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RESUMEN

La hormena de crecimiento (GH) constituye una hormona polipeptidica de
origpen adenchipcfisiario, que e jerce varias acciones en el organismo,
tanto metabdlicas como celulares, Asociado a esta comple ja funcionali-
dad, se ha demostrado la presencia de formas variantes de la hormona,
tanto de carga (sustitucién de residuos de aminodcidos, desamidacién,
acetdacién, fosforilacién, etc), como de masa (agrepados y fragmentos
de la formea principal). Durante la década pasada, varios laboratorios
reaizaron amplias invcstieaciones tratando de ascciar ciertas regiones
de la estructura primaria con acciones fisioldpicas entre las diferentes
especies de mam{feros, Estos estudios aportaron pran cantidad de
informacidn, aunque mucha veces contradictoria. Sin embargo, adn asf
es muy Emitado el conocimiento teérico que intenta explicar la relacién
entre las funcicnes y la estructura de la hormona,

Ademés de esto, la mayorfa de los estudios relatives a esta hormona, se
han levado a cabo en mamfferos, por lo que el panorama estructural y
funcicnal de la GH en otras especies de vertebrados es muy escaso,

La hormona de crecimiento de pollo (cGH), aunque se habla supuesto su
existencia, no fue purificada sino hasta mediados de la década pasada,
[} cont,ar con cGH pura permiti§ llevar a cabo varios estudios fisio-
Kpicos, sin embargo los estudios estructurales tuvieron que esperar la
instrumentacién de técnicas mas potentes para la resolucién y
determinacién de la cGH mediante sistemas homdlogos y especificos (por
e jemplo, RIA, ELISA, IET) en comparaclén a otras protefnas, e incluso
otras GH En nuestro laboratorio, durante la caracterizacién parcial de
la ¢GH purificada por el método que estandarizamos, se encontraron
pruebas que sugerfan un polimorfismo estructural de la hormona pura,
Asimismo, con ayuda de un método de purificaciébn alternativo, se
obtuviercn datos qus apoyan ke existencia de una forma glucostlada de la
cGH, Ademas, se encontré una proporcién importante de fésforo

te estenﬁcado a la cGH, ya que en ningun paso del proceso
de purlf‘lcecmn se emplco fosfato] lo cual supdiere la probable
modificacidén por fosforilacién de la hormona,

Como un intento de contar con un indice sobre la heterogeneidad

de la cGH, el presente estudio se encamind a caracterizar por
varios sistemas electroforéticos, acoplados con IET, la variacién de
maza y carpa de la cGH, Esto se hizo en extractos hipoﬂsiarios frescos
y en preparaciones puras de la hormona, para demostrar que la variacién
observada no es resultado de artificios del método de purificacién

empleado,

En este estudic pudieron detectarse variantes de masa: de 115, 110, 35,
70, 42 y 22 Kd, en condiciones no reductoras y de 43, 26, 22 y 16 Kd,
en condiciones reductoras La variacién de cargs, dependlendo de Ia

ica de deteccién, proporcioné dos Indices de heterogeneldad: por ND
PAGE, se detectaron isoformas con Rf de 0.23, 0,30 y 0.35, y que al
anafzarse por SDS PAGE, cbservarcon las tres un Ph seme jante al monémero
principal (@2 Kd, en condiciones no reductoras, y 26 Kd, en condiciones
reductoras), Por IEF pudieron detectarse al menos & formas
inmunorreactivas en un intervalo de pH entre 6 y 8. La gran variacién de
carga de la hormona pura asl como de la encontrada en extractos
hipofisiarios, se comprobé con el anélisis bidimensional, Conjuntamente,
en el traba jo se inici6 la instrumentacién de sistemas de purificacién
de variantes de la cGH, para continuar los estudios estructurales y
fisiolégicos en las isoformas aisladas,



INTRODUCCION

La interaccién entre los sistemas fizidlogicos de un
organisme constituve una dinamica esencial para la vida que se
expresa a cada instante, y es encauzada por estimulos
medicambientales particulares. Esta coordinacidn, actualmente, se
asccle a las acciones intercelulares de los sistemas  inmune vy

neuroendocrino {(1).

La idea de una comunicacidn intercelular mediada por
mensajeros quimicos es bastante reciente. Consideremos el hecho
de que hasta el siglo pasado se sehalaba con un sellc vitalicista
a la explicacidn de fendmenos metabdlicos del organismo. No es
hasta mediados del sigleo pasado con los trabajos de Claude
Bernard, Brown-Sequard, vy muches otros (2 - 4) que se abre un
nuevoe panerama que reccnoce un medio interno, con una estabilidad
dindmica -~ conocida como homeostasis -, ¥y a las influencias
"humorales" entre los diferentes oOrganos internos de un
individuo, inclusc muy slejados fisicamente entre si. Esta nueva
disciplina, que nace casi con el presente siglo, seguirla todavia
un largo camino para alcanzar la panoramica gque ahora conccemos

{3 - 6).

Dentro del esquema neuroendocrino general, la glandula
hipofisiaria juega un papel clave en la interraegulacidn
metabélica, pues constituye una via de comunicacidén de gran
magnitud entre el sistema nervioso central y el resto del
organismo. Paraddédjicamente, su importancia fisiolégica sélo fué

reconocida hasta principios de este siglo (4). Actualmente ‘es



bien conocido que la hipdfisis libera mensajeros protelnicos de
varios tipocg (6). por eiemplo: de la neurohipdfisis, vasopresina
y ocitocina; v de la adenchipdfisis, hormena estimulante del
folicule (FSH), hormona luteinizants (LH), hormona estimulante de
la tiroides (T3H), corticotropina (ACTH), hormeona estimulante de
los melanccitos (M3H), prolactina  (PRL), vy somatotropina u
hormona de crecimiento (GH). Estas hormonas preseéentan  una  gran
variedad de efectos fisioldgicos:; asl por ejemplo, a la
prolactina se le han reconocido unas 85 acciones fisioldgicas
distintas; la corticotreopinag, ademds de sus acciones adrenales,
también exhibe efectos lipoliticos vy esteroidogénicos, mientras
que las gonadotrofinas (FSH y LH), participan en una gran

cantidad de fendmenos relacionados con la funcidn gonadal (6,7).

La heormona de crecimiento presenta tambien un patrén de
gran complejidad funcional, va que influye en muchas actividades
celulares, por ejemplo: a) metabolismo de los &cides nucleicos:
ante la adicién de 1 ug/ml de hGH, se incrementa de 30-40 % el
contenida de ADN en los islotes pancredticos de rata en cultivo
(8); b} metabolismo de protelnas: ante la adicién de bGH, se
estimula el transporte de aminoadcidos y la sintesis de protelnas
en el misculc del diafragma de ratas jovenes (9); c¢) metabolismo
de 1lipidos: ante la adicidn de cGH, se observa la liberacién de
glicerol y de &cidos grasos en explantes de tejido adiposo de
pollos adultos (10), al adicionar hGH de origen recombinante a un
cultivo de hepatocitos de rata, se inhibe la actividad de la.
enzima malica hepadtica (45 % en comparacidn a la actividad

normal), asi como de otras enzimas lipogénicas (11);



d) metabolismo de carbohidratos: ante un tratamiento agudo de GH,
se producen efectos semejantes a los que provoca la insulina en
animales diabdticos, y con un tratamiento crénico de la hormona,
se inducen efectos anti-insulinoides ¢ diabetogénicos (12 - 14}
e) efectos somdticos: tras recibir un tratamiento crdnice de la
hormona, se induce la ganancia de peso corporal en ratas
hipofisectomizadas (12,14,15); después de recibir una dosis
diaria de la hormona pura por 4 dlas, se observa un
ensanchamiento del cartillago epifisial de la tibia anterior de
ratas hipofisectomizadas (12,14 - 16); wunién de la hormona
marcada a preparaciones de membrana de hepatocitos, micocitos vy
linfocitos IM-9 (12,18,19); f) estimulacidn de enzimas: 24 horas
después de la inyeccidn de hGH (4 ug/g) se estimula la actividad
de la creatin cinasa en varios ¢rgancs de la rata (20}, 4 h
después de la adicidn de GH a ratas hiposectomizadas se observa
la estimulacién de la actividad de la ornitina descarboxilasa
hepatica (12, 14, 16); g) en la respiracidén celular: en ratas
hipofisectomizadas a lag cuales se les administré bGH, se observa
la estimulacidn del nivel de respiracién de mitocondrias
aisladas, cambios inducidos en la composicidn de &cidos grasos e
incremente en la sintesis de componentes de la cadena
respiratoria (21,22); h) sintesis y liberacidn de somatomedinas o
factores de crecimiento insulinoide (IGF): pocas horas después de
la inyeccién de GH a ratas hipofisectomizadas (23) o ratones
[lity1it]), deficientes en GH, se observa la expresién (ARNm
IFG~1) y liberacidn de IFG (24); i) efectos en la diferenciacién
celular: tras afiadir GH al medio de cultivo de preadipocitos

Obi1771, se estimula la adquisicién de marcadores fenotipicos e



incrementc en la acumulacién de ARNms especlficos de tejido
adiposo (25}, asl como en la diferenciacidén a condrocitos de
precondrocites en cultivo (26); j) la lactancia: unidn de hGH a
preparaciones de membrana de glandula mamaria de ratas 1]
membranas de hepatocitos de conejas prefiadas, asi como induccidn

de la enzima N-acetil lactosamina sintetassa en cultivo de células

de glandula mamaria de ratdn (12,14,15).

Este patrén funcional de la GH tan complejo, e incluso a
veces aparentemente contradictorieo, ha intentade explicarse por

medio de varias hipdtesis:

1. Heterogeneidad estructural de los receptores
espacificos, o distintos mecanismos de transduccidn en cada
4drgano blanco. Aungue recientemente, se ha reconocido

microheterogeneidad estructural de los sitios de unidn de la GH,

por mapeo con anticuerpos monoclonales (26,27); fisiolégicamente
sbdlo se han reconocide como probables 3 tipos de receptores: a)
receptores somatotrépicos, que median efectos somaticos

(12,17,18,27,29-32); b) receptores lactogénicos, relacicnados con
la secrecidn lactea (12,15,27,31,32); y ¢) receptores diferentes
a los dos anteriores, y que principalmente se asocian con efectos
sobre el tejido adiposo (17,32 - 34). Asimismo, es relativamente
poco lo que se conoce sobre los mecanismos de accidén de GH en los

4rganos blanco (15,32,35).

2. Coexistencia de varios 'dominios bicactivos'" dentro de
la estructura misma de la hormona, comprometidos con efectos

fisiolégicos particulares. Esta hipdtesis tiene una gran cantidad



de datos que la apoyan {para mayor. informacidén ver referencia
15). En la busqueda de un "centro activo" comun para todas las GH
de mamlferos hasta ese tiempo conocidas, se efectuaron
protedlisis limitadas de la hormona c¢on varios tipos de
proteasas, sintesis quimica de regiones de la hormona, asi como
recombinaciones de fragmentos de la hormona inclusco de especies y
vhormonas distintas (por ejemplo con hPL, hormona estructuralmente
muy relacionada con la hGH), vy se probaron en varios tipos de
bioensayos. Algunos reportes ejemplificen este importante
trabajo: la protedlisis con plasmina o fibrinelisina aumentd la
actividad que tenla la hormona completa (12,15,36,37), mnmnientras
que los fragmentos del extremo carboxilo de la proteina tenlan
efectos hiperglucémicos importantes que la hormona entera no
presentaba (38). Ademds el producto de la protedlisis parcial de
bGH con tripsina es activa en humanos, siende que ninguna GH
completa de otros mamiferos praesenta efecto sobre los primates

(12,14,15).

En té&rminos muy bésicos, podemos establecer una cierta
relacidn entre algunas regiones de la estructura primaria de 1la-
hormona y algunas de sus actividades fisiclégicas, como se puede

apreciar en la Tabla 1.

Sin embargo, este fenbmeno parece ser mucho mas complejo
que una simple asociacidén de funciones a regiones de la
estructura primaria (14,15,37). Nicoll et al (39), en un
excelente estudio de las relaciones de estructura-funcidén de
varios tipos de GH y PRL, por homeclogias entre estructuras

primarias, estructuras secundarias tedricas Yy patrones de



TABLA 1.

RELACION ENTRE ESTRUCTURA PRIMARIA Y FUNCION.

Actividad

Somatogénica

Lactogénica

Metabolismo
lipidos

Metabolismo
general

Hiperglucemia

Regitn de la hormona

Regién eantre los residuos 95 a 140 de
estructura primaria. Importantes funciones
tambien la muestran formas de dos cadenas con

una delecidn del fragmento 135 a
(14,15,39,40,41,43,45,46).

