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The luteotrophic effect of a pure preparation of Human Placental Lactogen (HPL)
was assayed by prolonging dioestrus in intact inmature Wistar rats with different doses.
The doses were between 1 mg and 0.060 mg. The EDi0 was obtained with 0.175 mg
(0.124-0.249). All pure extracts used were free of insuline Human Growth Hormone
(HGH) and Human Chorionic Gonadotrophin (HCG). The authors try to establish a
unit of biological activity for their own preparations.

Desde 1962, en que Josomovich y
Me Laren (7) aislaron la hormona pla
centaria lactogenica (HPL) de la placenta
humana, se han hecho multiples intentos
(2, 3, 5, 6) para conseguir la purification
completa de esta hormona, manteniendo.
la actividad biologica e inmunologica al
mismo tiempo. Nosotros hemos puesto a
punto una tecnica (11, 12) a base de pre-
cipitaciones sucesivas, mediante ]a cual
se ha conscguido un grado de pureza su
perior al de las prcparaciones existentes;
ninguno de los preparados mencionados
en cstos trabajos ofrece evidencia delini-
liva de su pureza como tai proteina. Qui-
zas esta circunslancia nos explique cl de-
sacucrdo existente sobre di versus propie-
dades de esta hormona (2, 5. 9) y. on
concrcto, sobre su actividad biologica.
aun no bien dclinida.

El presente trabajo esta cn relation con
cste ultimo aspecto, constituyendo una
aportacion al conocimiento de la actividad 

biologica de nuestra preparation hormo
nal pura y con la intention de objetivar
y poder asi compararla con otras simila-
res. Se estudia a continuation la actividad
luteotrofica de la hormona placentaria lac
togenica, de procedencia humana (HPL)
en comparacion con los resultados obte-
nidos por otros autores (5, 7, 8, 9).

Material y metodos

La extraction se realiza a partir de pla
centas congcladas (—20° C) segun el me-
todo descrito en trabajos anteriores (11.
12). Al final de cada extraction se com-
prueba la pureza de la correspondiente
preparation mediante electroforesis cn po-
liacrilamida y doble inmunodifusion en
agar; en todas las prcparaciones se com-
probo especialmenle la ausencia de con-
laminantcs del tipo de la hormona de cre-
cimiento (HGH) y hormona corionica
(HCG) e insulina.
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Tabla I. Actividad biologica de la hormona
placentaria lactogenica.

Grupo * Dosis (mg) N.° de respuestas
positivas

1 1,000 6
2 0,500 6
3 0,350 5
4 0,250 4
5 0,125 2
6 0,060 0

ED-0 = 0,175 mg; limites de confianza = 0,124-
0,249 mg (95 %).

* Numero de anlmales por grupo, 6.

La actividad luteotrofica de estos pre
parados se estudio segun el metodo de
Evans, descrito por Astwood (1) y lige-
ramente modificado por nosotros, segun
la siguiente pauta:

Se utilizaron ratas virgenes, de raza
Wistar, y de un peso comprendido entre
140 y 160 g. Estas ratas se mantuvieron
en iluminacion (12 horas de iluminacion
continua y otras 12 de oscuridad) y tem-
peratura (22±2° C constante). Se dividie-
ron en grupos experimentales de 6 ratas
cada uno, seleccionadas durante 2 sema-
nas mcdiante el estudio de su ciclo del
estro en cuanto a duracion y regularidad,
y segun lo descrito por uno de noso
tros (10). En estos grupos de ratas se ob
serv'd la prolongation de la fase del diestro
despues de inyectar dosis decrecientes de
hormona placentaria lactogenica (HPL)
inmediatamente despues de finalizada la
fase del estro y en comparacion con los
correspondientcs controles; Jas dosis osci-
laron entre 1 mg y 0,060 mg. Los extrac-
los hormonales se disolvieron en solution
salina y fueron preparados en el momenta
de su utilization. Se consideraron positi-
vas aquellas respuestas en las que el dies
tro se prolonge) durante 5 o mas dias; las
demas, negatives.

Los resultados obtenidos fueron anali-
zados mcdiante la transformation probit
con objeto de detcrminar la dosis efcctiva 

al 50 %, es decir, la que es capaz de pro-
ducir respuesta positiva en la mitad de las
ratas del correspondiente grupo; asimismo
se determinaron los limites de confianza
de los valores obtenidos (4).

