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RESUMEN 

La relaxina es una hormona peptidica que se produ­

ce en el cuerpo luteo, que se localiza principalmente 

en suero sanguíneo, placenta y ovarios de mamíferos, -­

así como en elasmobranquios y algunas aves durante la 

gestación (1,2). La relaxina es similar a la insulina 

respecto a la secuencia y número de aminoácidos que las 

conforman, ambas hormonas constan de dos subunidades u­

nidas por puentes disulfuro y tienen pesos moleculares 

de aproximadamente 6000 daltones (3-6), a pesar de ello 

tienen actividades muy diferentes. 

La relaxina en la etapa tardía de la gestación su­

prime la actividad espontanea del miometrio, favorece 

la dilatación y relajación del cervix, así como de si-­

fisis púbica y otras uniones pélvicas {2,4,5). 

A pesar de la importancia de esta hormona en los 

procesos de reproducción solo ha sido purificada en un 

pequeño número de especies, tales como cerda, rata, ti­

burón, conejo, humano y equino. utilizando diferentes 

métodos de obtención, purificación y pruebas biológicas 

(3, 7-1 ·;),los cuales resultan ser muy costosos ya que la 

relaxina existe en muy baja concentración y se requiere 

un alto número de órganos ricos en esta hormona. 

El objetivo de este trabajo fue estandarizar un -­

método para la obtención y purificación de relaxina de 

rata. 



DISCUSION 

CONCLUSIONES 

REFERENCIAS 

¡c.: .. · 

':' 

.... :. 

pag. 

48 

52 

53 



RESUMEN 

La relaxina es una hormona peptidica que se produ­

ce en el cuerpo luteo, que se localiza principalmente 

en suero sanguíneo, placenta y ovarios de mamíferos, -­

así como en elasmobranquios y algunas aves durante la 

gestación (1,2). La relaxina es similar a la insulina 

respecto a la secuencia y número de aminoácidos que las 

conforman, ambas hormonas constan de dos subunidades u­

nidas por puentes disulfuro y tienen pesos moleculares 

de aproximadamente 6000 daltones (3-6), a pesar de ello 

tienen actividades muy diferentes. 

La relaxina en la etapa tardía de la gestación su­

prime la actividad espontanea del miometrio, favorece 

la dilatación y relajación del cervix, asi como de si-­

fisis púb1ca y otras uniones pélvicas (2,4,5). 

A pesar de la importancia de esta hormona en los 

procesos de reproducción solo ha sido purificada en un 

pequeño número de especies. tales como cerda, rata, ti­

burén, conejo, humano y equino. utilizando diferentes 

métodos de ::>btención, purificación y pruebas biológicas 

(3,7-i ¡),los cuales resultan ser muy costosos ya que la 

relaxina existe en muy baja concentración y se requiere 

un alto numero de órganos ricos en esta hormona. 

El objetivo de este trabajo fue estandarizar un -­

método para la obtención y purificación de relaxina de 

rata. 



El establecimiento de la metodología se hizo en -­

base a métodos previamente descritos, se utilizaron o-­

varios de ratas de 20 días de gestación, los cuales se 

sometieron a homogenización, agitación, centrifugación 

y diális1s, para posteriormente pasarlos por filtración 

en gel y cromatografía de intercambio iónico. 

La prueba biológica para comprobar la obtención de 

relaxina se realizó directamente en útero e intestino 

de ratas multíparas por medio de registros electrofi--­

lógicos de relajación y contracción tanto "in vivo" co-

mo "in vitre". 

Los resultados obtenidos demostraron la presencia 

de relaxina y con ello la estandarización de un método 

de obtención práctico y reproducible en nuestro medio, 

que permita llevar a cabo futuros proyectos de investi­

gación. 
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IN'TR.ODUC:C:ION 

1.- DEFINICION. 

La relaxina (R) es una hormona peptídica que se 

localiza principalmente en suero sanguíneo, placenta y 

ovarios de mamíferos, así como en elasmobranquios y al­

gunas aves durante la gestación (1,2). Esta hormona 

pierde su actividad durante la incubación con enzimas 

proteol í tica.s o agentes reductores. Es termoestable y 

puede ser sometida a calor y presión en autoclave de 20 

a 30 minutos sin perder su potencia en forma significa­

tiva. Cuando la R se encuentra en soluciones salinas 

estériles es igualmente estable, pero es conveniente 

refrigerar para prevenir su inactivación (2). 

Los primeros estudio de R fueron publicados por -­

Hisaw en 1926, quién observó que la llamada "relajación 

de la sífisis púbica en cobayos es controlada por hor-­

monas. Posteriormente en 1930, Fevold, Hisaw y Meyer -­

demostraron que un extracto acuoso del cuerpo luteo(CL) 

de cerdas provocaba relajacion de la sifisis púbica en 

cobayos tratados con estrógenos y ovarictomizados. A-­

esta sustancia la denominaron L~ax1nª (3). 

EStudios bioquímicos realizados demostraron que la 

R es similar a la insulina desde el punto de vista es-­

tructural (3). Fr1eden y Hisaw después de utilizar agen 

tes reductores sugirieron la presencia de puentes disul 

furo en la molécula de R y su importancia quedó maní---
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fiesta con la pérdida de la actividad biológica de la R 

después de su reducción. Actualmente se sabe que la R 

consta de dos subunidades unidas por puentes disulfuro, 

esta característica la hace muy parecida a la insulina 

(3-6), la cual consta de una cadena A con 21 residuos 

de aminoácidos y una cadena 8 de 30 residuos con un pe­

so molecular (PM) de 5800 daltones (D) aproximadamente 

( fig. 1 ) • 

Las cadenas constitutivas de la R de cerda al i--­

gual que las de insulina se denominan A y B. La cadena 

A de laR contiene 22 residuos de aminoácidos (2500 D), 

mientras que la cadena 8 contiene 30 residuos (2820 D). 

