
hipofisaria humana, con actividad FSH predomi­
nante y con actividad LH, exenta de propieda - 
des antlgenas cuando se inyecta en el cuerpo - 
humano, susceptible de estimular loe ovarios - 
humanos (como han demostrado varios autores) 
de provocar la ovulación y el embarazo en casos 
de amenorrea primaria o secundaria de gran du­
ración, debida a insuficiencia de gonadotropi­
nas pituitarias,

Esta preparación, merced a su eleva­
do nivel de pureza, puede utilizarse solamente 
para estudiar la estructura de la molécula o - 
moléculas que constituyen la hormona gonadro — 
trópica humana. Este estudio conduciría a la 
posibilidad de una completa síntesis o de una 
transformación de distintas cadenas pépticas - 
de gonadotropinas pituitarias animales, con ob 
jeto de hacer éstas últimas análogas o estruc­
turalmente iguales a las gonadotropinas pitui­
tarias humanas. Finalmente, esta preparación,



gradientes necesarios para la determinación in 
munológica cualitativa y cuantitativa de FHS y 
LB en líquidos humanos tales como plasma, sue- 

5. ros, orina, etc. (anti-suero de conejos, ove - 
jas, caballos u otros animales adecuados y co­
mo ingredientes necesario para revestir corpus 
culos de seres humanos o de moruecos u otras - 
clases similares, o bien para el revestimiento 

10. de partículas de látex u otros materiales orgá 
nicos e inorgánicos, adecuados para el objeto).

¡El objeto de este invento es, a la - 
vez, modificar y completar el procedimiento de 
preparación descrito en la patente citada, asi 

15. como definir con precisión, las etapas del mé­
todo que se emplea para la extracción y purifi 
cación de HMG, o sea el procedimiento de acuer 
do con este invento, para la preparación de - 
hormonas gonadotrópicas pituitarias, extraídas 

20. de orina menopáusica y post-menopáusica. Hay 
que hacer hincapié en que de acuerdo con el - 
procedimiento objeto de este invento, la orina 
menopáusica o post-monopáusica, después de adi 
clonarle ácido acético glacial para ajustar el 

25. pH entre 4,2 y 4,51 se sacude con una suspen - 
sión acuosa de 20 % de kaolín activado y celi- 

* ta.

El kaolín 4 cellta, se separa, se la 
va con agua acidificada a un pH de 4,5 con áci 

30. do acético, se extrae con solución acuosa de



amoniaco a un pH comprendido entre 11 y 11,3 - 
inclusive, se centrifuga, el pH se ajusta nue­
vamente a 8,3 - 8,7 por medio de ácido acético; 
el precipitado en estas condiciones formado se 

5. separa, se agrega nuevamente ácido acético has 
ta alcanzar un pH comprendido entre 5 y 5,5 y 

. se obtiene un precipitado con acetona, que se
filtra y se seca. El precipitado bruto obteni­
do, se lava con etanol al 95 %, se extrae con

10. etanol al 70 %, que contenga 10 % de acetato -
amónico, y el extracto claro de este modo obte 
nido se precipita don etanol absoluto que con­
tenga 10 % de acetato amónico. El precipitado 
se recoge y se lava con etanol al 95 % y con 

15. agua.

El precipitado lavado se disuelve - 
con un amortiguador de fosfato al 0,05 %, de 
un pH igual a 7, se agita con dietil-aminoe - 
til-celulosa, y el fistrado claro, que se ha 

20. solidificado a un pH de 5,4 con ácido acético 
glacial, se hace pasar a través de una colum­
na de permutita previamente tratada con amo - 
niaco 1N y luego con ácido acético 1N; a con­
tinuación agua, y finalmente se equilibra con 

25. 0,05M de acetato amortiguador, al pH de 5,4.
Después de absorber el HMG en permutita, se 
lava con 0,05M de acetato amortiguador, a un 
pH de 5,4, hasta que la densidad Óptica del 
efluente, E280 ny, sea aproximadamente cero,y 
luego el HMG se eluciona con etanol al 40 % -30
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que contenga 3.0 % de acetato amónico. El pro - 
ducto de alcohol elucionado, se precipita con 
etanol al 95 %, se centrifuga, se lava con eta 
nol absoluto y luego con éter, y se seca. Para 

5. una purificación ulterior del HMG obtenido, se 
disuelve con água destilada, y se filtra a tra 
vés de una columna preparada con Sephadez G 
200 (Pharmacia firm, Upsala-Suecia) suspendido 
en agua destilada. Las primeras fracciones de 

10. producto saliente, se recogen y luego se liofi 
lizan. Estas filtraciones en Sephadex gel, se 
realizan a temperatura de 4**5SC.