Aparentemente, entre los residuos 1 a

pueden existir asociaciones con receptores

lactogénicos, sin embargo 1os pocos

son muchas veces contradictorios

(15.39,40,42,43).

de Los pocos estudios estructurales en
sentido, parecen relacionar 1la regioén

los residuos 30 a 90 con esta actividad

(15,39,44,45).

Parece asociarse la regién sntirs 90 y 130
las actividades dse metabolismo goneral

(oxidacidén de glucosa, incorporacion
aminodcidos, etc). La regiéon entre 1
tambien induce actividades de este
(15,37,46,47,48).

Podria relacionarse a la regidn entre

(Diabetogénesis) residuos 45 y 77 a 180. Las formas de

Actividades

insulinoides

cadenas careciendo de la regién 135 a

son tambien activas (15,37,38,45,47).

Estd4 muy relacionada a la rsgién entre
residuos 32 y 46, asi como en 1la

amino terminal (1 a 15 r.a.) (15,37).




hidrofobicidad, demostraron que hay regiones de la GH semejantes
entre sl =n los tres aspectos, diferentes de los patrones
estructurales de hLP ¢ PRL, v que ademds parecen tener un
caracter hidrofilico. Debido a estas caracteristicas, esas
regiones pueden estar en continua interaccidn entre sl (en forma
de un sitio de unidn al receptor ¢ para alterar la propia
estructura de regiones de la hormona) y con los receptores
especificos. Estas regiones estdn principalmente localizadas en
las regiones 22 & 50, 55 a 65, 105 a 115 y 130 a 155. A pesar de
esto, para Jllegar a tener un  esquema completo v menos
contradictorio, se necesita de una cantidad importante de
estudios sobre la estructura terclaria de la hormona, asi camo de

la interaccidén con el receptor.

3. Existencia de la GH como una familia de isoformas
moleculares estructuralmente relacionadas y de origen comun, que
pueden ejercer efectos particulares; y que &n su conjunto
producen * la bioactividad total de la hormona sobre 1los érganos

blanco (12,14,15,37,49) La idea de la heterogeneidad estructural

en afios recientes, ha sidc apoyada por una cantidad importante de

‘publicaciones (6,12,14,15,37,39,49,50,51), pero describiremos

esta hipdtesis con mayor detalle un poco mads adelante.

4., La hipdtesis mds aceptada actualmente es una
combinacién entre las ‘tres hipdtesis anteriores, gque relaciona
los conceptos de la existencia de formas variantes de la hormona,
que pueden originarse por fenémenos gendmicos, de procesamiento
diferencial del transcrito primario, de protedlisis limitada vy

especifica de la hormona {prohormona}) [} modificaciones



postraduccionales a 1la estructura. integra; +la presencia de
regiones discretas de la hormona con bioactividades particulares,
que ante modificaciones de la molécula pueden interacciconar con
los receptores vy expresar ciertos efectos fisioldgicos; y la
existencia de hetercgeneidad estructural y funcional de 1los

sitios de unidén (12,14,15,39,49).

L.a idea de polimorfismo molecular, v particularmente en
relacidn & las hormonas adenohipofisiarias, no es nusva. Desde
los  aftos de 1950, aunque se emplearan métodos cada vez mas
poderosos para purificar las hormonas, siempre se observaba un
grado de heterogeneidad en sistemas analiticos de gran resclucidn
(52). Este polimorfismo se intentd explicar haciendo refersncia a
eventos proteeoliticos en la gléndula, y que seguian a la muerte
del animal, o al empleo de métodos de purificacidn severos para
las protelnas. Con el paso del tiempo, aunque se& mejoraron las
condiciones de purificacién, aln la preparacién hormonal mas pura
mantenia un cierto grado de heterogeneidad. S4lo hasta entonces
se tomdé en cuenta la idea de que el polimorfismo podria ser

intrinseco de la protelna, y no solo un artificio.

Ahora es totalmente valido pensar en isoformas de las
hormonas adencohipofisiarias. Las causas identificadas de esta
heterogen=sidad son diversas: las gonadotrofinas (FSH y LH) y 1la
hormona estimulante de la tiroides (TSH) varian tanto en el grado
como en el tipo de glucosilacidén, v en menor proporcidén en
diferencias de su estructura primaria (53,54). En las hormonas
ACTH v MSH se han encontrado variaciones en el procesamiento (de

escision y empalme) del transcrito primario, variaciones



TABLA 2. HETEROGENEIDAD DE ORIGEN GENOMICO DE LA GH.

PRODUCTOS
GEN EXPRESION PROTEINICOS ESPECIES CARACTERISTICAS
GH~N Hipdfisis 1. 22 Kad (a) Tadas (b) Forma principal.
(Normal)
2. Variacidn bGH, hGH Intercambio ds
alélica(c) Yal 127 por Leu.
3. Proceso bGH 2 residuos
"ambiguo" N~terminales
{c) (Ala y Phe).
4. 20 Kd hGH, rGH Deleciotn de la
(a,d) bGH, oGH region 32 a 46,
5. 17.5 Kd hGH Delecitn de la
(e) regidn 32 a 72.
(f)
GH~Y Placenta 1. SV~hGH hGH Diferencia de
(Variable) (g) de 13 residuos
en comparacién
a la forma de
22 Kd (h).
a. Pexo malecular de la Fforma humana (hGH), varia entre las

b.
c.
d.
€.
f.

especlies.,
Presente en todas las especies estudiadas. .
Resultados comentados por Paladini y col, 1983 (15).
Entre otros reportes (12,15,37,4%,71).
Lecomte y col, 1387 (&7).
Variante del transcrito primerio, donde ¥falta 1la regidn
correspondiente al tercer exén. Andlisis tedrico del producto.
brotelnico.
Cooke y col, 1988 (&4); Llemis, 1984 (49).
Transcripcidn in yitro.



alélicas, formas glucosiladas vy moléculas estructuralmente

semejantes pero de origen no hipofisiario (6,51). Para la PRL se

han identificado variaciones de carge molecular (acetilacidn,
fosforilacidn, sustituciones de residuos de= amincacidos Yy
desamidaciones) (6,49,55,56), variantes glucosiladas (57,58), vy
recientemente, fragmentos protecliticos de la hormona con

bicactividad vy sitios de unidn particulares (60).

En el caso particular de la GH, se han identificado al
menos tres niveles de variacidn molecular; mientras los dos
primeros  involucran variacidn a nivel de acidos nucleicos (ver
Tabla 2), el tercero se refiere a procesos ocurridos al producto

proteinico (ver Tabla 3):

1) Gendmico. Se& ha descrito en la hipdfisis la secuencia
gendbmica {(gen "normal', GH-N), a partir del cual se transcribe el
ARNm del producto proteinice mayoritaria de la GH, de un PM de 22
Kd. Sin embarge, se ha informade de otro gen para algunas
especies de mamiferos (gen variable, GH-V), que presenta algunas
modificaciones en su secuencia de nucleotidos (12,15,61 - 64).
Cuando el ARNm correspondiente a este gen humano se traduce en un
sistema in vitro (12,15,64), se obtiene una proteina diferente en
13 residuos de amincacidos, y un pI mas bésico. Esta proteina es
bicactiva - en un 50 % en comparacidén a la forma principal - en
un ensayo somatogénico, pero totalmente activa en un ensayo
lactogénico (39). Recientemente, se ha demostrado la
hibridizacién de ARNm de placenta a un segmento de nucléotidos

especifico del gen variable, lo que sugiere que se expresa en la
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TRELA 3. HETEROGENCIOND ESTPUCTURAL DE GH.
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CONTINUACION DE LA TARELA 3.
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Correspondiente al FM del monémero ptincipal de la BH humana.

Varia con £l tipo de ensayo en gue se pruesbe.

Todos los estudios estructurales se han efectuado en hGH vy
bGH.

Reconocimiento duranle IET con el anticuerpo especifico.

Susceptibles a tratamienlo con urea, guanidina o
2-mercaptoetanocl.

Designacidn de l& variante humana.

Ensayo de la tibia de rata.

Designacién de la forma dimérica de la hGH.

Mayor proporcién de esta forma en el plasma (30 %) que en la
hipdfisis.

Ensayo lactogénico.

Ensayw de la ganancia de peso corporal.

Ensayo de tradio-receplor.

60 % se disgrega con urea o Z-mercapltoetanol, 40 % es
resistente.

Encsayo generativeo de sonatomedinas.

Actividad insulinoide.

No ocasiona hipoglucemia, descensc en los niveles de 4cidos
grasos libres en el plasma o estimulacidén de la toms de
glucosa por el tejido adiposo.

Forma s6lo descrita en humanos, ratas y pollos.

Fraccién retenida por Concanavalina A y por anticuerpo
anti-GH especifico.

Sélo se ha reportado que muestra una bicactividad comparable
con la forma no gluconsilada.

Reconocida por anticuerpo anti-BH especifico. No se han
reportado mayores datos sobre la inmunocactividad.

S¢lo descrita en humanos.

Reconucimiento de RNAm para esta forma en adenomas
hipofisiarios.

Reconocida en rata. En el presente trabajo de tesis se
demuestra la existencia de una forma del mismo FPM.

Exlractos de cultivos de células hipofisiarias.

Observable so6lo bajo condiciones reductoras. Su  expresidn
en el medio de cultivo es regulada por GHRH y SRIF.

Andlisis de una preparacidn pura de hGH del Inst. Nacional de
la Salud (NIH).

Ensayo somatotrépico.

Andlisis de extractos salinos de hipéfisis humana.

Andlisis de hBH pura, donde se habian separado otras
variantes de carga. Sd6lo aparece ante la presencia de uwea.

Diferencias estructurales minimas, apreciables sélo en IEF.

Andlisis de extractos y medios de cultivos primarios de
células hipofisiarias.

Inmunoactividad observada sélo por reconocimiento de esta

isoforma por anticuerpo anti-GH especifico.

Estimulacién por EGF, en células hipofisiarias.



placenta en forma natural  (64). También, se ha  encontrado
variacidén del extremo amino en bGH {(Ala y Phe), y se ha
demostrado que esta diferencia puede relacionarse a la existencia

de distintos alelos 2n la poblacidn (15).

2) Procesamiento diferencial del transcrito primario. Se

han podido identificar dos formas variantes naturales en algunos
mamiferos, que resultan de un proceso de escisidén vy empalne
diferencial o "ambiguo'" del transcrito primarioc de 1la hormona:
isoforma de 20 Kd (PM de la variante de hGH), casi idéntica a la
forma monomérica de hGH (22 Rd), a excepcidén de 1la falta del
segmento comprendido entre los residuos 32 al 46 de la proteina
(12,15,37,49,65) . Esta variante es casi totalmente activa en
ensayos somatogénicos, perc es inactiva en ensayos que miden 1la
actividad insulinoide de la hormona, la relacidn entre la pérdida
de 1la actividad y la carencia de ésta regidén en particular ha
sido recientemente demostrada en ensayos insulinoides en ratas
diabéticas (66). Asi tambien, debido a que esta isoforma presenta
poca afinidad por los receptores especlficos de la GH, se ha
supuesto la existencia de sitios de uniodn especificos para la
variante de 20 Kd (12,15). Otra variante, recientemente descrita,
corresponde a una forma de 17.5 Kd, que carece de los residucs de
amincacidos correspondientes al tercer exén del gen de hGH (32 a

72 ra) (67), v cuya expresidén del ARNm se ha demostrado in vivo.