Resultados

En la tabla I se expresan las dosis, gru
pos experimentales y numero de respues
tas positivas en cada uno de ellos. Los re
sultados obtenidos se tabulan y se realiza
la transformation probits, dando una rec
ta provisional de transformation, de la si
guiente forma:

Y = 5,33 + O,97(x — 2,83)

a partir de la cual se elaboran los probits
definitivos, quedando:

Y' = 4,975 + l,23(x —2,47)

con lo que se determina la dosis ED50,
que resulta ser 0,175 mg. Se estudian des
pues los valores tabulados, encontrandose
que corresponden a los de una distribu
tion normal. Sc determinan los limites de
confianza para una probabilidad del 95 %
y se encuentra que la dosis efectiva en
el 50 % de los casos oscila entre 0,124
y 0,249 mg.

Discusion

Los resultados presentados fueron obte
nidos con una preparation hormonal ex-
traida y purificada mediante un procedi-
miento original, muy simple y econdmico,
a base de precipitaciones sucesivas (12).
Hemos comprobado que el prcparado ob-
tcnido es totalmente puro (11, 12), libre
de contaminantes, aunque posee una gran
inestabilidad, ya que en solution pierdc su
actividad a las pocas horas si no se le
anaden pcquenas cantidades de albumina.
Precisamente csta fue la preparacion hor
monal utilizada por nosotros para estudiar
una de entre sus discutidas acciones bio-
logicas, la luteotrofica. Esto ya habia sido
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intentado por otros autores (5, 7, 9), aun-
que con resultados diversos. Ademas, las
pruebas de pureza presentadas por estos
autores resultaban poco convincentes.

El que el metodo empleado por noso-
tros para el estudio de la actividad luteo-
trofica no sea totalmente especifico, tiene
una importancia relativa, debido a la pu
reza de nuestras preparaciones, en las que
se comprobo sistematicamente la ausencia
de contaminacion de hormona de creci-
miento (HGH), asi como de hormona co-
rionica (HCG), que podrian haber interfe-
rido los resultados de nuestros experimen-
tos. Por esto, el metodo no solo ha sido
suficiente para probar la presencia de ac
tividad biologica, sino que tambien nos
ha servido para objetivar dicha actividad
en relacion con el peso de los extractos
mediante el estudio del ED,10, que fue de
0,175 mg (0,124-0,249). Esta cantidad es,
comparativamente, bastante mas baja que
la obtenida por otros autores (9), lo que
va a favor de la pureza y potencial biolo-
gico de nuestra preparation. Ademas, los
valores obtenidos nos dan la posibilidad
de establecer una unidad de actividad bio-
logica para nuestras preparaciones, lo que
facilita la comparacion de las distintas ex-
tracciones entre si y con las otras prepa
raciones existentes en la actualidad.

Resumen

Sc cstudia una preparation pura de hormo
na placentaria lactog6nica de origen humano
(HPL), buscando su actividad luteotrofica en
la prolongaci6n del diestro de ratas Wistar vir-
gencs. A los animates se les inyectaron dosis 

decrecientes, comprendidas entre 1 mg y
0,060 mg, encontrando que 0,175 mg de la
propia preparation es la dosis eficaz minima
en el 50 % de los casos, con unos limites de
confianza entre 0,124 y 0,249 mg, con el 95 %
de probabilidades. Los extractos hormonalcs
empleados no tenian contaminacion de hor
mona de crecimiento (HGH), ni de hormona
corionica (HCG). Con este experimento se in-
tenta comprobar la presencia de actividad bio-
logica en estas preparaciones y establecer una
unidad de medida de dicha actividad.

Bibliografia

1. Astwood, E. B.: Ciba Foundation Collo-
quia on Endocrinology. Churchill, Lon-
dres, 1953.

2. Catt, K. J., Moffat, B., Niaal, H. D.
y Preston, B. N.: Biochem. J., 102, 27c,
1967.

3. Cohen, H., Grumbach, M. M. y Ka
plan, S. L.: Proc. Exp. Biol. Med., 117,
438, 1964.

4. Finney, D. J.: Statistical methods in bio
logical assays. Griffin and Cie., Londres,
1952.

5. Florini, J. R., Tonelli, G., Breuer,
C. B., Coppola, J., Ringler, I. y Bell,
P. H.: Endocrinology, 79, 692, 1966.

6. Friesen, H.: Endocrinology, 76, 369,
1965.

7. Josomovich, J. B. y Me Laren, J. A.:
Endocrinology, 71, 209, 1962.

8. Kovacic, N.: J. Endocr., 24, 227, 1962.
9. Kovacic, N.: J. Endocr., 35, 25, 1966.

10. Morell, M., Osorio, C. y Rodri'guez, E.:
Col. Inter. Gonadotrofinas Humanas, 1,
283, 1969.

11. Osorio, C. y Ferrer, C.: 6th. Meeting
of the F.E.B.S. Abstract, 888, 1969.

12. Recio, F.: Tesis doctoral. Granada, 1970.