Para la extracción de las hormonas - 
gonadotrópicas de acuerdo con el procedimiento 

15. que se describe en este invento, la orina meno 
páusica o post-monopáusica, se recoge en reci­
pientes de vidrio o material plástico, que con 
tengan ácido acético glacial en cantidades su­
ficientes para asegurar que el pH de la orina 

20. será de 4 a 4,5. El objeto de esta acidez es - 
el evitar el crecimiento de gérmenes.

Por la denominación de kaolín activo, 
se indica un caolín previamente tratado del mo 
do siguiente: el kaolín se lava con una solu - 

25. ción normal de ácido clorhídrico, se deja en - 
reposo, se decanta el liquido que flota, y el 
kaolín se lava repetidamente con agua, para - 
eliminar el ácido clorhídrico.

La dietilaminoetil-celulosa, se tra- 
30. ta previamente con ácido clorhídrico 0,5N y -



luego con hidrato sódico 0,5N y ̂ continuación 
con fosfato amortiguador 0,05M a un pH de 7.

La permutita utilizada de acuerdo - 
con este invento, puede tratarse previamente - 

5. para corresponder a una granulación determina­
da (se elige la fracción que atraviesa el ta - 
miz de 50 mallas (por pulgada lineal) y quede 
retenida por un tamiz de 76 mallas) y se lava 
luego con ácido acético por decantación; a con 

10. tinuación se lava con agua y se seca.

Debe tenerse presente que en la puri 
ficación crométográfica del extracto en permu- 
tita, la concentración de acetato amónico y el 
grado de alcohol etílico indicados para la elu 

15. ción de HMG, son solamente valores aproximados, 
y si se desea, pueden aumentarse o disminuirse, 
entre ciertos limites.

EL procedimiento de este invento per 
mite la obtención de hormonas gonadotrópicas - 

20. con efecto FSH dominante, dotadas de las si - 
guiantes actividades biológicas:

Actividad gonadotrópica total (ensa­
yo en útero de ratones)

1 mg = 141 mg equivalente de I.R.P. 
25. FSH (ensayo de aumei&o en ratones)

1 mg ^ 621 mg equivalente de I.R.P.
LH (peso próstata ventral. Ratones hipofisecto 
mizados) .

1 mg = 115 mg equivalente de I.R.P. 

Los efectos biológicos se han deter-30



minado de acuerdo con los métodos y se expresan 
en términos de I.R.P. - HMG (preparación inter­
nacional de referencia de gonadotropina humana
mencpáusica) como se explica a continuación.

5. El efecto total gonadotrópico, se ha
determinado de acuerdo con el método descrito - 
por Loraina, J.A., Brown, J.B., J. Endccrionol 
18:77, 1959. -

El efecto de FHS se ha determinado de 
10. acuerdo con el método descrito por Steelman, - 

S.L., Pohley, Florence.M., Endrocrinology 53: 
604,1953.

El efecto LH se ha determinado de - 
acuerdo con el método descrito por Loraina, J.A. 

15. Brown, J.B. Acta Endrocrin. 17:520, 1.954.
Los resultados de las determinaciones 

biológicas se calculan de acuerdo con Gaddum - 
.. J.H., Pharm. Lond. 6:345, 1953 y Borth, R., Lie

zafalusy, E., Heinrichs, H.B., Arch. fUr Gynaa- 
20. kol. 188:497, 1957.

En los ejemplos siguientes, no limita 
tivos, se indica un método preferible para la - 
aplicación de este invento.

. EJEMPLO - Un volumen de 1083 litros - 
25. de orina post-menopausia se ajusta, con ácido 

acético glacial, a un pü de 4,5 y se agita du - 
rante alrededor de una hora con 5,414 kg de ce- 
lita y 54,15 litros de suspensión de kaolín al 
20 %; el kaolín y la celita se Reja que se po - 
sen durante la noche, a la temperatura ambiente.30.