3) Procesamiento postraduccional. Las variantes

proteinicas identificadas como resultado de este proceso se

pueden agrupar en dos tipos (ver Tabla 3): a) isoformas de masa,
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vy b) de carga. Ademias de la forma monomérica principal (22 Kd),
se han identificado variantes de alto PM (» 60 Kd), tantc en
hipdfisis como en plasma, conocidas como formas "grandes” ("big
hGH" ¢ "big big" para formas mayores de 100 Kd). Estas formas no
e observan en presencia de urea, guanidina o mercaptoetanol, por
lo que se piensa que constituyen agregados no covalentes de 1la
forma monomérica (12,15,37,49,68,69); asimismo, una forma de 80
Kd de hGH, encontrada en el plasma, ha mostrado una gran
bicactividad somatotrdpica y poca inmunorreactividad, lo gque
estarlia de acuerdo con el descubrimiento de que en el plasma
existe mayor cantidad relativa de GH biocactiva que inmunoactiva
(12,37). BSe han identificado también asociaciones diméricas
(45 Kd, para la especie humana), gque CcOmo las formas
anteriormente mencionadas, pueden originarse poer interacciones ya
sea no covalentes © bien covalentes entre los mondmeros, pues se
ha informado que una proporcidn de esta isoforma es resistente al
tratamiente con agentes reductores (12,15,37,49,69 - 71). Otra
forma variante de hGH (24 Kd) parece ser resultado de un corte
proteolitico entre los residuos 13% y 140, que deriva en una
estructura menos compacta ¥ c¢on un radio de Stokes aparentemente
mayor (12,15,37). Ademads de estas formas, también se han descrito
fragmentos originados por protedlisis de GH, que son biocactivos e
inmunorreactivos (12,15,37,40-49,72). Recientemente, se describid
la presencia in vivo de fragmentos de rGH, cuya aparicidén es
regulada por la somatostatina (factor inhibidor de la liberacidn

de GH) asi como por el GHRH (hormona liberadora de GH) (73,74).
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En la hip&dfisis de mamlferos tambien se ha encontrado la
forma precursora de la GH "madura', que aun conserva el péptido
sefial (2 Kd), por lo que su PM aparente es de 24 Rd, para la
forma humana. No se debe confundir con la variante con un corte

peptidico entre los residuos 139 vy 140 (12,15).

Una iscforma recientemente descrita en ratones, humanos y
en -pollos, corresponde a una proteina que presenta grupos de
carbohidrato unidos & la estructura primaria, lo cual ocasiona
que presente un radio de Stokes mayor, ¥y un PM aparente mayor (25
a 28 Kd, dependiendo de la especie). Son inmunoldgicamente
semejantes a la forma principal, y aparentemente bioactivas
(7?5 -~ 77), aunque todavia faltan muchos mas estudios para

establecer que funcidn desempefian.

Un numero i1gualmente importante de variantes muestran
diferencias de carga molecular. Asl, se han reportado formas
acetiladas, bloqueadas en el amino terminal y desamidadas, que
han sido poco estudiadas (12,15,37,49). Otras isoformas de carga
resultan de protedlisis limitada, con enzimas c¢omo tripsina,
quimotripsina, plasmina, trombina, subtilisina, fibrinolisina,
asl como con fracciones lisosomales de rifiétn (sitio primario " de
concentracién de la GH in vivo) (12,15,37,40-49,72). Asimismo, se
han descrito formas cuyo origen no se conoce, pero se hacen
presentes en anadlisis electroforéticos aun en preparaciones muy
puras de la hormona (donde se habian separado todas las variantes
anteriores) (37,49). Recientemente, también se ha descrito  la
presencia de fosfato inorgdnico en preparaciones puras de 1la

hormona (78); la fosforilacidén de grupos de tirosina de hGH,
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estimulada por el factor de crecimiento epidérmico (EGF)(79}); asil
como la presencia de isoformas de rGH en glandulas hipofisiarias
&n cultivo, que captaron el fosfato inorganico marcadeo
radiactivamente, agregade al medio (80). Datoz muy recientes de
nuestro laboratorio, parecen demostrar que la secrecidén de la(s)
formais) fosforilada(s), es estimulada por la adicidédn de GHRH
{(importante secretagego de la liberacidn de GH) al medic de

cultivo (81).

A pesar de que se ha identificado un amplioc panorama de
variacioén molecular de GH, la gran mayorla de estos estudios se
han basado en las hormonas obtenidas de mamiferos. La posibilidad
de contar con gran cantidad de material bioldgico para extraer
las hormonas, € incluso su existencia en agencias publicas vy
privadas (come es el caso de la GH bovina, ovina, porcina y de
rata); ha permitido ampliar los estudios en estas especies. A su
vez, en el caso de la hGH, la existencia de bancos estatales de
recoleccidén de hipdfisis humanas en Estados Unidos (NHPP),
permitié contar con cantidades suficientes de hGH pura para su
analisis estructural. Contrariamente, el conocimiento sobre 1la
heterogeneidad molecular y funcional de la hormona de crecimiento
en otros grupos de vertebrados es muy escasa. Aun mas,
recientemente se ha descrito la existencia de un material
semejante a la GH en €l abulén, un invertebrado. En este terrend
es todavia mas grande la falta de conocimiento sobre las
caracteristicas estructurales y funcionales de la hormona.

Aunque = actualmente se ha dado mayor importancia a los estudios
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TABLA 4. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA cGH.

CARACTERISTICAS GH(1974)a GH(1977-84)b GH(1984-88)c GH(1989)d

RI 0.30 0.30 0.20 6.23, 0.30
0.35
PM (SDS PAGE) 23,3 Kd 23,3 Kd 26 Kd 26.3 Kd
27 Kd(e) 23.5 Kd(f)
pl —— 7.5 7.6 6.2, 6.7, 7.1,

7.2, 7.4, 7.5

SECUENCIA AMINO

TERMINAL FPAM TFPAM TFPAM TFPAM

PUENTES

DISULFURO 2 — 2 —

FOSFORO

ESTERIFICADO —— ——— —-——= 1:3 mol/mol
(g)

GLUCOSILACION —r—— —— — SI (h)

Nota. Signo de abreviaturas usadas para aminedcidos (IUPAC-IUB
commission on Biochemical Nomenclature, 1968): T=Thr, F=Fhe,
P=Pro, A=Ala, H=Het.

a. Farmer y col, 1274 (87).

b, Harvey y Scanes, 1977 (88).

c. Leung v col, 1784 (70).

d. Arambure y col, 1989 (16J)i Carranza, 1988 (97).

€. Lai y col, 1984 (8%).

f. Houston y Goddard, 1988 (9&).

9. Ardmburo y col., 198% (16).

h. Berghman y col. (77); Navarrete y col. (112).

(Tomado Jde Perera, G. 1989 (94), con modificaciones).
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comparativos (82 - 86), son adn.muy pocos los estudios sobre la
relacién de estructura-funcidén para la GH de especies ne

mamiferas.

La hormona de crecimiento de pollc o cGH fué purificada
inicialmente hacia mediados de 1la de&cada pasada, casi
paralelamente con GHs de guajolotes, patos, pichones y avestruces
(87). Aunque los estudios estructurales son escasos, se ha
logrado determinar algunas de las caracteristicas fisicoguimicas
de la cGH (ver Tabla 4), asl como su composicién v secuencia de
amincacidos (88 =~ 91). Se le ha calculado un PM de 22.25 Kd a
partir de la estructura primaria, siendo la treonina el grupo
amino terminal (16,90,91). Sclamente se ha identificado un gen
que expresa el transcrito primario (91), vy tiene un alto grado de

homologla con otras GHs (> 80%, exceptuando a la hGH) (39).

Los estudios fisicldgicos han acaparado parte importante
de  su interés. En ellos se ha comprobado que la ¢cGH se secreta
de células en cultivo (92); asl también, se ha demostrado 1la
similitud funcional con la GH de mamiferos: bicactividad en el
crecimiento corporal, la dependencia de cGH para conservar y.
aumentar el peso corporal y el crecimiento; presencia importante
de c¢GH en etapas de crecimiento después de 1la eclosion, a
diferencia de los niveles bajos de hormona en el estado adulto
(51,93); v en el metabolismo general: incremento de &cidos grasos
en la circulacidn, como una fuente de energla; descenso en 1la
lipogeénesis y reduccidn en la utilizacién de glucosa (10,51). En
nuestro laboratorio (16,95,97), se ha comprobado que la cGH pura,

es capaz de estimular el crecimiento del cartilago epifisial de
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la tibia de ratas hipofisectomizadas a las que se les administrd
subcutaneamente entre 60 v 240 ug totales de cGH; y también
estimula la actividad de la ortinina descarboxilasa hepdtica en
ratas hipofisectomizadas, 4 horas después de que se les invectd
intraperitconsalmente c¢GH (1 a 5 mg/kg de peso corporal)

asimismo, eg capaz de estimular la incorporacién de sulfato
radiactivo en el cartilago costal de una cepa de ratones enanos;
en estos ensayos heterdlogos, el carécter especie-especifico de
la accibdbn de cGH sobre los é&rganos blanceo ocasiona probablemente
una menor potencia en su bicactividad, en comparacidén a las GHs
de mamlferos. En ensayos homdlogos, sobre explantes de tejido
adiposc abdominal de pollos jévenes, en donde se miden los
efectos de la hormona sobre el metabolimo de los lipidos, tales
como la estimulacidn de la lipdlisis (liberacidén de glicerol a
partir de trigliceridos); o Dbien su efecto antilipolitico
{inhibicidén de la lipélisis inducida por glucagon) se comprobd
una bicactividad mayor de 1la ¢GH con respectc a la GH de

mamiferos.

Recientemente, los estudios en nuestro laboratorio
(16,81,95,97) y de otros dos grupos (77,96), dan una . clara:.
indicacidén del caracter polimérfico de la cGH. Houston vy Goddard
en 1988 (96), observaron al menos 9 variantes de carga, separadas
por isoelectroenfoque, con inmunorreactividad semejante con un
antisuero policlonal especifice para cGH, en extractos
hipofisiarios de pollos. Asimismo, adem&s de la forma monomérica
(23.5 Kd por un sistema de SDS-PAGE), detectaron pequefias

cantidades de oligémeros, probablemente unidos por puentes
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disulfuro (40 y 80 Kd en SDS-PAGE, bajo c¢ondiciones no
reductoras); sin embargo, no detectaron la presencia de formas de
PM menor a la forma monomérica. Al comparar entre pollos de
diferentes edades, los mismos autores, encontraron datos que
sugier=n que la aparicidén de algunas isoformas de carga, puede
ser dependiente del grado de desarrollo ontogenético. Por otra
parte, Berghman y sus col. (77) han descrito la existencia de una
forma glucosilada de la hormona de polle, inmunoldgicamente
semejante al mondémero principal (26 Kd), perc con un PM mayor (28

Kd), y con biocactividad aparente.

Recientemente, nuestro grupo de investigacion ha
realizado algunos estudios bioquimicos de 1a hormona de
crecimiento de pollo, donde se sugiere la existencia de variantes
moleculares en una preparacidén pura de la hormona (95). Por un
csistema de ND-PAGE, IEF, y de SDS-PAGE; bajo condiciones no
reductoras, se observd la separacidn de varias bandas de proteina
en la preparacidén pura de 1la hormona, lo cual apovya la hipdtesis
del carédcter polimédrfico de la hormona. Asil también, se determind
la presencia de fésforo esterificado en la hormona pura, en  una
proporcidn de fésforo: proteina, 1:32.5 (mol/mol); lo cual sugiere
la posible existencia de variante(s) fosforilada(s) de 1la cGH.
Por un meétodo paralelo de extracciodn de glucoproteinas
hipofisiarias (Fraccidén 80%, ver Materiales y Meétodos.), se
obtuvo una fraccidén retenida secuencialmente en una c¢olumna de
Con A-Sefarosa y por una columna de inmunoafinidad a la cual - se

habila acoplado 186G anti-cGH, v cuyas caracteristicas
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electroforéticas fueron semejantes a la forma principal de c¢GH;
todo lo anterior sugiere que se trata de la variante glucosilada
de cGH (112). Sin embargo, a pesar de contar con varios datos
sugerentes, no se habla comprobado la presencia de variantes en
preparaciones frescas de hipdéfisis, come un indice de la

situacidn in vive de la hormona.

Por todo lo anteriormente mencionado, podemos ver que la
complejidad molecular y fisioldgica de la GH, la situa como un
modelo de mencsajero protelnico ideal para realizar estudios
encaminados & relacionar la estructura molecular de la hormona
con su funcidén. Sin embargo, para el caso particular de la ¢GH,
alin es necesario efectuar una caracterizaciédn mas detallada de la
heterogenesidad molecular de la hormona, sobre la cual basarse
para los estudios postericres. Aungue adn se vienen iniciando
estos estudios, la comprensién futura de 1los fendmenos que
subyacen a la r=lacidén de estructura-funcidn de la hormona, - sin
duda constituira una valiose informacidn para entender mejor la
interregulacién y funcidn d= los mensajeros del sistema de

comunicacidén intercelular.
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OBJETIVOS

Con el proposito de sentar las bases de la
caracterizacion fisicoquimica de las isoformas moleculares vy
dentro del estudio, que viene desarrollando nuestro laboratorio,
sobre la relacion estructura - funcién de 1a hormona de
crecimiento de pollo (cGH), se plantearon los siguientes

ab jetivos:

1. Demostrar el caracter polimédrfico de la hormona de

crecimiento de pollo por varios sistemas electroforéticos.