La R demostró ser similar a la insulina con respecto a 

la distribución de sus enlaces disulfuro. es interesan­

te hacer notar que existe la misma distribución relati­

va de los residuos de cisteina en las dos cadenas, aún 

cuando no existe homología en otras posiciones (12,13). 

La identidad en el patrón del cruce de eslabones de R e 

insulina podría sugerir la dupiicación de un gen ances­

tral que permitió la evoiución de dos hormonas con dif~ 

rentes funciones (4-6). 

2.- LOCALIZACION. 

Estudios histoloógicos y bioensayos indican que -­

los CL's de rata y cerda son los que producen grandes 

cantidades de R durante .la gestación, encontrándose tam 



FIGURA 1 

SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LAS CADENAS A Y B DE RELA-­

XINA E INSULINA. 

La estructura primaria de relaxina porcina (arriba) e -

insulina (abajo) con sus residuos de cisteina alineados. 

En la estructura de insulina. los residuos subrayados -

son aquellos homologas o sustituidos en relación a las 

cadenas respectivas de relaxina. 

' . ~ \ 
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bién que durante la gestación tardía los ovarios de ra­

ta contienen altos niveles de R biológicamente activa, 

mientras que otros tejidos reproductivos no la contie-­

nen, entre los que se incluye placenta, útero y glándu­

las metriales (1,14,15). Los estudios con radioinmunoen 

sayo (RIA) efectuados en rata (16) muestran la presen-­

cia de R desde el día 10 de gestación, los niveles se 

incrementan marcadamente en los siguientes 4 días con -

rangos entre 50-100 ng/ml del día 14 al 20. En el día 

21, es decir. en el pre-parto aparecen niveles de R mas 

elevados (aproximadamente 140 ng/ml de suero), los cua­

les al parecer están asociados con el fotoperiodo (17). 

También se detectó R durante el parto y los niveles ma­

ximos son de 180 ng/ml de suero. 

Los niveles de inmunoactividad de R han sido medi­

dos en ovarios de ratas durante varios estados reprodus 

tivos mediante RIA (16). Se encontraron niveles de R ex 

tremadamente bajos en los ovarios de ratas inmaduras 

que aun no ciclan (aprox. 2 pg/mg equivalente a tejido 

fresco (e~f). Duran~a el cic:o estral de las ratas adul 

tas la concentración de R es baja pero varía con las e­

tapas del mismo. Los niveles maximos se encuentran en -

la etapa de estro (aprox. 20 pg/mg etf) (18). 

3.-FUNCION. 

A nivel fisiológico la R es producida en altos ni-
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veles por el CL de los ovarios en etapas tardías de la 

gestación en mamíferos (1,4-6,18-22), y en algunas esp~ 

cies como ya se ha mencionado, en tejidos reproductivos 

adicionales (1). Los órganos blanco en donde actúa esta 

hormona son el útero, cervix uterino, vagina, así como 

uniones púbicas y sacroiliacas (5). 

Estudios experimentales han establecido varias fun 

ciones de la R en la reproducción de mamíferos. La R a~ 

túa en combinación con estrógenos sobre los órganos que 

intervienen en la reproducción. Sus funciones incluyen 

dilatación y relajación del cervix, efectos sobre la mo 

tilidad del útero, sobre el crecimiento de glándulas m2 

marias, en la relajación de sífisis púbica y otras uni9 

nes pélvicas (2,4,5) y específicamente, durante el par­

to de laR es importante para: 1) prevenir una excesiva 

actividad miometral (21-25), 2) incrementar la respues­

ta miometral a oxytocina (21,22,26,27), 3) aumentar la 

dilatación cervical (2,4,5.21-23,25), 4) en combinación 

con estrógenos asegura un alto índice de supervivencia 

fetal y acorta la duración de alumbramiento (21,22,28), 

5) y en combinación con estrógenos y progesterona indu­

ce el desarrollo de glándulas mamarias (21). 

En algunas especies como el conejo y la oveja, pa­

rece ser que la progesterona es la rsponsable de inhi-­

bir la actividad contráctil uterina en la mayor parte -

de la gestación. Sin embargo la R también puede ser im-

11 



portante en estas especies, así como en otras durante -

el periodo de declinación de la progesterona e incremen 

to de estrógenos en el útero cerca del término de la --

gestación para prevenir una evolución prematura de la 

activ1dad del parto. No obstante lo anterior, en cobayo 

y ra~a. la progesterona parece no tener efecto sobre la 

reducción de la act1vidad miometral. Por otra parte, la 

administración de R inhibe la actividad miometral en ra 

tas no gestantes "in vivo" e "in vitre", estas y otras 

evidencias indican que la R puede ser importante para 

restringir la actividad contráctil uterina en la rata 

(22,24,25). 

4 . -DESARROLLO. 

Existen diferencias entre la ra.ta y la cerda con -

respecto a la regulación de la biosintesis y secresión 

de la R a través de la gestación. En la rata los nivelec 

de R que se incrementan en los ovarios durante la seg~ 

da mitad de la ges~ación son paralelos a los niveles de 

R en sangre. En ::.a cerda los niveles de R se in:::remen--

tan en los ovarios durante las últimas tres cuartas par 

tes de la gestación pero no se elevan más allá de 10 ng 

/ml en la sangre hasta aproximadamente la etapa prena--

tal. Los factores responsables de estas diferencias en 

es~as dos especies son aun desconocidos (1). Estudios-

recientes demuestran que la Pituitaria tiene un efecto 

·1': . ._ 



supresivo sobre la secresión de R y POr lo tanto en su 

biosíntesis, así como en secresión de progesterona Y -­

crecimiento de CL en ratas gstantes, Por otra parte du­

rante la segunda mitad de gestación la placenta juega -

un papel importante en promover la síntesis y secresión 

de R. así como del crecimiento del CL y secresión de -­

progesterona (29-30). 