El liquido claro superior se desecha, y el ka­
olín y la celita se centrifugan. El precipita­
do ae lava dos veces con agua acidulada a un - 
pH de 4,5 con ácido acético, y luego se somete 

5. dos veces a la elución con amoniaco acuoso 1M, 
con objeto de que el pH del producto eluciona- 
do sea de lí a 11,3. Los resultados de la elu­
ción se elevan a un pH de 8,5 con ácido acéti­
co y, después de separación por centrifugación 

10. del precipitado formado, el liquido claro obtes 
nido se acidifica a un pH de 5 a 5,5 con ácido 
acético glacial y luego se añaden al mismo dos 
volúmenes de acetona. El precipitado se deja - 
posar durante la noche y el liquido claro que 

15. sobranada se desecha. El precipitado se lava - 
con acetona, por decantación, luego se introdu 
ce en un filtro Buchner y se lava con etanol - 
al 95 % y con éter etílico, y finalmente se se 
ca sobre cloruro cálcico anhidro, a presión re 

20. ducida. .

El rendimiento de kaolín-acetona bru 
to (fracción A) es de 83,88 g.

La fracción A (83,85 g) se extrae - 
dos veces con 2,516 litros y 1,680 litros de - 

25. etanol al 70 % que contenga un 10 % de acetato 
amónico; cada vez se agita durante alrededor - 
de una hora. Se añaden al extracto claro obte­
nido de la filtración, dos volúmenes de etanol 
absoluto que contengan 10 % de acetato amóni - 
co. El precipitado se deja posar durante la no30.



che, y el líquido que sobranada ae desecha, re­
cogiéndose a continuación el precipitado por -
centrifugación, lavándose con etanol al 95 % y 
éter etílico, y secándose, con lo cual se obtie 

5. nen 7,527 g de fracción B. Los 7,2 g de frac - 
ción B equivalentes a 1037 litros de orina, se 
disuelven en 720 mi de fosfato amortiguador - 
0,05M, de un pH de 7. La solución marrón inten­
so, se agita durante 10 minutos con 72 g de - 

10. LBáE-celulosá (dietilaminoetil-celulosa), pre - 
viamente lavado con ácido clorhídrico 0,5N, lúe 
go con hidrato sódico 0,5N y después con agua - 

. destilada, y finalmente con fosfato amortigua -
dor 0,05M, de un pH de 7. La DRAB-celulosa ae 

15. separa del liquido, por filtración, a través de 
un Buchner y luego se lava con dos veces 720 mi 
de fosfato amortiguador 0,05M de pH = 7. Los - 
filtrados mezclados, en estas condiciones ya - 
perfectamente claros y de un color amarillo pá- 

20. lido, se acidifican a un pH de 5,4 con ácido — 
acético glacial y luego se enfrian a 4-5BC. La 
cromatografía sobre permutita se haca del modo 
siguiente: la permutita se coloca en una colum­
na de 3 x 20 cm y se lava con amoniaco IN, lue- 

25. go con ácido acético IN, y luego finalmente se 
equilibra con fosfato amortiguador 0,05M, de pH 
igual 5,4; la cromatografía se realiza en una - 
habitación refrigerada a 4-56C. EL líquido cla­
ro obtenido después del tratamiento con DEAE-ce 

30. luí osa, se filtra a través de la columna y se -
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lava con acetato amortiguador 0,05M de pH = 
5,4, hasta que la densidad óptica B280 api sea 
próxima a cero. Las proteínas absorbidas en - 
la permutita, se elucionan con etanol al 540% 

5. que contenga 10 % de acetato amónico, y se re 
cogen alrededor de 350 mi de producto de elu­
ción. Este liquido casi incoloro, se añade con 
agitación a 2,5 volúmenes de etanol enfriado 
a 2-4RC. El precipitado se deja reposar duran- 

10. te la noche a 2-4SC. El liquido claro que so­
brenada se desecha, y el precipitado se recoge 
por centrifugación, se lava con etanol absolu­
to y luego con éter etílico, y se seca. Asi se 
obtienen 290 mg de fracción C.