2. Caracterizar electroforéticamente las isoformas de masa vy

carga de cBGH pura.

3. Caracterizar electroforéticamente las isoformas de
entractos hipofisiarios frescos, como un indice  de 1la

presencia in vivg de estas variantes.

4. Iniciar 1la instrumentacién de métodos de aislamiento de

variantes de carga, para su posterior caracterizacioén.



MATERIALES Y METODOS.

A. Reactivos.

La aprotinina, el fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
y ®1 azul de bromofenol fueron obtenidos de Sigmai la resina de
intercambio idnico (DES2~-celul osa) fué de Whatman. La
acrilamida, 1la N,N-metilenbisacrilamida, N,N,N°,N*-tetrametilen—~
diamina (TEMED), persulfato de amonio, riboflavina, azul
brillante de Coomassie R-250 y G~-250, negro amido 10R, el soporte
para el isocelectroenfoque preparativo (Riolyte), el 4-cloronaftol
y &l segundo anticuerpo anti-IgG de conejo de origen caprino,
conjugado con peroxidasa de rédbano, fueron obtenidos de Bio-Rad.
lLas anfolinas en un intervalo de 3.5 a 10 y 8.5 a 10 fueron de
LKB (Fharmalyte). Los dem&s reactivos fueron de grado analitico,
y el agua usada fue bidestilada y desionizada en un aparato

Milli-@ (Millipore).

B. Material Biolégico.

1. Extractos hipofisiarios.— Se ebtuvieron las hipéfisis

de pollos (Pilch) de B semanas de edad alimentados ad libitum,
segundos después de la muerte del animal. Las glandulas se
almacenaron a ~70°C hasta su uso. Se homogeneizaron a 4°C en una
solucion de inhibidcres de proteasas (FMSF 0.5 mM y aprotinina 50

KiUsml, pH 7.2), a una concentracidn final de 0.3 g de tejido/mi. -
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Después de centrifugar a 10,000 rpm <(Microfuga B, FBeckman)

durante. 2 min, se congeld el sobrenadante hasta el momento de

enplearse en los andlisis electroforéticos.

2. Hormona de crecimiento pura de pollo.- La cBH pura se

obtuvo por dos métodos. El primero, descrito previamente (16,97),
incluye la homogeneizacidon de hipéfisis (donadas por el rastro
"Procesadora de Aves de Morelos") obtenidas unos minutos después
de la muerte de los animales, congeladas inmediatamente en hielo
seco vy almacenadas en el laboratorioc a -70°C hasta su uso. La
homogeneizaci on se hizo en presencia de la solucion de
inhibidores de proteasas antes mencionada, seguida de una
alcalinizacioéon a pH 2.0 con una solucién saturada de Ca(OH)2. El
sabrenadante se precipitd secuencialmente con sulfato de amonio
al 20% (Fraccidn A) y 50% (Fraccién B) de saturacion. La cBH pura
(Fraccién BDE-1) se obtuve después de cromatografiar a la
Fraccidén B en una columna de DEAE-celulosa en amortiguador de

boratos a pH 8.4.

Tambien fué empleado un método alternativo basado en
reportes previos (98 y 99) para la obtencidén de cGH. VBrevemente,
el homaogeneizado en presencia de inhibidores de proteasas, se
‘alcalinizd a pH 9.5, seguido de una precipitacidén secuencial con
sulfato de amonio & wuna concentracidén 0.15 M (3.745 % de
saturacién) , y mediante acidificacién a pH 4 con acido

metafosférico (Fraccién FpH4). El sobrenadante se precipité con

sulfato de amonio al B0% de saturacidén (Fraccién B80L), para



obtener a las glucoproteinas hipofisiarias. L.a ¢BH pura se obtuvo
por cromatografia de la fraccidén FpH4 en una columna de DEAE-
celulesa (120 % 17.5 mm) en amortiguador de boratos (HzBO3z 95 mb,

NaBH 25 mM ) pH B.6.

C. Sistemas Analiticos.

1. Electroforesis discontinua no desnaturalizante en

geles de poliacrilamida (ND-FAGE), basado en el método de Nicoll
y col. (B82). Gel resolvedor (120 x 160 % 1.5 mm): acrilamida
12.5%, bis-acrilamida 0.33%, HCl1 &%, Tris 4.54% (pH 9.4), TEMED
0.0297 y persulfato de amonio 0.07% § este gel se cubridé con una
solucién de azul de bromofenol al 0.003% en agua. Gel
concentrador (195 x 16 % 1.5 am): acrilamida 5%, bis—acrilamida
1.29%, HCl 12%, Tris 1.4%9% (pH 7.2), TEMED 0.029% y riboflavina
0.001% (ver Apéndice A). Se polimerizé en presencia de luz
blanca. Las muestras se mezclaron con la solucién del gel
concentrador, se aplicaron a los carriles, sobtre el gel
concentrador y se dejaron polimerizar. Amortiguador inferiori
Tris 20 aM, glicina 192 mM pH 8.3, y amortiguador superior: Tris
25 mh, glicina 193 mM y 0.005% de azul de bromofenol. Se corrio a
100 vV en el gel concentrador y 200 V en el gel resolvedor a
temperatura ambiente. Los geles finalmente, se tifferon con azul
de Coomassie R-250, con plata (ver Apéndice B) o] por

inmunoelectrotransferencia (IET).
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2. Electroforesis discontinua en geles de gpoliacrilamida

con SDS (SDS—FAGE) .-~ Se usaton condiciones reductoras asi como no
reductoras de acuerdo al método de Laemmli (100). Gel resoclvedor
de &0 x 100 x 1 mm o 120 x 160 x 1.5 am {(ver Apéndice A). La
muestra se solubiliz¢ en un amortiguador de Tris 0.73%, SDS
0.157%, glicerol 104 vy azul de btromofenol 0,03%; que‘ en
condiciones reductoras ademas llevéZ2-mercaptoetancl al 5% y se
calentd por 8 min en agua hirviendo., Se corrié a 100 V en el gel
concentrador y 200 V en el gel resclvedor. Los geles se tiferon
con azul de Coomassie R-250, plata (ver Apéndice B) o por IET.
Los patrones de peso molecular fueron de Bio—Rad {(fosforilasa B,
%7.4 Kd;i albumina sérica bovina, 66.2 Kdi ovoalbumina, 42.7 Kdj
anhidrasa carbénica, 31 Kdj inhibidor de tripsina de soya, 21.5

Kd; y lisozima, 14.4 Kd).

3. Isoelectroenfogue horigzontal (IEF).- Se siguieron las

especificaciones de los fabricantes (Bio-Rad). El gel (100 »x 103
% 0.6 mm) se compuso de acrilamida 4.8%, bis-acrilamida 0.15%,
glicerol 5%, anfolinas 2% (pH 8 a 10.9%ipH 3.9 a 10, 1:34, v/v),
riboflavina O0.0005%, TEMED 0.03% y persulfato de émonio 0.015%
{ver Apéndice A). Se polimerizé al menos 1 h bajo luz blanca. E1l
gel se montd en una camara horizontal (Bio-Fhoresis, BRio—~Rad).
Amortiguador catoédicot! etilendiamina 2M3  amortiguador anddico:
acido glutdmico 20mM. Con cortes de cinta adhesiva Dymo se
formaron pozos en el gel durante la polimerizacidén, los cuales
permiten la aplicacidén de 13 pl de muestra (con 2% de anfolinas,

=

v/v). Corrida: se aplicaron 5 W (potencia constante) Yy
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gradualmente se aumentd la potencia hasta 12 W (aproximadamente
4,000 VxH totales), a 4°C y en una almésfera saturada con No. EI
gradiente de pH del gel se determiné con un electrodo de
superficie (Rio-Rad). Los geles se tifferon con azul brillante de

Coomassie R-250, con plata (ver Apéndice B) o por IET.

4. Electrofotesis bidimensional en qeles de

poliacrilamida (ZD-PAGE). Be siguid basicamente el méetodo
descrito pot 0’Farrell {101) con algunas modificaciones
(102,103,104, 108). Primera dimension (IEF)! se realizd en geles
cilindricos (140 % 1.5 mm) con 3.65% de acrilamida, 0.22% de bis-
acrilamida, S50% de urea, 1.75% de anfolinas (intervalo de pH 8.5
a 10 : pH 3.5 a 10, 1:4, v/v), 1.8% de Triton X-100, 0.0&617% de
TEMED vy 0.0257% de persulfato de amonio (ver Apéndice A).
Amortiguadorr catédico (superior): 0.02 N NaOH y amortiguador
anodico (inferior): &cido fosforico 0.083%. Aungque no es
necesario, se pueden preenfocar los geles a 200 V por 1 a 2 h.
Las muestras se mezclaron en una solucién de solubilizacidn
(urea 9M, 4% Tritén X-100, 2% 2-wmercaptoetanol y 2% de anfolinas)
aproximadamente 2 h antes de aplicar. Después de aplicada la
muestra, la corrida se realiz6 en una cdmara para electroforesis
Protean 11 (Bio-Rad) vy con una fuente de ’poder Bio-Rad Mod.
3000xi;  se aplicaron 10,000 a 12,000 VxH (700 V durante 17 h) a

una temperatura de 4 a 8°C.

Los geles obtenidos pueden ser almacenados a =70°C . ¢
procesarlos de inmediato. Antes de acoplarlos & placas para

correrlos en la segunda dimensidn, los geles se equilibraron  en.



una solucidén amortiguadora (125 al de Trig, 2% de SDS, 10% de
glicerol, vy opcionalmente para condiciones reductoras se agrega
54 de Z-mercaptoetancl) durante 10 min a 4°C., La segunda
dimension consgistio en una electroforesis discontinua en gel de
poliacrilamida con SDS, segun la técnica mencionada anteriormente
(100). La deteccidn de las proteinas se llevo a cabo por  tinciodn

con plata (ver Apéndice B) o por IET.

5. Inmungelectrotransferencia (IET). Basada en &1 método

original de Towbin (10&6). Los geles de ND-FAGE, SDS5-PAGE, IEF ¢
2D~-FAGE inicialwmente se equilibraron en un  amortiguador Tris
25 oM, glicina 192mM y 20 7% de melsnol por al menos 30 min, para
posteriormente transferirse a papel de nitrocelulosa (0.45 pm),
20 una camara de Trans Blot (Bio-Rad) y con una fuente de poder
Fio Rad Mod 280/2.5, en el mismo :unor tiguador. En el epsamblaje
dwl "sandwich'"  se tomaron en cuenta las especificeciones del

fabricante (ver Apéndice ©). La Liansferencia se =feclud  duranle

TR omin A 200 md o Lemperatora oa nlbe y con agitscidn magnélica,
Fara =1 proceso de dmsanobinci dng e membrana de nitroceiulosa s«
Tavd  con =olucidn salina amorligusdora Jde fosfaloz (FBES) 13w,

PH 7.2 durante T omin oy posber faraeale se blogued con unzs solucidn

FBS durants tods 1 noche. Se lavd 2 veces

gelatina al
con PRS mds Tween~20  al 0.03% (TPBS); 9 wmin cads vez. A
soplinuaci dny,  ge incubd 1T meabe s con una dilucisn 102,000

tv/vy  del primer anbticaerpo (: anti-cBH obtenids = congjod

darante 2 a T ohyoeq

gelatineg ¢ TPES., Se lavd 2 veces con
’

5y oser incubé, a conbinwacidn, con wne dilucidn 153,000 0 (v/v)

{PES
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del segundo anticuerpo (anti-Ig6 de conejo de origen caprino)
acoplado & peroxidasa de rdbano {1 h). Después de lavar Z veces
con TPES vy 1 vez con PBS, se revelaron las bandas
inmunorreactivas duwrante 30 min con 4-cloronaftol al 0.05% (p/v),

HoOz al 0.0135% (v/v) en metanol al 16.6% y PBS. Se secaron las

membranas después de varios lavados con agua desionizada.

Los patrones de peso molecular usados en los sistemas de
8DS-PAGE, se tiferon con negro amido 10B al 0.1% en acido acético

al 104 y metanol al 45 % (ver Apéndice B).