5.- PURIFICACION. 

~a primera R que se aisló con un alto grado de pu­

reza es la del CL de cerdas gestantes, logrando tres -­

preparaciones altamente purificadas las cuales fueron -

designadas como CM-8, CM-a y CM-a', de las cuales se ob 

tuvieron resultados sobre su actividad biológica, PM, -

punto isoeléctrico y contenido de aminoácidos (3,6,13), 

haciendo de esta especie el primer RIA a partir de los 

niveles de R en plasma durante la gestación y parto en 

la cerda (31). 

La R se ha extraído además de ovarios de cerdas -­

gestantes (3,32), de ratas (7,32), tiburones (8,90, va­

cas (33) y humanos (34); de la placenta de la yegua (11, 

35), conejo (4.10) y humana (36,37). Sin embargo, solo 

laR de ovarios de cerda (3), rata (7), tiburón (8), -­

placenta de conejo (10) y de equino (11) han sido total 

mente purificadas y caracterizadas. Actualmente solo se 

han hecho RIA's de rata (16) y de equino (38). 



Con respecto a la R de rata, se han obtenido dos -

formas altamente purificadas, designadas CM1 y CM2, las 

cuales según Sherwood (7) son diferentes en cuanto a la 

mobilidad electroforética y a sus puntos isoeléctricos. 

La composición de aminoácidos de ambas son similares pe 

ro no idénticos. Bioensayos con sífisis púbica demostra 

ron que no hay diferencias en cuanto a potencia biológi 

ca entre ellas. 

El rendimiento o producción de la R de rata es si­

milar al de R porcina en relac1ón a mg/g etf de ovario. 

Utilizando el método de Sherwood y Col. para la obten-­

ción y purificación de R porcina, el promedio total de 

rendimiento de esta para las tres preparaciones fue de 

0.24 mg/g etf de ovario, y el promedio total de rendi-­

miento de la R de rata fue de 0.28 mg/g etf de ovario. 

Las dos preparaciones de R de rata CM1 y CM2 con-­

tienen 58 y 57 residuos de aminoácidos respectivamente. 

Sus PM's. calculados en base a la composición de sus am1 

noácidos son 6370 y 6180 D para cada una de ellas (7). 

El PM (6000 D aprox.) y el contenido de aminoáci-­

dos de la R en las diferentes especies estudiadas es si 

milar pero no idéntico (3,4,7-11). Si comparamos los 

dos tipos de R más estudiados (porcina y rata) encontr~ 

mas que las únicas diferencias en el contenido de ami­

noácidos son 

1) La presencia de histidina, prolina y tirosina en la 



R de rata 7 la total ausencia de estos aminoácidos 

en R porcina. 

2) El alto contenido de ácido glutámico más glutamina -

en la R de rata. 

Los puntos isoeléctricos de CM1 (pH 7.6) y CMZ (pH 9.4) 

son menores que los de las tres R's porcinas, CMB (pH -

10.55), CMa (pH 10.72) y CMa' (pH 10.77) respectivamen­

te ( 3, 7) . 

Como se puede observar exis1:e polimorfismo en la R 

y puede ser a1:~ibuido a diferencias genéticas en la se­

cuencia de aminoác1dos del Carbono o Nitrógeno terminal 

(7), o bién este polimorfismo ~s generado por los proc~ 

sos de separación convencionales. por proteólisis, por 

una enzima tipo carboxipeptidasa u otras enzimas (32). 

Existen asi ~ismo. diferencias en cuanto a la acti 

vidad de la hormona en diferen1:es especies, y aunque se 

han postulado difer-en1:es :::ausas a estas diferencias no 

hay un consenso sobre la ·;erdadera causa (7). 

Como método opt3.tivo :je purificación se encuentra 

el método de !='Urlficación de octadecylsilica (ODS). e:i. 

cual :;e basa en •1n sistema de adsorción por columnas de 

ODS para reducir dras1:1camente el grado de heterogeni-­

dad de la R. disminuyendo la proteólisis. durante el pr~ 

ceso de separación de la hormona. Este método indica -­

que solo existe una forma principal de R Y que las otra~ 

moléculas variantes son artefactos de loS procesos de -

15 



TABLA I. METODOS UTILIZADOS PARA PURIFICAR 
RELl\XINA DE DIFERENTES ESPECIES 

REFERENCIA 

SHERWOOD,O.D. 
AND 

O'BYRNE.E.M. 
1974 (3) 

SHERWOOD,O.D. 
1979 (·7) 

WALSH,J.R. 
ANO 

NIALLH.D. 
1980 (32.) 

YAMAMOTO.S. 
1981 (35) 

REINING,J.W. 
LAMBERT,N.D. 
SCHWABE.C. 
1981 ( Fl ) 

FIELDS,M.J. 
ROBERT.R. 

ANO 
FIELDS.P.A 
1982 (33) 

ESPECIE 

OVARIO DE 
CERDA 

OVARIO DE 
RATA 

OVARIOS DE 
CERDA 
Y RATA 

PLACENTA 
HUMANA 

OVARIOS DE 
TIBURON -
TIGRE 

OVARIOS DE 
VACA Y 
CERDA 

ELDRIDGE,R.K. PLACENTA DE 
AND CONEJO 

F!ELDS,?.A. 
1985 (~~) 

3ULLESBACH.E. OVARIOS DE 
30WAN.L.K. CAZON 
SHWABE.C. 
LO:~ 6 , '? 