15. De acuerdo con el método de extrae -
ción y purificación, se han preparado otras - 
tres Cantidades, ver tabla 1.

TABLA 1

Partida Orina
litros

Fracción A
mg/1

Frao - 
ción B. 
mg/1

Fracción 
C mg/1

P—25 E32 1083 97,4 6,95 0,28
P-25 E35 16245 97,4 8,72 0,703
P-25 E38 59877 97,4 10,33 0,595
E-26 E43 68862 93,0 15,18 0,45

Las características biológicas de loa 
cuatro grupos, se indican en la tabla 2.
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Como puede observarse en las tablas 1 
y 2, la potencia biológica y la recuperación de 
la actividad biológica, varían de una partida a 
otra.

5, Es interesante observar y se reivindi
ca por tanto, que la fracción C tiene un Índice 
elevado de discriminación entre los factores FSH 
y LH, o sea, que la fracción tiene el factor FSH 
predominantemente. Algunos experimentos realiza 

10. dos, cuyos resultados no se han publicado toda­
vía, han demostrado que durante la cromatogra - 
fia sobre permutita, se presenta una pérdida de 
LH; por esta razón en la fracción C existe un 
efecto predominante de FSH. Este punto es de - 

1$. gran importancia, ya que se ha demostrado que 
el efecto FSH de la gonadrotropina humana, es - 
el que resulta necesario para la estimulación - 
ovárica,y, por otra parte, el que puede obtener­
se solamente bien del modo indicado por este in- 

20. vento, o bien por extracción "post-mortem" de la 
hipótesis humana. Como factor gonadotrópico de 
actuación LH, necesario para la transformación - 
del folículo en el cuerpo lúteo, y por tanto pa­
ra la ovulación, puede usarse también la HCG - 

25. (gonadotropina coriónica) ya que tiene una acción 
similar o igual a la del ICSH, extraída de la hi 
pótesis humana o de la orina post-menopáusica.

Para una purificación ulterior del HMG, 
se ha llevado a cabo una filtración en Sephadax 

30. G 200 de tamaño comprendido entre 140-400 mallas.



El Sephadex G 200 ae suspende en agua - 
destilada y se lava por decantación, 3 o 4 veces, 
con agua y luego ee desechan las fracciones más 
finas. El gel de Sephadex, se coloca en una colum 

5. na de 107 x 0,9 cm. La cromatografía se realiza 
en una cámara refrigerada de 4 a 6sC.

La densidad óptica E280 mp del efluente 
se mide con un espectrofotómetro Beckman DU. La - 
velocidad del efluente se regula a 1 ml/hora. El 

10. HMG se disuelve en HgO. La filtración en el gel, 
precisa unas 48 horas. Después de determinarse la 
densidad óptica E280 mp. se congelan todas las 
fracciones recogidas y finalmente se liofilizan.

A continuación figura un ejemplo de pu- 
15. rificación de fracción C utilizando la cromatogra 

fia en Sephadex G 200.
Corno material de partida, se ha utiliza 

do (ver tabla 2) la fracción C del Pergonal-26 lo 
te E43, preparado de un volumen de 68,862 litros 

20. de orina post-menopausia.

Se disuelven 60 mg de fracción c en 1 
mi de agua, y la solución se coloca dentro de la 
columna cromatográfica. La filtración del gel se 
realiza mediante agua destilada. El efluente se - 

25. regula a 1 ml/hora. Cuando la densidad óptica
E280 mp. es superior a oero se recoge el efluente, 
hasta llegar a 57,4 mi.

Después de determinarse el B280 mp, las 
distintas fracciones del efluente se congelan y - 
conservan a -25SC, antes de la liofilización.30
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5.

10.

15.

20.

25.

30.

ACLARACION DE LA FIGURA ADJUNTA.
Como puedo observarse en la fig. 1 , -

existe un máximo solamente.
Cromatografía de la fracción c de Per- 

gonal-26 E43 en Sephadex G 200.
Densidad óptica E280 mu : ...
Actividad biológica (útero de rata) recuperación
........  . . . . . .............. 96 %

Actividad biológica (ensayo de aumento)
recuperación ........................ 88 %
Recuperación protelnica ............ 100 %

En experiencias anteriores, se compro­
bó que utilizando la cromatografía de HMG en Se­
phadex G 75 y BEAE-3ephadez, la mayor parte de 
la actividad biológica se concentraba en las pri 
meras fracciones del efluente. Por esta razón, - 
se mezclaron las fracciones 1 a 10 (31,6 mi de 
efluente). Fracciones 11 a 12 (16,9 mi de efluen 
te), Fracciones 13 a 15 (8,9 mi de efluente), y 
estas fracciones mezcladas se liofilizarón.