P. Sistemas Preparativos.

1. Aislamiento de variantes de carqa por ND-FAGE (%5). En

geles (B0 x Smm) cilindricos para ND-PAGE, se aplicaron de 40 a
80 pg de proteina pura por tuboj y la electroforesis se realizo
en condiciones semejantes a las vya reportadas (16,95). Al
finalizar la electroforesis, los geles se congelaron, excepto uno
que se tifd con "Buick Stain” (azul de Coomassie G-250 al 0.025%
en 3.9% de 4cido perclérico) par 5 a 10 min, el cual sirvié como
referencia. Alineados los geles, con una navaja se cortaron las
zonas correspondientes a las bandas que representan a  variantes
de carga de la cBGH. Las rebanadas se electroeluyeron en una
cdmara ISCO, en un sistema de amortiguadores de Tris—acetatos
0.4 M pH 9.1 (cédmara externa) y Tris-—acetatos 0.04 M (camara
interna), a 4 a B°C, con una patencia constante de 4 W durante &
h, seguido por 1 min de polaridad invertida. Los eluidos se:

dializaron contra agua desionizada y se liofilizaron.
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2, fislamiento de variantes de carga por IEF preparativo.

La preparacidn del soporte, y las condiciones de corrida vy
deteccidn estuvieron basadas en lo recomendado por Frey vy col.
(107) y los laboratorios de Fio Rad (Richmond, Ca.). Brevemente,
se peso 3.6 g del soporte inerte granulado (Bio Lyte) —-para
cbtener wn volumen total de aproximadamente 50 ml - , se
equilibro en agua unas 3 h y se lavé hasta eliminar iones Yy
sustancias cargadas, con agua desionizada, se rehidratd al
volumen deseado y se almacend hasta su uso. Se adicionéd a la
resina 2% de anfolinas (pH 8 a 10.5 ¢ pH 3.5 a 10, 1:5, v/v). En
un soporte limpio y delimitado en las zonas polares por papel
secante previamente mojado, se agregd la resina desgasificada.
Luego, se deshidratté por absorcién del liquido con papeles
secantes apoyados en las tiras de papel. Es importante tener un
secado homogéneo. La muestra (cBH pura con 2% de anfolinas), se
agregd en la parte central del soporte adn liquida con ayuda del
aplicador. Se terminé de secar de la misma manera hasta tener una
superficie homogenea, opaca contra la luz y firme a inclinaciones

ligeras.

Sobre las tiras de papel que delimitan el gel se
pusieron tiras de papel mojadas coh los amortiguadores
correspondientes. Amortiguador catodico! etilendiamina 2M, vy
amortiguador anddico: &cido glutéamico 20 mM. Se colocan los
electrodos, vy se saturéd la atmosfera de la camara Bio—Fhoresis

(Bio~Rad) - con Ng. El isoelectroenfoque se corridé al aumentar
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gradualmente de 5 a 14 W durante 3 h, y se dejé 5 a 6 h a 14 W
(potencia constante) a una temperatura de 4°C. En total ce
aplicaron 24,000 VxH, en promedio. Fasado este tiempo, se
sobrepusieron a la resina tiras de papel Whatman 3MM del tamaio
del gel por 1 a 2 minj se tuvo cuidado de evitar las burbujas de
aire, Se secaron las tiras de papel a B0 - 100°C, se lavaron 2 a
3 min en una soluwcion de dcido tricloroacético al 10% y 4cido
sulfosalicilico al 5%. Fosteriormente, se enjuagatron las tiras
con agua vy se tiferon durante 5 min en azul de bromofenonl al
0.5%, en d4cido acético al 10% y etanol al 904. SBe destifd con
varios cambios de agua acidificada con acido acético. Mientras se
tenian los papeles, el gel se siguié corriendeo a 200 V. De
acuerdo al patrén mostrado en el papel se tomaron fracciones de

resina en frascos separados y se almacenaron a —20°C.

lLa proteina contenida en 1las fracciones de resina
separadas se eluyd mediante 3 lavados con 1 a 2 volumenes de
agua durante 435 min, a 4°C. Fosteriormente se centrifugd a 11,500
rpm por 10 min a 4°C. Los sobrenadantes se concentraron a 1 ml en
una liofilizadora (Lab Conco). Fosteriormente con el objete de
separar a las anfolinas de la proteina purificada, se
cromatografiaron las muestras en una columna de Sephadex G-15
(172 »x 11 mm), equilibrada con PBS 10 ml, pH 7.2, a un flujo de
20 ml/h, a 4°C. Las fracciones se leyeron a 280 nm. Las
fracciones proteinicas se dializaron contra agua Yy se

liofilizaron.
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E. Determinacion de proteinas.

Se realizd en un sistema de microandlisis de acuerdo al
método de Lowry y col. (108), y de Hartree (109), con algunas

modificaciones (ver Apéndice D).
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RESULTADOS.

Como vya se ha informado previamente (16,97), la ¢GH
obtenida wmediante el método de purificacion desarrollado en el
laboratorio Ltiemne un alto grado de pureza y es completamente
activa en varios biocensayos, lo cual sugiere que la técnica de
aislamiento conserva la integridad biolégica de la molécula. El
método de purificacion alternativo, que se usd también en este
trabajo, tuvo como finalidad principal rescatar la variante
glucosilada de la cBH, a partir de la fraccion de glucoproteinas
hipofisiarias (Fraccién 80%), pero de igual manera constituyd una
fuente anexa de hormona {(cBGH) pura. lLa cromatografia de la
fraccion PpH4 (ver Materiales y Métodos) en DEAE-Celulosa, pH
B.6, permitié la elucidén de una proteina bajo condiciones
idénticas con gue eluye la cBH (Figura 1). Fosteriormente, se
comﬁrobd que ambas preparaciones eran seme jantes
inmunolégicamente (nismo grado de inmunotincién con  antisuero
especificol), y en andlisis electroforéticos (presentaron la misma
variacién de masa bajo condiciones reductoras (Figura 2, asi
como heterogeneidad de carga similar por IEF (Figura 3)). 8in
embargo, el rendimienteo general del método alternativo fué  tan
s6lo del 32 % (0.%94 mg/g) del obtenido por la técnica principal

(2.9 mgsg) (1&).

Se ha descrito previamente que la «BGH en realidad

corresponde a una familia de proteinas, semejantes entre si pero
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+—BDE-1— —BDE-3— +— BDE-4— J

280 nm

D. 0.

Nimero  de  Fraccion

Flg.1 Cromatografia preparativa de ta fraccion
PpH4, en DEAE-celulosa. Condiciones: flujo, 20
mi-h; wvol. de muestra, 2 mi; vol. de fraccion, 1
ml; dimensiones de la columna, 12.5 x 175 cm.
Abreviaturas: C., cargado; G. gradiente; A.F.L,
alta fuerza ionica; BDE-1, fraccion de c¢GH pura,
BDE-3, eluido con un gradente lineal de NaCl; y
BDE-4, eluido con alta fuerza ionica.
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PM
(Kd)

97.4

66.2

45

1@ e

21.54

Flg.2 Analisis de las preparacio-
nes de c¢cGH purificadas por un
sistema SDS-PAGE, baJjo condiciones
reductoras, seguido de IET en papel
de nitrocelulosa. carril A
preparacion de cGH pura obtenida por
el metodo principal; carril 8:
preparacion de cGH pura obtenida por
el metodo alternativo.
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Fi9.3 Anailsis de las preparaciones
de cGH purificadas por un sistema de
IEF, segquido de IET, carrit A:
preparacion de ¢GH pura obtenids por
el metodo principal; Carri B:
preparacion de ¢GH pura obtenida por
el metodo alternativo.
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no idénticas, y que presenta un complejo patron de heterogeneidad
estructural y funcional (16, %7). La wmayor parte de esa evidencia
se obtuvo con la forma purificada de la hormona y con el empleon
de métodos de deteccidn poco sensibles. Como se menciond
anteriormente, un objetivo del presente estudio fué comprobar la
existencia de la heterogeneidad estruciurei de la cGH tanto en
extractos hipofisiarios frescos como en la muestra purificada,
con la intencidén de observar si la presencia de variantes
moleculares es una caracteristica real de la hormona, ¢ bien si
esta es secundaria al método de purificacibn; Ademds en este
trabajo se utilizaron un buen numero de sistemas analiticos vy
varios sistemas de deteccién, que incluyen la inmunotincién

subsiguiente a la transferencia de las proteinas a nitrocelulosa,

el cual es un método altamente especifico y sensible.

La figura 4 muestra los resultados de una transferencia
de proteinas a nitrocelulosa, de muestras separadas en un sistema
ND-FAGE. El carril 1 representa la cBH purificada (Fraccién EDE-
1), vy el carril 2 a un extracto hipofisiario de pollo. En estas
condiciones, ambos carriles presentaron 2 bandas definidas,
correspondientes a un Rf de 0,23 y 0.30, siendo la primera la més
abundante. Este patrén coincide con lo publicado previamente como.
resultado del andlisis de geles cilindricos nativos de.
poliacrilamida, donde se observan que estas bandas representan
variantes de carga de la hormona. Sin embargo, la variante con
Rf= 0.359, descrita anteriormente, (1&) no fué claramente visible

en estas condiciones. Esto puede ser debido al hecho de que esta



0.23
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Filg.4 Analisis de las variantes de
cGH. por ND~PAGE e IET. carril %
Extracto hipofisiario fresco; Carril a:
¢GH pura (frac. BDE-1).
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variante normalmente se encuentra en mucha menar praoporcién con
respecto a las otras dos formas, y la cantidad total de proteina

aplicada al gel fue insuficiente.

La figura 5 ilustra los resultados obtenidos del estudio
de los extractos hipofisiarios en SDS-FAGE, bajo condiciones no
reductoras. Como se puede observar, con este método es posible
detectar & 1las variantes de masa de la hormona. La forma
monomérica (22. Kd) claramente representa la especie mas
abundante de ambas muestras (carriles 2 y 3). Ademas, en el
carril correspondiente al extracto hipofisiario (carril 2), se
observaron formas inmunorreactivas de mayor PM, correspondientes
aproximadamente a 42, 70, 95, 110 y 115 Kd. Estas formas sugieren
la existencia de oligomeros de la hormona, VY representan
distintos grados de agregacidn. La banda de 42 Kd, a su vez,
tambien se observé claramente en la preparacion de cGH pura
{carril 3). En los Gltimos carriles (4 y 5) se observan los
resultados de muestras paralelas reveladas mediante la tincidén
con  plata, donde puede observarse una sola banda en la fraccién
purificada de la hormona, asi como la abundante variedad de

proteinas presentes en el extracto hipofisiario.

Los resultados obtenidos en el andlisis de SDS-PAGE en
condiciones reductoras mostraron que una porcién importante de
las especies de alto PM, observadas con el andlisis anterior,
desaparecieron vy, simultaneamente aumenté la Fforma monomérica

(Figura 6). Asimismo se observdé que el PM aparente del mondmero,
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Fl19.5 Analisis de las variantes de
masa de cGH por SDS PAGE bajo
condiciones no reductoras. Carril 1.
Marcadores de peso molecular; carri
2 y 3: deteccion por IET; carril 4 v
5: tncion con plata; carril 2 y S
extracto hipofisiario fresco; carri
3 y 4 ¢GH pura (frac. BDE-1).
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Fig.6 Analisis de Ilas variantes de masa de cGH
por 8DS PAGE baJo condicionas reductoras. Carri 1
marcadores de peso molecular, carrii 2 y 3:
deteccion por IET; carrtl 4 y 5t tincion con piata;
carril 2 y 5! ¢GH pura (frac. BDE-1); carril 3 ¥y 4
extracto hipofislario fresco.

42



wa ) BSTas condiciones, fué de 26 Kd, semejante a lo ya informado
anteriormente (14, %0, 91). Sin embargw, aun asi se observo
inmunoreactividad en otras formas moleculares. En el carril 2, la
preparacion de c¢BH pura mostré una forma posiblemente dimérica de
52 Kd de FPM, vy aparentemente resistente a la reduccién en
presencia de 5% de 2-mercaptoetancl; de manera adicional se
observé un componente minoritario de FM aparente de 22 Kd, que
podria sugerir algan paralelismo con la variante de 20 Nd que se
ha cbservado principalmente con las GHs de mamiferos. Por tltimo,
se detectd muy claramente un fragmento de 18 Kd que también fué
inmunorreactivo, el cual podria haberse originado por un
procesamiento proteolitico de la forma principal. En el carril 3,
paralelamente a lo en&ontrado en la preparacién purificada de la
hormona, el extracto hipofisiario fresco mostré un patron
electroforético semejante, con la Unica diferencia clara de que

el fragmento menor presento un PHM aparente de 17 Hd.