STEWART.D.R. PLACENTA DE 
AND YEGUA 

"APKOFF .H. 
L 986 '· 1 í l 

TIPO DE 
EXTRACCION 

CROMATOGRAFIA 

ACETONA ACIDA SEPHADEX G-50 
CMC 

AMORTIGUADOR SEPHAOE;<; G-50 
CMC 

ODS 
SE?HADEX 8-50 
CMC 

ACETONA ACIDA SEPHADEX G-50 
INHIBIDORES CMC 
DE PROTEASAS 

ACETONA ACIDA SEPHADEX G-50 
SEPHADEX G-25 
CMC Y HPLC 

ODS 
SEPSADEX G-50 
CMC 

ACETONA AC:DA SEPHADE:< G- 5O 
IHniBIDORES CMC 
DE ?ROTEASAS SEPHARCSA ~• 

4E 

METODO DE CMC 
DOCZI. SEPHADEX G-25 
ACETONA .1\CIDl.; SEPHADE:< G-50 

ACETG:-fA :~CID.<;. C:.1C 
INHIBIDORES SEP:-IADE:< G-50 
DE ?ROTE.;SAS PRECIPITACION 

CON -:'CA 
CNC 

.. 
BIOENSAYO 

LIGAMENTO 
INTERPUBICO 
DE RATON 

LIGAMENTO 
INTERPUBICO 
DE RATON 

1 
¡ 

' ADMINISTRACIONI 
DE ESTROGENOS f 
UTERO DE RATON; 
"IN VITRO" 

LIGAMENTO 
INTERPUBICO 
DE RATON Y 
COBAYO 

UTERO DE 
RATON 

,, 

UTERO DE RATON' 
"IN IJITRO" 
CON 
ESTROGENOS 

LIGAMENTO 
INTERPUBICO 
DE RATON Y 
COBAYO 

LIGAMENTO 
INTERPUBICO 
DE RATON 



separación empleados anteriormente (32). 

La tabla I muestra en resumen los métodos utiliza­

dos para purificar R de diferen~es especies . 

.JUSTIFIC::AC::ION 

!lo obstante de que la R se encuentra en varios ma­

míferos. los extractos de esta hormona se han preparado 

generalmente de ovarios de cerda gestante. los cuales -

tienen una elevada actividad de R y se encuentran oca-­

sionalmente en otros países en forma comercial ya sea -

congelados o deshidratados en acetona. En 1955. a par-­

tir de un homogenado de ovarios de cerdas gestantes se 

extrajo "relaxina !=>Ura", a esta preparacion se le consi 

deró como una "referenc::.a estandar casera" (house ref-­

erence standard) con la cual se realizaron los primeros 

estudios químicos y biológic~s =on el es~ablec1miento -

de bioensayos para la deter~1nac1on de algunos de los -

mecanismos de acc::.ón de esta hocmona (2). 

A pesar del tiempo que ha transcurrido desde el 

descubrimiento de la R. ésta ha sido purificada solo en 

un pequeño número de espec::.es como se menc1on6 anterior 

men~e. debido principalmente a que el costo de ~bten--­

ción de esta hormona es elevado, ya que existe en muy -

baja concentración en el organismo, por lo que es nece-



sario contar con un alto número de órganos ricos en R -

(ovarios) que permitan la obtención de una cantidad sig 

nificativa de esta hormona. Por otra parte. la falta de 

un estandar de referencia comercial dificulta el avance 

en el estudio de esta hormona. Aunado a ésto. a través 

del proceso de obtención propuesto por Sherwood (3.7) -

se corre el riesgo de que la R activa se pierda debido 

a una proteólisis. ya que en este método se utiliza fil 

tración en gel (Sephadex G-50) y cromatografía de ínter 

cambio iónico (CII) sobre carboxymetíl-celulosa (CMC). 

Y el método de Walsh y Niall basado en columnas de ODS 

que reduce la proteólisis durante la separación de R -­

porcina y de rata (32). es mucho más costoso qué el an­

teriormente mencionado. 

Dada la importancia de esta hormona en reproduc--­

ción de mamíferos es necesario contar con un método de 

obtención práctico y reproducible en nuestro medio. que 

nos permita llevar a cabo futuros proyectos de investi­

gación sobre biología de la reproducción. con objeto de 

estudiar la posibilidad de solucionar los problemas pe­

rinatales que se presentan entre las poblaciones de ma­

yor riesgo como son las que se encuentran sometidas a -

desnutrición. 

-~ 
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OBJETIVO 

Establecer las condiciones metodológicas con nues­

tra infraestructura en base a métodos previamente des-­

critos para obtener y purificar relaxina de rata. 



MATERIAL Y METODOS 

~ara llevar a cabo este estudio se utilizaron 70 -

ratas hembras de la cepa Wistar de 2.5 meses de edad y 

18 machos de la misma cepa de 6 meses de edad para el -

apareamiento, el cual se hizo a razon de 4 hembras par 

macho. Desde el pr1mer día de apareamiento se inició la 

toma de ci tologias 'laglnales seguidas de una tinción 

POr medio de la técnica de Papanicolaou. El Primer dia 

de gestación se determinó por la aparición de espermato 

zoides en la citología vaginal. 

1.- EXTRACCION DE OVARIOS. 