Fracción 1-10 rendimiento después de
liofilización ............. 17.5 mg de

proteina
Fracción 11-12 rendimiento después de
la liofilización ................ 13,3 mg de

proteina
Fracción 13-15 rendimiento después de 
la liofilización ................... 3,2 mg de

proteína
La actividad biológica de estas frac-
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Como ee indica en la tabla 3 la poten­
cia de las fracciones 1-10, bien por el ensayo - 
de átero de rata o bien por el ensayo de aumento 
es aproximadamente, 2,5 veces superior al del ma 

5. terial de partida.

La recuperación total (fracciones 1 a 
10 y 11 á 12) de la actividad biológica, es 
igual al 96 % con respecto a la actividad del ma 
terial de partida.

10. El 74 % de la actividad biológica del
material de partida, se concentra en los prime - 
ros 31,6 mi del efluente, mientras que en las - 
fracciones 11-12 se encuentra solamente el 22 % 
de la actividad biológica, y las fracciones 13 a 

15. 15 son completamente inactivas.

La caracterización del componente pro- 
teinico de las fracciones 1 a 10, obtenida por 
cromatografía en Sephadex G200, como se describe 
en el ejemplo citado, se obtuvo por medio de in- 

20. muñeelectroforesis, de acuerdo con el método des
crito por Lunenfeld B. Iaeraky C.
Shelesnyak M.C., J. Clin. Endororinology & Metab. 
22:55, 1962.

En la placa utilizada para la inmunee- 
25. lectroforesis, además de las Fracciones 1-10, se 

colocaron también suero humano normal y un HMG - 
Pergonal—23 menos puro, que tenia una potencia — 
gonadotrópica total de 16 mg equivalente de I.R. 
P., con objeto de comparar la movilidad electro- 
forática de las distintas fracoiones proteinicas.30



.V

%% y) ^
Los anti-sueroé utilizados, fueron como sigue: 
la antisuero de conejo, contra suero proteini- 
co humano total; 29 anti-suero de conejo contra 
HMG (Pergonal-23). A continuación figuran los - 
resultados de los análisis inmunoelectroforáti­
cos.

19

Las Fracciones 1 a 10, con el anti - 
suero de la proteina del suero humano total, - 
presenta dos lineas de precipitina en la región 

10. de la albúmina, pero el centro de estas lineas 
no corresponde al de la albúmina. Existe una - 
tercera linea difícilmente visible, que quizá 
coincida con la linea de la albúmina. Luego, - 
existen dos lineas en la región de c^g-, y una 

15. linea en la región de la -globulina.

La misma fracción 1-10 con el antisue 
ro Pergonal 21 o anti-pergonal, proporciona dos 
lineas claras, cuyos centros están en la región 
comprendida entre/? - y 0̂ -, y una en la región 

20. /? y finalmente, 1 linea en la regióno¿-¡.* mien­
tras que el Pergonal-23, o sea el HMG menos pu­
ro, proporciona $ lineas de precipitina.

N O T A

Descrita suficientemente la naturale- 
25. za del invento, asi como la manera de realizar­

lo en la práctica, debe hacerse constar que las 
disposiciones anteriormente indicadas, son sus­
ceptibles de modificaciones de detalle, en cuan 
to no alteren su principio fundamental. También 

30. se hace constar que el invento corresponde a



una solicitud de patente presentada en Italia - 
con fecha 11 de marzo de 1.963 bajo el ns 83/*78 

acogiéndose, por lo tanto, a los beneficios que 
conceden los Convenios Internacionales en vigor 

5. y siendo lo que constituye la esencia del refe­
rido invento y por lo que se solicita Patente 
de Invención por 20 años, en España "Procedí - 
miento de obtención de hormonas gonadotrópicas 
pituitarias, a partir de la orina"; caracneri - 

10. zándose por lo siguiente:
18.- "Procedimiento de obtención de 

hormonas gonadotrópicas pituitarias, a partir - 
de la orina" especialmente de orina menopadsica 
o post-menopaósica, caracterizado por el hecho 

15. de que el producto resultante presenta un efec­
to FSH, hormona estimulante del folículo-predo­
minante, con un índice de discriminación FSH:LH 
comprendido entre 3 y 6.