La figura 7 presenta el patrén obtenido después de la
transferencia de las proteinas cuando la preparaciéon de cGH pura
Y el extracto hipofisiario fresco fuerocn analizados por
isoelectroenfoque en geles delgados (intervalco de pH de 3I.35 a
10). En el extracto hipofisiario, se observaron claramente al
menos 8 isoformas inmunorreactivas, con pl de 5.9, 6.8, 7.11,
7.3, 7.5, 7.9, 8.05, y B.18. Alternativamente, en la preparacidén
purificada se observaron s6lo &6 de estas variantes, faltan la
forma mAs &cida, y la de pl de 7.3. Este anélisis ipndicd que si

bien el método de purificacién es capaz de recuperar la mayor
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Flg.7T Analisis de las varifantes de
carga de cGH por Isoelectroenfoque e
IET. Carrit  cGH pura (frac.BDE-1};
Carril 2: extracto hipoflsiario
fresco.
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parte de las variantes de carga detectadas con esta técnica, y de
hecho las formas mas abundantes presentes en la hipéfisis,

tambien es cierto que la recuperacién no es completa.

El andlisis bidimensional de la preparacidn pura asi como
de los extractos frescos, sequidos de la transferencia proteinica
a membranas de nitrocelulosa, en condiciones tanto reductoras
como no reductoras (Figura 8), nos permite constatar algunas
caracteristicas previamente descritas. El cuadro A muestra el
andlisis de la preparacidon de cBH bajo condiciones no reductoras,
donde se observan formas con variaciones en la carga pero con el
mismo peso molecular (22 Kd). Dos formas, no claramente vistas en
la fotografia pero presentes en la membrana de nitrocelulosa
mostraron pl de 7.3 y 7.3 con un PM aparente de 46 Kd. El cuadro
C constituye el andlisis de un extracto fresco bajo condiciones
similares, donde ademds del patrdon ya mencionado, se observaron
formas de 27.5 Kd y de 47 Kd, con un pI cercano & 7.5. Los
cuadros B y D corresponden al andlisis electroforético de ambas
muestras pero en condiciones reductoras. En este easo la
variacion de carga fué muy semejante al de los casos anteriorgs,
donden se observaron formas de pl entre 6.5 y 8.2, pero con el
misme FM. Las Fformas de menor FM asi como la posible forma
dimérica resistente a la reduccidn, no se apreciaron con claridad
debido probablemente a la pequeda cantidad de proteina total

aplicada al gel.
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Flg.8 Analisis de las variantes de cGH por
electroforesis bidimensional e IET. A vy C:
condiciones no reguctoras; 8 vy D: condiciones
reguctoras; A ¥y B: ¢GH pura; C y D! extracto

hipofisiario fresco.
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* Fig.9 Analisis de. la fraccion total
pura en un sistema de ND PAGE
semipreparativo, £i gel se tiho con
"Quick Stain®, y se almaceno en
acido acetico al 7 % En estgss
condiciones se puede observar
claramente la separacion de 3
variantes de carga, con Rfz 0.23,
0.30 y 0.35, respectivamente desde
el catodo (parte superior).
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Fig.10 Analisis de las varijantes
de carga de cGH, obtenidas por
electroelucion de un sistema de ND
PAGE, por SDS PAGE bajo condiciones
reductoras e |IET, Carril A:
estandares de peso molecular; carril
B! variante 0.23; carrl C: variante
0.30; carril D: variante 0.3S.
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En la figura 9 se observa el analisis en un sistema
ND~FAGE de cBH pura. En estas condiciones vy con estas
concentraciones proteinicas (40 a 80 pg), se abservd la presencia
de las 3 variantes de cargas antes descrilaes (16, 97). A partir
de geles semipreparativeos paralelos, que no se tiferon, se
cortaron las zonas correspondientes a las bandas y se
electroeluyesron por separado. Aungue el porcentaje de
recuperacisn  de proteina total tras la electroelucien fu¢ bajo
(44%), permitiod obtener suficiente material, de cada una de las
variantes, para demostrar gue tienen el mismo PM (26 Kd) vy
semejante deteccidén inmunolagica en un sistema de SDS-PABE, bajo
condiciones reductoras vy posterior IET (Figura 10}, La presencia
de otra banda en el carril 2 (23 Kd) parece corresponder a una
forma resistente a una reduccioén con 2% de 2-mercaptoetanol, pues
en condiciones mas drasticas de reducci én practicamente
desaparece. Este resultado apoya la sugerencia de que al aenos
tres de las formas de la cBGH, reconocidas como tal por el mismo
anticuerpo, son variantes de carga y no de masa, puesto que

muestran FIM semejante.

un método alternativo para el aislamiento de las
isoformas de cBH, la constituye el isoelectroenfoquek preparativo
en un soporte granulado. Aungque su empleo esta aan en una fase de
desarrollo, los resultados iniciales lo apuntan como una
hetrramienta poderosa para una separacion fina de las fqrmas
variantes de la hormona. En pruebas con hemoglobina <(en un

intervalo de pH de 3.5 a 10}, fué posible separar al menos 4
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Fig.1t Analisis de dos variantes
de c¢arga de c¢GH, alsladas por
isoelectroenfoque preparativo, por
iscelectroenfogue e IET. Carril %
cGH pura total; carril 2: variante
con pl 7.5, carrll 3: variante con
pl 7.5,
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variantes de carga, y la recuperacidén de proteina total fué mayor
del B85 %5 ademas, simultaneamente por este medio se puede
separar una mayor cantidad de proteina en un sélo experimento
{2 a 10 mg). En la figura 1!, se muestra el pabtrén en un  sistema
de 1EF, vy posteriormente detectado por IET, tanto de la
preparacion completa de cGH como de dos formas aisladas por medio
del 1EF preparativo, con pl aproximados de 7.9 y 7.95, vy que

concuerdan perfectamente con los resultados anteriores.
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DISCUSION

El estudio de la relacién de estructura—funcién, sin duda
permitira tener un conocimiento mas preciso de las
caracteristicas que debe poseer una molécula, tanto para
asociarse a un determinado sistema receptor, como en un caso
mas general, para poder inducir ciertas acciones sobre sus

6rganos blanco. Como una forma de introducirse a este estudio,

nuestro laboratorio busca investigar las relaciones de
estructura—funciéon de la hormona de crecimiento, hormona
caracteristicamente heterogénea, tanto funcional como

estructuralmente (ver introduccién). Dentro de este objetivo
general, y aunado al hecho de que en experimentos anteriores se
habia identificade un cardcter polimérfico de la cGH pura (16,
97}, el presente trabajo.estuvo encaminado a caracterizar por
indices elecltroforéticos las variantes moleculares de cBH 'y
compruobar su existencia en extractos hipofisiaricos frescos de
pollos. Finalmente, como un inicio de estudios posteriores, se
buscé 1la instrumentacidon de métodos de aislamiento de las

variantes de la harmona.

Antes de referitrnos a los resultados obtenidos, es
necesario hacer algunas consideraciones con respecto a las
caracteristicas del material biolégiceo, asi como del antisuero

emnpleado para la identificacidn de las isoformas.

Las glandulas hipofisiarias empleadas en la purificacién
de la cGH  fueron obtenidas directamente en el rastro.

Inmediatamente después del sacrificio de los animales las cabezési
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se depositaron en hielo, y rdapidamente se procedid a disectar las
glandulas, de manera que el material siempre se mantuvo en frio,
a 4°C (15 a 30 min) y el procedimiento de disecciéon Ffué muy
répido (aproximadamente 30 seg). En el momento de obtener la
gl andul e, ésta se congelaba inmediatamente en hielo seco. L.as
glandulas se transportaron al laboratorio congeladas vy se
almacenaron a —70°C hasta su uso. Fara evitar posibles accionesg
proteoliticas en los estractos, la homogeneizacién de las
glandulas e hizo en presencia de una golucidn de inhibidores de
proteasas. Asimismo, para tratar de evitar dafos a las proteinas
y la generacién de artificios durante la purificacidn, todos los
pasos del método se llevaron a cabo a 4°C, vy sin condiciones

extremas de pH o fuerza idnica.

La cGH pura, obtenida en el laboratorio, +fué evaluada
(16) electroforeticamente e inclusc se determiné la secuencia de
los primeros 14 residuos de aminoacidos del extresmo amino, sin
observar diferencia con respecteo a la secuencia reportada de la
cBH (39,90,91), 1lo cual confirmd que la proteina obtenida era
realmente cGH. Igualmente, se comprobd su actividad en varios
bioensayos, - donde la polencia biclégica de la hormona fuée mayor

que la informada por otros autaores (90).

Para 1los extractos hipofisiarios frescos se emplearon
hipéfisis extraidas a los pocos segundos después de la muerte del
animal y se congelaron a —-70°C hasta su uso. Igual que en. la
purificacion, para estar seguros de la inexistencia de acciones
proteoliticas, las gléandulas se homogeneizaron en la solucidén ’de

inhibidores de proteasas.



Como ya se menciond, la cBH pura que empleamos en el
presente trabajo fué obtenida por dos métodos de purificacion.
Sin embargo, como se comprobd, ambas preparaciones hormonales
mostraron las mismas caracleristicas electroforéticas {patrones
en sistemas de SDS-FAGE e 1EF), & inmunoldgicas (seme jante
respuesta en el sistema de IET), lo cual nos permite suponer que
estuvimos trabajando con la misma preparacioén hormonal; poer lo
que er lo subsecuente nos referiremos a la cGH pura
indistintamente de la técnica de purificacioén. Sin embargo, como
se menciond en la seccidn de Resultados, el método alternativo
empl eado fué poco eficiente en la proporcidn de hormona
recuperada por peso fresco de hipdéfisis (0.94 mgigl, en
comparacidn a la obtenida por el método principal (2.9 mg/g)
(1&). Esta notable diferencia, puede ser explicada por la
diferencia de las condiciones que se emplearon en cada caso, por
ejenplo, mientras en el método principal, de la fraccidén que se
precipité con sulfato de amonio a 50 % de saturacidn (fraccién B)
se obtuvo la eGH pura (BDE-1); la fuente de hormona pura, por la
método alternativo, fué una fraccidn precipitada con sulfato de
amonio al 3.757% de saturacion y acidificada a pH 4 con Acido
metafosférico (ver Materiales y Métodos). Consideremos  también,
que el objetivo del método alternativo era la separacion optima
de 1las glucoproteinas hipofisiarias, y la fraccién de ‘donde se

obtiene la cBH pura constituye una producto colateral.

El antisuero policlonal anti-cGH se obtuvo de conejos
Nueva Zelanda inoculados con la hormona pura. Aunque en este

trabajo.no se muestran los resultados, en experimentos realizados
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en el laboratorio, se comprobé la especificidad de este
anticuerpo por andlisis radioinmunométricos (RIA),
inmunoenzimdticos (ELISA) y sistemas electroforéticos de SDS~PAGE
e inmunoelectrotransferencia (IET). Se compard la inmunorreacti-
vidad cruzada con la GH de diferentes mamiferos (humana, bovina,
ovina, porcina y de tata), de prolactina ovina y de una fraccidén
de 1la purificacién aparentemente enrriquecida en prolactina de
pollo (cPRL), vy de la cual la cBH se habia separado; en los
ensayons de RIA (110) y ELISA se encontré un cruce menor al  0.5%
con. el antisuero a las concentraciones suficientes para unir el
50 % de la cGH. También por IET se compard con GBHs de mamiferos
(humana, bovina, oving, porcina y de rata) yv de la {fraccidn
enrriquecida de cPRL, el cardcter especifico del antisuero. Con
las GH de mamiferos se observé una pequefa inmunorreactividad
cruzada, sin embargo, la inmunorreactividad cruzada obtenida para
la cBGH Fué mayor. Al contrario, la fraccidén con cPRL no Ffueé
identificada por el antisuero (datos no mostrados) .
Recientemente, ademds hemos demostrado que el anticuerpo no
reconoce a la cPRL pura (donada por A. Farlow, Pituitary Hormones
and Antisera Center, UCLA, USA) en IET. A diferencia de las
condiciones en que se realizan los RIAs y ELISAs, puede ser gque
en las condiciones de desnaturalizacién y/o de como las que se
presentan en el ELISA o durante la asociacidén a la membrana de
nitrocelulosa, las proteinas muestren un caracter estructural mas
semejante entre ellas, lo cual explicaria el pequefo cruce de .

estas hormonas con el antisuero en el método de IET.
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Como vya se habia mencionado, aunque existe un cierto
conncimiento del panorama estructural de la GH para especies de
mamifereos, el dnico intento a la fecha de caracterizar 1la
heterogeneidad molecular de 1la cBH, ademis del realicado en
nuestro laboratorio, ha =ido el estudio de Houston y BGoddard
(96), y al cual naos referiremos, en consecuencia, en repetidas

ocasiones.