Para proceder a la extracción de ovarios las hem-

bras se sacrificaron con eter a los 20 días de gesta---

ción. Los ovarios se trabajaron de acuerdo al método de 

Sherwood y Col. para la obtención de R de (7). Inmedia-

tamen~e después de la extracción se ~easron y colocaron 

en un amortiguador de pH 7.0 formado por cloruro de so-

dio 0.14 M y fosfato ~onobasico de sodio 0.01 M a razón 

de 100 mq de tejido/ ml de amor-::::.guador. Los ovarios se 

guardaron congelados en hielo seco hasta completar 2.5 

g de tejido de ovar::.o. estos se homoqenizaron completa-

mente en el mismo amortiguador a aproximadamente 4"C. 

El tejido homogenado $e someció a agitación suave dur~ 

te 24 horas a 4"C. Despué~ de la agitación el tejido se 

centrifugó a 40,000 rpm por 1 hora a aprox. 4•c en una 
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ultracentrífuga BECKMAN LS-40, con un rotor 60 T. El sg 

brenadante se separó del tejido residual, para trabajar 

se bajo condiciones de diálisis contra cloruro de sodio 

0.025% a 4"C par 48 horas. La concentración de proteína 

se midió por el método de Lowry (39) antes de proceder 

a pasarlo POr columnas de Sephadex G-50. 

2.- FILTRACION EN GEL. 

Se montó una columna de 2 x 90 cm para filtración 

en gel con Sephadex G-50 (fino). La columna se equili--

bró y corrió con un amortiguador de pH 5.0 y 0.01M for-

mado por acetato de amonio y ácido acético. Se diseñÓ -

un depósito en la parte super1or de la columna para que 

se mantuviera con flujo las 24 horas del día. Se reguló 

un flujo de aproximadamente 8 ml/h para la colecta de -

fracciones de acuerdo al método descrito por Sherwood -

(7). Se revizó la homogenidad del empaque de la columna 

y el volumen vacio con azul dextrán, el cual se regís--

tró a las 48 horas. Posteriormente se colocó en la co--

lumna insulind bovina (1 .O ml=80 U) de acción lenta pa-

ra conocer el tiempo de salida de la misma, ya que su -

PM es similar al de la R. Después de las 48 horas se i-

nició la colecta cada 30 minutos durante 12 horas con -

un flujo de Bml/h a 4"C; al término de este periodo se 

determinó el ~onteniáo de proteínas en las fracciones -

colectadas con el uso de un cromatógrafo de líquidos de 

alta presión (HPLC). 
· .. '-·-. 



El extracto de R (15.0 mg de proteína) se sometió 

a filtración en gel en las mismas condiciones que la --

filtración anterior. 

3.- CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO. 

Se montó una columna de 1 x 8 cm para CII con 

Dowex AG 50-W-XS de 200 a 400 mesh. Para activar la co-

lumna se corrió ácido clorhídrico 2N (30 ml), posterior 

mente se lavó con agua desionizada hasta eliminar el --

cloro, haciéndose pruebas con nitrato de plata para com 

probar la total eliminación del mismo. Una vez elimina-

do éste, la columna se equilibró y corrió con un amorti 

guador de pH 5. O y O. O·¡ M formado por acetato de amonio 

y ácido acético. Se reguló un flujo de aproximadamente 

6 ml/h para la colecta de fracciones. Se revizó el volu 

men vacío con azul dextrán. 

Antes de someter a CII las fracciones de sephadex 

que indicaban la presencia de una proteína de PM simi--

lar al de R, se colocó en la columna insulina bovina --

(1 ml=80 U) de acción lenta para conocer el tiempo de -

salida de la misma, por su similitud con la molécula de 

R. 

Una vez recuperada la insulina, las fracciones de 

sephadex G-50 que indicaban la supuesta presencia de R 

se pasaron por CII (157.5 ~g de proteína). La columna-

se corrió con el amortiguador antes mencionado (pH 5.0) 

hasta que las proteínas no adsorvidas se eluyeron. Para 



remover las proteínas adsorvidas se provocó un cambio -

en la carga de la columna con el amortiguador de equili 

brio más cloruro de sodio 15mM (10 ml). Después de 1.5 

horas se inicio la colecta de fracciones cada 30 minu--

tos durante 6 horas con un flujo de 6 ml/h a 4°C. Las -

fracciones colectadas se leyeron en un cromatógrafo de 

líquidos de alta presión a 280 nm para determinar el --

contenido de nitrógeno proteico en las diversas fraccio 

nes. 

4.- BIOENSAYO. 

Las pruebas biológicas para comprobar la obten---

ción de R por cromatografía y determ1nar su actividad -

se llevaron a cabo en intestino y útero de ratas multí-

paras de la cepa Spraque-Dawley tanto "ín vivo" como --

"in vi t¡,-o". 

En el primer caso. las ratas se separaron en dos -

gr'.lpcs. los cuales se anestesiaron c::Jn e~:er para proce-

der a una laparotomía amPlia en 3 planos en decúbito su 

pinc. Al pr1mer grupo se le iisecó ~na parte de intes--

t1no (ileon), m1entras que al segundo grupo se le corté 

uno de los cuernos uterinos 7 se conectaron al transduc 

ter del poligrafo GRASS. Se aplicó una fuerza de ten---

sión de 0.4 g para calibrar el aparato 7 pos~eriormente 

se gotearon tanto sobre el útero como sobre el intesti-

no 200 ~1 (47.0 ~g de proteína) del extracto obtenido-
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de la CII Y se registró la respuesta del tejido. 