28.- Procedimiento, según reivindica 
20. ción 18, caracterizado por que la orina menopáu 

sica o poat-menopadsica, se agita, a un pH com­
prendido entre 4 y 4,5, conseguido por medio de 
ácido acético glacial, con una suspensión acuo­
sa de alrededor del 20 % de kaolín activado; es, 

25. te se separa, se lava con agua acidificada con - 
ácido acético, de un pH de 4,5, se extrae con 
amoniaco de tal modo que el pH se ajuste entre 
11 y 11,3, se centrifuga, el pH se ajusta de - 
nuevo a 8,5 aproximadamente, por medio de ácido 
acético; el precipitado se separa, se acidifioa30



con ácido acético a un pH de $-5,5 se precipita 
con acetona, se filtra y se seca, se lava con - 
etanol al 95 %, con éter, se seca, se extrae con 
etanol al 70 % que contenga 10 % de acetato amó- 

5# nico, el extracto se precipita con etanol absolu 
to que contenga 10 % de acetato amónico, se di - 
suelve en fosfato amortiguador 0,05N de pH = 7, 

se agita con dietilaminoetil-celulosa y el líqui 
do purificado, acidificado a un pE de 5,4 con - 

10. ácido acético glacial, se hace pasar a través de 
una columna de permutita equilibrada con aceta­
to amortiguador 0,05Mde pH - 5,4 hasta que la 
densidad óptica E.280 mu es próxima a cero, se - 
diluye con etanol al 40 % que contenga 10 % de - 

15. acetato amónico, se precipita con etanol al 95 % 
y el precipitado se lava luego con etanol absolu 
to y éter; se disuelve en agua destilada y se - 
filtra .a través de una columna preparada con Se- 
phadex & 200, se recogen las primeras fracciones 

20. y el efluente se liofiliza.

jeProcedimiento, según reivindica­
ción 26, caracterizado por el hecho de que como 
kaolín activado, se utiliza el siguiente: el kâ o 
lin se lava con una solución normal de ácido olor 

25. hidrico; luego se deja posar;el liquido que so - 
brenada se dsanada y el kaolín se somete a lava­
dos repetidos con agua.

4 * Procedimiento, según reivindica­
ción 26, caracterizado por el hecho de que como 

30. dietilaminoetil-celulosa se utiliza una dietilami
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noetil-celulosa se utiliza una dietilamonoetil- 
celulosa que previamente se trata con 0,05M de 
ácido clorhídrico, y luego con hidrato sádico - 
0,5N y, finalmente, con 0,05H de fosfato amorti 

5. guador, de pH = 7.

$B.- Procedimiento, según reivindica 
ción 26, caracterizado por el hecho de que como 
permutita se utiliza una permutita previamente 
tratada para alcanzar finalmente una granúleme­

lo. tria determinada; la permutita se lava por de - 
cantación con ácido acético y luego con agua, y 
finalmente se seca.

6$.- Procedimiento según reivindlca- 
ción 2a, caracterizado por el hecho de que la - 

15. filtración a través de una columna preparada - 
con Sephadex & 200, se realiza a una temperatu­
ra de 4530.

7$.- Procedimiento, según reivindica 
ción 26, caracterizado por el hecho de que la 

20. adificación de la origa para alcanzar un pH de 
4 a 4,5, se obtiene por medio de ácido acético 
glacial.

86.- Procedimiento, según cualquiera 
de las reivindicaciones anteriores, caracteriza 

25. do por el hecho de que el producto resultante - 
presenta las actividades biológicas siguientes: 
Actividad gonadotrópica total (ensayo en útero 
de rata) 1 mg = 141 mg equivalente de I.R.P. - 
FHS (ensayo aumento ratas) 1 mg = 621 equivalen 

30. te de I.R.P. LH, peso próstata ventral, ratas -



hipoíisectomizadae, 1 mg = 115 mg equivalente de 
I.R.P.

9̂ **- "Procedimiento de obtención de 
hormonas gonadotrópicas pituitarias, a partir de 

5. la orina"; tal y como queda substancialmente des 
crita en la presente Memoria e ilustrado en los 
adjuntos dibujos.

Esta memoria consta de ventitres hojas 
escritas a máquina por una sola cara.
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