En genetral, las GHs contienen un numero semejante de
residuos de aminoidcidos, por 1o que tienen PM semejantes (21 Kd a
24 Kd). A pesar de estop, existe alguna controversia con respecto
al PM obtenido por SDS—-FAGE para la cBH, pues hay grupos que
informan que la forma principal de cGH en condiciones reductoras
tiene un PM aparente de entre 23 y 24 Kd, y en condiciones no
reductoras de entre 20 y 21 Kd (87, 96). Nosotros, al igual que
otros grupos (89 -~ ?91), hemos encontrado que en las presentes
condiciones: sistemas de amortiguadores, patrones utilizados para
calcular el PM (Bio Rad), etc, 1a forma monomérica de 1la
holoproteina en las preparaciones de cBH pura, asi como la «GH de
origen recombinante (datos no mostrados), y la encontrada en
extractos hipofisiarios, en condiciones reductoras tiene un FM
aparente de 26 Kd, y en condiciones no reductoras de 22 Kd. Esto
ultimo estd de acuerdo al FM calculado der la secuenﬁia de
residuos  de aminocdcidos de la hormona (22.25 Kd). Aparentemente
una posible explicacion a esta variacion de resultados es el
emplec de diferentes condiciones durante la electroforesis entre
los grupos de investigacidn. Otra fenémeno importante de estos

estudios es el cambio de PM aparente entre las condiciones
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reductoras y no reductoras, como algunos grupos de investigacién
tambien han informade (12,15,37,70,96). Esto puede deberse al
roppimiento de los puentes disulfurc intracatenarios por efecto
de la reduccién con Z-mercaptoetanol, que le confieren una
conformacion terciaria més extendida y con un  mayor radio de

Stokes.

Dentro de las variantes de masa identificadas para GH de
mamifero, estd un grupo de alto PM conocido como formas "Big"j; vy
aungue en pollo no pudieron ser detectadas antes formas mayores
de 60 Kd (94), nosotros encontramos que en condiciones no
reductoras en un sistema de SDS-FAGE, la glé&ndula hipofisiaria
presenta formas inmunorreactivas de 70, 95, 110 y 115 Kd
apt-oximadamente. Estas isoformas no pudieron observarse en 1la
muestra pura de la hormona, aunque la cantidad de proteina era
semejante al extracto hipofisiario. Ahora bien, en condiciones
reductoras (3% de Z-mercaptoetancol) éstas mismas formas no se
pudieron detectar por inmunotincion., Como lo sugieren algunos
autores (37,49,70,96), el cardcter l4bil a la reduccion de éstas
variantes indica que constituyen agregados del monaémero
principal, probablemente por ascciaciones no covalentes o del

tipo de puentes disulfuro.

La forma dimérica de GH, aunque se ha informado que
presenta  uwna menor inmunorreactividad y bioactividad que el
monémero (ver Tabla 3), su presencia tanto en el plasma como en
la hipdéfisis ha sido demostrada en varias especies de mamiferos
(12,15,37,68,70,71). A diferencia del otro estudic con cBH (9&),

tanto en la preparacion de hormona pura como en extractos frescos
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de hipdfisis, se encontraron formas de 43 a 44 Kd, en condiciones
no reductoras, y 52 Kd, en condiciones reductoras. Contrariamente
a otras formas agregadas de la forma monomérica, aan en
condiciones reductoras se observa la asoclacion dimérica, aunque
en menor proporcién. La presencia de agregados de GH unidos
covalentemente por algin medio diferente a los puentes disulfuro,
ya también fué informada para hormonas de mamifero (15,37,70).
Debido & resultados de experimentos recientes, retomaremos la

discusion de la misma variante méds adelante en la discusién.

A diferencia de lo encontrado por Houston y Goddard (96),
en condiciones reductoras pudimos observar la presencia de dos
formas de PM menor a la forma monomérica: 22 Kd y 16 a 17 Kd. En
publicaciones previas sobre la estructura de GH de mamiferos (ver
Introduccién y Tabla 3), también se habian identificade formas
menores como resultado de un  procesamiento diferencial del
transcrite primario, asi como por efecto de procesamientos
proteoliticos limitados que modifican las caracteristicas
funcionales (12,15,37,4%9,72 - 74). Es pretencioso intentar
asociar una causa a la presencia de estas formas, sin embargo, el
hecho de que sd6lo en condiciones reductoras (disociacién de
cistinas)  se presentan éstas formas hace pensar gue  podrian
tratarse de cortes proteoliticos limitados de la molécula, y que
s6lo se mantiene plegada la molécula por efecto de los puentes
disulfwo. Es digno de hacerse notar que esta modificacion tiene
lugar ademds en los extractos frescos, lo cual nos sugiere que no
se  tratan de dafos a la molécula por efecto del método de

purificacidn. Por otro lado, aun no tenemos alguna - explicaciodn
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de la diferencia entre los PM de los fragmentos identificados en
la preparacién pura y en el extracto hipofisiario. En dos
informes recientes se demuestra la existencia de fragmentos de
rGH y rPRL producidos in vivo; en el primero, se demuestra que la
sintesis es regulada por los mismos factores gue afectan la
secrrecion de GH (73)3 y en el segundo, se demuestra que los
fragmentos tienen bioactividad particular, asi como una
asociacion & sitios de wunion diferentes a los de la rPRL
monomérica (60) . Esto ultimo sugiere que las entidades
moleculares, -antes consideradas estables, pueden también ser
prohormonas, o intermediarios para otros varips tipos de

mensajeros celulares (12,15,18,72).

La wvariacidn en la carga de cGH, ya antes evidenciada
(96)5 en nuestro caso puede dividirse en dos clases, que dependen
del tipo de sistema electroforético empleado. En un sistema de
ND-FAGE, seguido por I1ET, se identificaron claramente dos
variantes con Rf de 0.23 y 0.30. Bajo estas condiciones no se
observé otra iscforma ya descrita por nuestro grupo (16, 27), con
Rf de 0.35. Esto pudoe ser debido a que en este sistema
Velectroforético no se emplearon cantidades proteinicas tan
grandes como en los geles cilindricos (ver Resultados). Por otra
parte, por isoelectroenfoque en un gradiente de pH de 4 a 9,
pudieron identi{icérse al menos 8 variantes, las mas importantes
fueron las de pls de 6.8, 7.5, 7.9 y 8.05. La fraccién purificada
preéenté un patron electroforético semejante al extracto
hipofisiario, a excepcidén de la falta de dos isoformas de .pls de

5.9 y 7.3 en comparacién al patrén obtenido con el extracto
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hipofisiarioj ésto ademas demostrd que el método de purificacion
empleado, permite la recuperacion de la mayor parte de las
variantes moleculares de la cBH. Es notable la similitud de 1lo
encontrado en estudios previos con cBH (59), donde se detectaron
? isocformas en un intervalo de pl de 6 a 8, adem&s en ese estudio
se  demostrd gque la presencia de varias de ellas era dependiente
de la edad del animal. Esos datos apoyan la idea de gque realmente
se tratan de isoformas fisiologicamente presentes en los

animales.

En nuestro estudio bidimensional, que no habia sido hecho
antes para la cBGH, se comprobé el cardcter heterogénen de la
hormona. Sdélo en condiciones no reductotas se encontre la forma
dimérica de la hormona, no asi formas de PM mayores. Es probable
que la ausencia de dichas formas bajo este tipo de andlisis se
enpligue por el hecho de que las muestras fueron tratadas con
altas concentraciones de urea, tanto en el amortiguador de
muestra como en la primera dinension, y es muy conocido que este
compuesto tiende a favorecer la disociacidén de los agregados de
proteina., For otra parte, debe resaltarse el hecho de que 1los
resul tados obtenidos por SDS-FABE bajo condiciones no reductoras
fueron hechos en ausencia de urea. En el anadlisis bidimensional
en condiciones reductoras tampoco se identificaron los fragmentos
antes descritos. Estas formas, cuya presencia se encuentra en una
proporcion  menor, quizd Nno se observaron aqui debido a la menor
cantidad de proteina total aplicada a los geles. En estos
experimentas fué clara la variacion de cargas de las isoformas de

la hormona, vy también gue su PM es semejante. Esto mismo fue
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demostrado, al aislar las variantes del sistema de ND-PAGE, vy
comparar su migracidén en un sistema de SDS-FAGE, donde

presentaron también el mismo PM que la forma monomérica.

Como un principio del estudio y caracterizacidén de las
variantes aisladas, se inicid la instrumentacion de dos sistemas
de purificacién de las variantes. Aunque se ha avanzado, y se
tienen algunos resultado interesantes con variantes aisladas de
geles de ND-PABE (ver mas adelante), el sistema de IEF
preparativo ha demostrado tener un mayor poder de resolucidn como
se  muestra en la Figura 11, donde se observa la separaciéon de 2
variantes de carga (pl= 7.5 y 7.95) de un patroén heterogéneo e
inmunorreactivo, obtenido por IEF, de la hormona total; asi camo
una recuperacidén mayor de proteina total (> 85 % en comparacion
con un 44 % en un sistema de ND-PAGE). Aunado a esto, él IEF
preparativo permite separar cantidades importantes de proteina
(en estas condiciones, de 2 a 10 mg) en un solo proceso, lo cual
es mucho méas préactico que realizar varios experimentos para
obtener una cantidad suficiente de las variantes. Por todo esto,
el perfeccionamiento de esta Gltima técnica de aislamimento de
variantes de la cBH, sin duda, permitird un rapido progreso en la

caracterizacidn bioquimica y bioldgica de las isoformas aisladas.

En forma paralela a este trabajo, se ha iniciando wun
estudio de caracterizacidn biolégica de las variantes de cGH, en
‘nuestro laboratorio se aislaron las variantes de carga de la
hormona mediante un sistema de ND-PABE, y se probaron en dos

ensayos homdl ogos: el ensayo lipolitico y el ensayo
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antilipolitico, ambos sobre explantes de tejido adiposo abdominal
de pollos (Pilch) jévenes (99). En el primer ensayo se observed
que la variante 0.23 estimulaba de una manera dependiente de la
dosis la 1lipélisis (una concentracién de § upg de proteina
duplicaba el valor de glicerol liberado en comparacién al
control), efecto ya reportado para la cGH total (10,16), asi como
para BGHs de mamiferos (12,13)3 mientras tanto, la variante 0.30
no s6lo no estimuld la lipélisis en este ensayo sino que provocd
una disminucidén en la proporcién de glicerol liberado
(aproximadamente 25 % menos gque el valor del control). En un
ensayo donde se determiné la inhibicidn del efecto lipolitico en
tejido adiposo inducido por glucagon (antilipélisis), la variante
0.23 no inhibié¢ la accidén del glucagon (efecto semejante al
ocasinado por la CGH total), sino al contrario, aumentd en una
pequefia proporcitn el nivel de glicerol (12 %Z a una concentracioén
de 100 ng) en comparacion a la estimulacion sola del glucagon
{1 ng)i en cambio, la variante 0.30 mostré una clara inhibicién
del efecto lipolitico del glucagon, a concentraciones de 10 y 100
ng de proteina. Este estudio es de gran importancia, pues apoya
la idea de que las variaciones estructurales de la hormona pueden
asociarse con efectos fisiologicos particulares. Es decir, qué la
heterogeneidad funcional de la GH podria explicarse en funcién de

su complejidad molecular.

Dtra variacidén estructural de la cGH (ver Introduccioén),
identificada primero para mamiferos (75, 76), vy recientemente
para la cBGH (77, 112), y que puede explicar un poco. de  la

variacién estructural y funcional de la hormona, es la existencia
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de una forma glucosilada de la cBGH. Aunque datos mds particulares
de esta variante no se muestran en este trabajo, nuestro grupo,
de manera independiente, también ha evidenciado su presencia

(112), vy actualmente se estdn llevando a cabo uha serie de

estudios mas finos para la caracterizacion de esta variante.