En el segundo caso la rata se anestesió con pento-

barbital (50 mg/kg de peso), posteriormente se extraje-

ron intestino Y útero y se mantuvieron a 37•c en una so 

lución de Hartman. Se tomaron aprox. 2.5 cm del tejido, 

se fijaron en una cámara de órgano aislado de 20 ml y -

se conectaron al polígrafo, el cual fue calibrado ante-

riormente. Después de observar la actividad contráctil 

norlam del teJido se adicionaron a la cámara 200 ~l ---

(47.0 ~g de proteína) de las fracciones que indicaban-

la presencia de R. Entre fracción y fracción se hizo un 

lavado con la solución de Ringer Krebs y se tomó en ---

cuenta el tiempo de recuperación del tejido para proce-

der a una nueva aplicación. 

Para asegurar que la actividad biológica demostra-

da durante el bioensayo por los extractos de R preve---

nían de esta hormona y no de otra que tuviera un PM si-

milar. por ejemplo insulina. se h1zo una prueba con és-

ta última sobre intest1no de ra1:a '"in vitre" siguiendo 

la técnica de~ bioensayo anterior. 

Para de1:erminar los índices de medición en el re--

gistro electrofisiológico se tomó en consideración: 

(a) la altura del pico el cual nos indica la fuerza de 

contracción; (b) la distancia entre pico y pico que nos 

señala la frecuencia con que se presentan las contrae--

cienes; (e) lo ancho de la base del pico lo que nos da 



el tono muscular. Considerando como 100% los registros 

basales (fig. 2). 
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FIGURA 2 

INDICES DE MEDICION DEL REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO. 

(a) Indica la fuerza de contracción 

(b) Frecuencia de contracciones. 

(e) Tono muscular. 
.. 
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RESULTADOS 

1.- Eh7RACCION DE OVARIOS. 

El peso promedio del ovar1o fue de 0.085 ± 0.016 gr. --

Esta diferencia antre ellos se debe Prlncipalmente al -

peso de la rata, ya que en la mayoria de los casos, una 

rata de mayor peso presentaba ovarios más grandes que -

una de menor peso, encontrándose también alrededor del 

ovario una mayor cantidad de grasa, la cual no podía 

eliminarse totalmente, ya que en ocasiones se presenta-

ba envolviendo al CL o muy cercana a él, lo cual impe--

día para no llevarse parte del mismo. Por lo tanto para 

reunir 2.5 g de tejido se necesitó un promedio de 15 ra 

tas. Se recolectaron 4 grupos de ovarios los cuales des 

pués del proceso de dializado se sometieron a cuantifi-

cación de proteínas por el método ya mencionado. La ta-

bla rr presenta la concentración de proteínas de los di 

ferentes dializados. Como se puede observar hay una di-

ferencia en la concentración de los mismos. Esto se a--

tribuye al peso de los ovarios, principalmente a su con 

tenido de grasa, demostrando así de que el hecho de que 

un ovario tenga un mayor peso no significa que tiene u-

na mayor cantidad de proteína. 

2.- FILTRACION EN GEL. 

En aste trabajo se utilizó la insulina como un con 

trol cromatográficc externo, así ésta corrió a través -

de la columna de Sephadex G-50 en un tiempo aproximada-
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TABLA II. CONCENTRACION DE PROTEINAS 

DE LOS DIFERENTES DIALIZADOS. 

DIALIZADO 

2 

3 

4 

DENSIDAD OPTICA 

280 nm 

0.395 

0.059 

0.0765 

o. 1495 

PROTEINAS 

~g/10~1 

49.70 

11.187 

17.485 

39.646 

·.~ . 
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mente de 57 horas, encontrándose el pico máximo entre -

los tubos 17-19, con una absorbancia de 0.07-0.08 a una 

densidad óptica de 280 nm (fig. 3a). 

Con cada dializado se hizo una corrida en la colum 

na de Sephadex G-50 ajustando la carga de proteínas a -

15.0 mg. 

El extracto de R presentó un pico máximo promedio 

en los tubos 12 y 13 en~re las 54 y 55 horas con una aQ 

sorbancia de 0.060 (fig.Jb). 

3.- CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO. 

La insulina presentó un pico máximo alrededor de 

las 4 horas entre los tubos 5 y 6 con una absorbancia -

de 1.4- 1.6 a una densidad óptica de 280 nm (fig. 4a), 

mientras que las fracciones colectadas de la columna de 

Sephadex que presentaron mayor con~enido proteico, al -

ser pasadas por CII presentaron un pico máximo promdio 

a las 3.5 horas en el tubo 5 con una aborbancia de 1.48 

(fig. 4b). 

La tabla III presenta el promedio de recuperación 

de proteínas en las preparaciones de R obtenidas duran-

te el proceso de separac~ón, desde el homogenado del t~ 

jido hasta el dializado, se recuperó un promedio de ---

6.712 :!: 2.0 mg de proteina/ g de tejido fresco. En el -

Proceso de filtración en gel se recuperó 1.514:!: 0.013 

mg de proteina/g de tejido fresco Y en CII 0.028 ± 0.01 

mg de Pro~eina/g de tejido fresco. La recuperación to--
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FIGURA 3 

CONTENIDO DE NITROGENO PROTEICO EN LAS FRACCIONES OBTE-

NIDAS DE SEPHADEX G-50. 

3a. Filtración en gel de insulina bovina (1 ml) de ac--

ción lenta. El PlCO máximo se encuentra entre los. -

tubos 17-19 con un tiempo de 57 horas. 

/ -
3b. Filtración en gel del extracto de relaxina de rata 

(15.0 mg). Presenta un pico máximo en los tubos 12 

y 13 entre las 54 y 55 horas. 
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FIGURA 4 

CONTENIDO DE NITROGENO PROTEICO EN LAS FRACCIONES OBTE-

NIDAS EN CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO. 

4a. Cromatografía de intercambio iónico de insulina bo-

vina (1 ml) de acción lenta. El pico máximo se encuen--

traen los tubos 5 y 6 alrededor de las 4 horas. 

4b. Cromatografía de intercambio iónico de las fraccio-

nes obtenidas de Sephadex G-50 (157.5 ~g de extracto de 

relaxina). Presenta un pico máximo a las 3.5 horas en-

el tubo 5. 
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FIGURA 4a 
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TABLA III. RECUPERACION DE PROTEINAS DURANTE EL PROCESO. 

FRACCION 

1 

OO:ALÍZADO 

SEPHADEX G-50 

OOWEX W-50 

PROTEINA 

MG/G TEJIDO FRESCO 

6.712 ~ 2.0 

1.514 ~ 0.03 

0.028 ~ 0.01 

- ,·._:,· 

% DE RECUPERACION 

100 

22.56 

0.41 .... 

' .. . 

-·.¡ 



tal fue de 0.041%. 

4.- BIOENSAYO. 

Las figuras 5a y 5b muestran la respuesta biológi-

ca en útero de rata "in vivo" e "in vitro" al contacto 

del extrac·to de R obtenido de la CII. 

Fig. Sa: Al adicionar 200 ~l de las fracciones equiva--

lentes a 47.0 ~g de proteína sobre útero "in vivo" se-

presentó '.lna dism1nución del 60% en la fuerza de con---

tracción, 13% en el tono muscular y aumentó 44% la fre- .l 

cuencia de pr~sentación de las contracciones. 
,) 

Fig. Sb: En el caso de útero "in vitro" se presentó un 

fenómeno s1milar. Disminuyó en un 63% la fuerza de con-

tracción, un 21% el tono muscular y 43% la frecuencia -

de presentación de las contracciones. 

Las figuras 6a y 6b muestra la respuesta biológica 

en intestino tanto "in vivo" como "in vitro" al contac-

to con 200 ~1 147.0 ~g de prote1nal del extracto de R -

obtenido de la CII. 

Fig. 6a: "in ·-r-e va'' se presento una disminución, tanto -

en el tono :nusc:.tlar como en la fuerza de contracción. -

La ca1aa del tono muscular fue del 50%, mientras que de 

la fuerza de contracción fue de un 100% y mostró una e-

vidente dism1nuc1ón en la frecuenc1a de presentación de 

las ccnt::-acciones de un 50%. 

Fig. 6b: "In 'Jitro'' el fenómeno es muy similar al ante-

riot· en cuanto a la disminución de la fuerza de contra~ 
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FIGURA Sa J 

REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO DE LA RESPUESTA BIOLOGICA 

EN UTERO DE RATA "IN VIVO" AL CONTACTO DEL EXTRACTO DE 

RELAXINA (200 ~1) OBTENIDOS DE LA CII. 
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FIG.5a.. ACTIVIDAD DE EXTRACTO DE RELAXINA SOBRE UTERO IN VIVO 
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FIGURA Sb 

REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO DE LA RESPUESTA BIOLOGICA -

EN UTERO DE RATA "IN VITRO" AL CONTACTO DEL EXTRACTO DE 

RELAXINA (200 ~1) OBTENIDOS DE LA CII. 
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FIGURA 6a 

REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO DE LA RESPUESTA BIOLOGICA 

EN INTESTINO DE RATA "IN VIVO'' AL CONTACTO DEL EXTRACTO 

DE RELAXINA (200 ~1) OBTENIDOS DE LA CII. 
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FIGURA 6b 

REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO DE LA RESPUESTA BIOLOGICA 

EN INTESTINO DE RATA "IN VITRO" AL CONTACTO DEL EXTRAC-

TO DE RELAXIN'- ( 200 1J 1) OBTENIDOS DE LA CII. 
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ción en un 100% y la frecuencia de presentación de las 

contracciones en un 50%. El tono muscular no presentó -

ningún ·cambio aparente. 

La figura 7 muestra la respuesta biológica en in--

testino "in vitre" al contacto con insulina (20().11). Co-

mo se puede observar no presenta ningún cambio aparente. 

Tanto la fuerza de contracción como la frecuencia de -

presentación de las contracciones y el tono muscular se 

mantienen nor~ales. 

El fenómeno del reg~stro biológico claramente pue-

de dividirse en dos fases: la primera de aumento de ---

fuerza de contracción sin cambio aparente del tono mus-

cular, así como una elevación en la frecuencia, seguida 

por una segunda fase en la que se abate casi totalmente 

la actividad contráctil y disminuyen tono y frecuencia, 

al lavar se recupera la fuerza de contracción. 



FIGURA 7 

REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO DE LA RESPUESTA BIOLOGICA -

EN INTESTINO DE RATA "IN VITRO" AL CONTACTO CON INSULI-

NA BOVINA DE ACCION LENTA (200 ~1). 
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DI:SC::U:SION 

La R ha sido purificada de diversas especies (3,4, 

7-11,32-37) entre las que se encuentra el cerdo (3,32) 

Y la rata (7,32). En estas últimas Sherwood y Col. han 

desarrollado métodos de extracción y purificación con -

el uso de filtración en gel (Sephadex G-50) y CII (CMC) 

(7), y han decerminado que el PM de este péptido oscila 

entre 5950 a 6015 D aproximadamente. 

Shwabe y Col. (5l corroboraron la similitud ex1s--

tente entre las moléculas de insulina y R y las catalo-

garon como dos hormonas provenientes de un gen ances---

tral común pero con actividades muy diferentes. A pesar 

de ello. no existen reportes en los cuales la insulina 

haya sido utilizada como molécula de referencia para la 

obtención de R. por esta razón. en nuestro trabajo se -

empleó la 1nsulina como una molécula control en el desª 

rrollo de la metodología empleada para la extracción y 

purificac:.ón de R de rac:3.. ya que la similitud entre 

ambas moléculas las lle•.rar1a a comportarse de manera si 

milar en el corrimiento a través de las columnas de Se-

phadex e intercamb1o 1ónico empleadas. Estos hechos pu-

dieron ser corroborados con nuestros resultados al ob--

servar que la insulina pudo ser detectada en las frac--

ciones i7-19 y 5 y 6 en las columnas de Sephadex e in--

tercambio iónico respectivamente, mientras que la molé-
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cula en cuestión fue de~ectada en las fracciones 12 y -

13 Y S en ambas columnas respecti 'lamente debido proba--

blemente a que la R es lige~amente más pesada que la in 

sulina (6000 y 5800 D respec~ivamen~e). 

Al observar la figura 3b que mues~ra la gráfica 

del extracto de R por sephadex G-50 encon~ramos que la 

elevac1ón del Pico empieza a aparecer jespués de las 

53.5 horas cayendo a las 55 horas mos~rando una base 

muy amplia debido probablemente a la presencia de otras 

proteinas de similar PM o a precursores de R como lo --

menciona Sherwood (7). 

Al inicio del trabajo exper:mental. Prlmeramente -

encontramos gran variabilidad en el peso de los ovario~ 

lo que probablemente ocasionó diferencias en las canee~ 

traciones de proteinas de cada uno de los dializados, 

hecho que nos llevó a la utilización de porclones de --

dializado que apor~aran una carga pro1:eica 1gual en ca-

da corrimiento en la columna de Sephadex que fue de a--

proximadamente 15.0 mg de prote1na. a pesar de que ----

Sherwood y Col. han recomendado una ::arga .je 70. O mg de 

prateina para la columna de Sephadex. Nuestros resulta-

dos muestran que a pesar de es 1:a modificación fue pos i ·-

ble obtener de esa columna ~racc:ones con un conten1do 

proteico suficiente para el :;:>aso a través de la columna 

de Dowex W-50 en sustitución a la CI•IC sugerida por ----

Sherwood { 7) . 
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Durante el trabajo experimental la R mostró ser u-

na molécula estable, ya que se sometió a cambios dife--

rentes de temperatura y no fue inactivada. 

El porcentaje de rendimiento de acuerdo a la recu-

peración de proteínas durante el proceso es similar al 

reportado por Sherwood y Col. (7) quienes reportaron un 

rendimiento de 0.049%, mientras que nuestros resultados 

muestran un 0.041%, sin embargo, la carga neta de mate-

rial que se trabajó en nuestro caso fue de aproximada--

mente cinco veces menor. 

Otros autores no han reportado el porcentaje de r§ 

cuperación de proteínas en cada etapa del proceso, lo -

que nosotros consideramos importante para conocer paso 

a paso el rendimiento o buen funcionam1ento de nuestra 

metodología. 

Para la evaluación de la actividad biológica de R 

se ha utilizado pr1ncipalmente el ligamento interp1J.bico 

de ratón (J,7,9,11)p por sus características fisiológ1-

cas, sin embargo Fields y Col. (33) en 1982 utilizaron 

útero de ratón en sus estudios·ya que es sobre este ti-

po de teJiOo donde se presenta princ1palemte la activi-

dad relaJante de la hormona. Tomando ésto en cons1dera-

ción en este trabajo se utilizaron dos tipos de tejido: 

útero e intestino de rata, ya que éste últ1mo es muy --

sensible para responder a diversos est1mulos. 

Los resultados obtenidos nos muestran que la R pr~ 
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senta un efecto relajante sobre músculo liso por lo que 

se podría sugerir este tipo de tejido para las pruebas 

de actividades de la hormona. 

Para asegurar que la fracción obtenida en CII que 

mostró actividad relajante no correspondía a una molécy 

la como la insulina. se hi·zo una prueba de actividad --

biológica de ésta última sobre el tejido ya descrito, -

sin encontrar con ello ningún efecto relajante, lo que 

nos permite corroborar una vez más la obtención de R --

por medio de la metodología establec~da y que a pesar -

de que ambas moléculas se comportaron de manera similar 

en el estudio cromatográfico corresponden a hormonas d~ 

ferentes de aucerdo a su actividad. 
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CONCLUSIONES 

1.- La recuperación de proteinas es similar a la obte-

nida por otros autores a pesar de haber u~ilizado 

Dowex AGSO W-X8 como resina de intercambio iónico. 

2.- La utilización de tejidos como útero e intestino -

de rata para el bioensayo demostraron ser muy favg 

rabies para la respuesta ~iológ~ca de relaxina. 

3.- La metodologia establecida en este estudio es prá~ 

tica y reproducible en nuestro medio para la obte~ 

ción y purificación de relaxina de rata, facilitaQ 

do así la elaboración de futuros proyectos de in--

vestigación. 
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Guadalajara, Jal., Junio 9 de 1989. 

ING. ADOLFO ESPINOZA DE LOS MONTEROS CARDENAS 
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de Biología ~~RISELA PELAYO GONZALEZ, número de código 
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tesis titulado "OBTE"íCION Y PURIFICACION DE RELAXINA DE 
RATA", la cuál se desarrolló en el laboratorio de Nutrí 
ción de la División de Biología del Desarrollo en la -
Unidad de Investigación Biomédica de Occidente del -
I.M.S.S. bajo mi dirección y asesoría del M. en C. Car­
los Beas Zárate. 

Sin otro particular, reiterándole un cordial saludo que­
do dt: usted 

A t e n t a m e n t e. 

~IÍ~---
M. EN"-~~~'A--nit ANGEL MEZA 
Laboratorio d~utrición 
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de Occidente, I.M.S.S. 
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