En otra serie de estudios, nuestro grupc de investigacion
ha postulado que la fosforilacidén puede tambien contribuir en
parte a la heterogeneidad de carga encontrada en la cBH (16). En
estudios realizados en rPRL (56), se evidencid que tres variantes
de carga encontradas en un sistema bidimensional debian su
migracion diferente a la presencia de fosfato esterificado y a su
grado de fosforilacion. También, en GH se demostré la existencia
de isoformas fosforiladas (78 a 80). Encausado por antecedentes

de este tipo,'se determiné en un ensayo in vitro, que en la cGH

pura existia una relacion 1:3 de moléculas de fosfato por
molécula de hormona, aproximadamente. El fosfato determinado
debié haber estado esterificado a la hormona pues en ningin paso
de la purificacién se empled Fosfato (14). En estudios
preliminares recientes, hemos demostrado que la cGH pura y la cGH
de origen recombinante (donada por Scanes, Rutgers University,
N.J. USA), son capaces de ser fosforiladas en un ensayo in vitfo,
por la subunidad catalitica de la proteina cinasa A (dependiente
de AMPc) en presencia de ATP radiocactivo. En  cambio, 1la cGH
glucosilada (proporcionada porvBerghman, Universidad Catdiica der
Louvain, Belgicaly, no mostré incorporacién radiactiva aan
analizada electroforéticamente después de su inmunoprecipitacién’

por anticuerpo anti-cGH (81).
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Conjuntamente con estos Gltimos estudios (81), =13
encontré que en un cultivo de células hipofisiarias de pollo, vy
ante la influencia de un secretagogo como el GHRH, era capaz de
fosforilarse una molécula inmunoldgicamente identificada como cGH
tanto en el medio de cultivo como en los extractos celulares,
pero cuyo FPM correspondia con la forma dimérica antes descrita.
Cuando se tontd la radiactividad de los extractos celulares y de
los medios de cultivo, trés el periodo de incubacién, se enconitré
que la mayor cantidad de marca radiactiva se detectaba en el
medio de cultivo. Aunque se necesita mds evidencia, ésto puede
sugerir una forma de regulacidén muy fina en la secrecidén de la
GH, donde ciertas variaciones estructurales de la hormona pueden

influir en la eleccion del material gque va a ser secretado.

La variacién estructural de las hormonas hipofisiarias,
ha sido objeto de una gran atencidn, y no es para menos, pues su
estudio y comprensidén ofrece la explicacién de un gran nimero de
mecanismos de comunicacioén hormonal, de los cuales atn poco se
sabe. En el mismo sentido, el estudio estructural y funcional de
la GH de otras especies, constituye una forma de introducirse al
estudio de las variaciones interespecie e incluso, de
transcendencia evolutiva. Es claro pensar que esto constituye una
labor titénica, y aan requerird bastante tiempo para que pueda
contarse con elementos tedricos firmes. Sin embargo, los trabajos
recientes encaminados hacia el estudio de la heterogeneidad
estructural y fisiolégica de las hormonas, permiten vislumbrar un

panorama enormemente vasto y complejo.
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La existencia de variantes estructurales de la GH, y en
nuestro caso particular de la cBH, como se menciona en la
iptroduccién, parece ofrecer una explicacién, sino total, si de
gran relevancia al fenémeno de multifuncionalidad, pues como
hemos podido tambien demostrar en el caso de la cBH, la hormona
de crecimiento in vivo puede existir no como una sola entidad
‘molecular, sino como una familia de estructuras proteinicas
homélogas pero no idénticas, que fisiologicamente, y segldn sus
caracteristicas estructurales particulares podrian asociarse a
determinadas mol éculas receptoras en un drgano blanco, Vi
estimular una accidén, o modular acciones influenciadas por otros
mensajeros, diferentes incluso a las acciones provocadas por
otras moléculas de esta familia. Rhora, si consideraramos que la

protedlisis limitada in vivo puede tener un papel muy activo en

la diversificacidon estructural y funcional de 1la hormona,
permitiria, ademds pensar en la forma monomérica principal de la
GH como una prohormonaj y que desde la hipéfisis o a su llegada a
un determinado o6rgano blance, derivaria en la expresidn de
ciertas fragmentos especificas. Ejemplos de este tipo de
modificacién hormonal en sus érganos blanco puede ser referido a
estudios recientes en la rPRL (&0), donde por resultado de
protedlisis limitada da origen, al menos, a una variante
bioldgica e inmunoldédgicamente diferente a la forma principal de

la hormona.

Ademds, éstos estudios permiten vislumbrar un nivel de

regulacién molecular de enorme complejidad pero indiscutiblemente
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de gran finura, ya sea a nivel de los somatotropos (células que
sintetizan y liberan a la GH) en la hipdfisis o en los diferentes
¢rganos blanco. La enorme complejidad en la regulacidén de la
secrecidén de la GH en la hipéfisis (15, 49, 111), seria coherente
con  un  manejo  muy preciso de una amplia gama de estructuras
moleculares haomélogas. La requlacion intracelular podria influir
en la produccion preferente de algunos tipos de variaciones, de
acuerdo al estado fisioldgico del animal, o en la liberacion sélo
de aguellas formas necesarias para algunas funciones en
particular. La otra regién fisiolégica de variacidn molecular de
la GH la constituirian los propios 6rganos blanco, donde, como se
ha sugerido (12,15,18,49); 1la variacidén molecular de la GH
plasmatica, podria originarse por procesos de degradacidn
limitada (0o modificacidén) intracelular, tras el fenémeno de
endocitosis del complejo receptor-molécula de GH, que ha sido
demostrado en varios sistemas celulares (17,18,32,34). Se ha
comprobado que mientras una pequefa porcién de la hormona
endocitada sale integra de la célula, la mayor parte sufre un

proceso de degradacién (17, 18)3 sin embargo, adan no se ha
realizado una caracterizacién estructural, inmunol égica Yy
biolégica de los fragmentos resultantes de esta degradacién,  que

indudablemente seria de un gran interés.

Con antecedentes en los informes de la GH de mamiferos ' y
de los escasos antecedentes estructurales de la BH de pollo,  asi
como de otras especies diferentes a los mamiferosj los resultados

obtenidos en el laboratorio, demuestran la existencia de una-
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naturaleza estructural compleja de la cBGH pura que puede
relacionarse a su heterogeneidad fisiolégica. En un sentido mads

particular, el presente estudio sienta las bases de algunas
caracteristicas estructurales de la heterogeneidad molecular de
la hormona de crecimiento hipofisiaria de pollo en varios
sistemas electroforéticos, tantc en una preparacidén de cGH pura
como in vivo. Asi también, se inicié la instrumentacioéon de
métodos necesarios para analizar més finamente a esta hormona tan
compleja. Todo esto nos ha permitido formarnos un panorama mas
concreto dei fendmeno de la variacién molecular de mensajeros

hormonales, como la GH.

2] partir de estos antecedentes vy con cantidades
suficientes de las isoformas de cGH aisladas, se puede plantear
una gran cantidad de interesantes e importantes estudios a
realizar, como la caracterizacién estructural e inmuncldgica de
las isoformas de carga aisladas, la comprobacién de sus
bioactividades en diferentes ensayos bioldgicos (tanto homdédlogos
como heterélogos), la busqueda de posibles variaciones en 1a
estructura primaria de las variantes (mapeo peptidico con varias
tipos de proteasas, composicién de aminoécidos, determinacién’ de
la porcidén amino terminal), y consecuentemente, la determinacién
de las causas probables de la existencia de variantes, co@o la

fosforilacidn: comprobar gue la fosforilacién in vivo es

reproducible, intentar identificar la proteina cinasa que

modifica in vivo a la cGH; cdmo la fosforilacion puede ejercer

un efecto en la bioactividad y en la secrecion. de cBH .. |
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hipofisiaria, y responder a sefales hormonales (como de GHRH,
somatostatina, TRH). Los estudios de radioreceptar permitirian
contar con otro pardmetro de comprobacién del caracter
estructural y funcional de las diferentes variantes, al
investigar su interacciéon con receptores especificos. Estos
estudios y varios m&s, sin duda, permitiran recabar mas
informacién acerca de este complejo campo, e incluso
posibilitardn empezar a contestarnos algunas interrogantes acerca

de las relaciones de estructura - funcién de la BH.
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CONCLUSIONES

Para resumir los datos presentados en este trabajo, a

modo de conclusidén podemos decir gue!

1. En un andlisis Electrﬁ%orético de la hormona de
crecimiento pura, asi como en extractos frescos de hipo6fisis de
pollo, es posible identificar variantes de masa vy carga,

estructuralmente muy relacionadas a la forma principal.

2. Se identificd en condiciones no reductoras, que la forma
principal monomérica tiene un FM de 22 Kd, y en condiciones

reductoras, migra como una forma de 26 Kd.

3. Ademds, se identificaron formas variantes de FPM. Bajo
condiciones no reductoras se observaron formas agregadas de alto
PM (43, 95, 110 y 115 Kd), que ante las condiciones reductoras no
se hicieron aparentes. Sin embargo, una proporcidén de la variante
posiblemente dimérica, adn se observd ante las condiciones
reductoras empleadas en el presente estudio (52 Kd), 1lo cual
sugiere que en la estabilizacién de su estructura intervienen

enlaces covalentes diferentes a los puentes disulfuro.

4. S6lo bajo condiciones reductoras fueron aparentes las
formas. de menor PM que la entidad monomérica (22 v 16  Kd). GQue
sélb hayan aparecido bajo estas condiciones sugiere que se trata
de. fragmentos producto de curtesiproteoliticos limitados en su
estructura primaria. 8i tienen importancia fisiolégica o no, es

algo gue requiere estudio.
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5. Por un sistema de ND FPABGE fueron aparentes tres formas
con diferencias de carga (Rfs de 0.23, 0.30 y 0.35), pero que
aisladas presentan el mismo PM en SDS PAGE, bajo condiciones

reductoras (26 Kdi.

6. For andlisis en isoelectreenfoque pudieron identificarse
al menos 8 variantes de carga (pl de 5.9 a 8.2), inmunorreactivas
al antisuero especifico; & de las cuales tambien se observan en
la preparacién de cBGH pura. Esto se constatd por el analisis
bidimensional, gue presenté gran heterogeneidad de carga de la
hormona de crecimiento en un intervalo de pH entre S y 8, pero

con el mismo FM.

7. Se cuenta con resultados iniciales, del desarrollo del
sistema de isoelectroenfoque preparativo, que permitird aislar
una importante proporcién de las isoformas de carga separadas por
IEF, 1lo cual, a su vez, permitird realizar estudios de
caracterizacion bioquimica y biolégica de las variantes por

separado.
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AFENDICE A

PREFPARACION DE GELES

I. GELES PARA ND-PAGE.

1) Reactivas.

Solucidn Al. Se disuelven 23 ml de HCl 1 N, 1B.15 g de Tris y
115 pl de TEMED en &0 ml de agua desionizada. lLa solucion se
ajusta a pH 2.4 con NaGH 1 N. Finalmente se lleva a un veiumen de
100 ml con agua.

Solucidén AZ. Se disuelven 50 g de acrilamida y (.2 g de bis-
acrilamida en 100 ml de agua desionizada. Fosteriormente, 1la
solucidn se pasa por filtros de 0.45 pm (Millipore).

Solucién A3. Se disuelven 140 mg de persulfato de amonio en
100 ml de agua desionizada.

Solucidén Bl. Se solubilizan 48 ml de HC1 1 N, & g de Tris vy
440 pl de TEMED en 40 ml de agua desionizada. Se ajusta el pH a
7.2 con NaDH 1 N, vy se lleva a un volumen de 100 ml con agua.

Solucion B2, Se disuelven 10 g de acrilamida y 2.5 g de bis—-
acrilamida en 100 ml de agua desionizada. Fostetriormente, se pasa
la solucidén por filtros de 0.45 pm (Millipore).

Solucion B3. Se disuelven 120 pg de riboflavina en 3 ml de
agua desionizada, se protege de la luz. Se prepara fresca cada
vez.

2) Métoda.

a) Independientemente del volumen de gel deseada, las
proporciones de las soluciones requeridas san las siguientes:

Gel resolvedor Bel cencentrador
Solucién Al 1 parte (9 ml)X Solucidn Bl 1 parte (1 ml)
Solucidn A2 1 parte (9 ml) Solucidén B2 2 partes (2 ml)

Solucién A3 2 partes (18 ml) Solucidn B3I 1 parte (1 ml}
X Los volumenes corresponden a las cantidades necesarias para

hacer un gel resolvedaor de 120 x 1462 x 1.5 mm vy un gel
concentrador de 15 x 162 » 1.5 mm.
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b) Para preparar la solucién de mondmeros del gel resolvedor,
se mezclan las soluciones Al y AZ, se desgasifica la mezcla con
vacio y agitacidén. Se afade la solucidén A3 justo antes de verter
al molde.

€) Se cubre con cuidado con uns capa de agua desionizada,
justo después de terminar de verter la mezcla de mondmeros. Esto
Wtimo permite contar con una superficie del gel regular vy
homogenea. Se deja polimerizar durante 30 min aproximadamente.

d) Se mezclan las soluciones Bl y B2, y se desgasifican. GSe
quita el agua de encima del gel resolvedor. Entonces, se agrega
la solucion B3, en la propocidn correspondiente, y se vierte esta
solucidén sobre el gel resolvedor. Al colocar el peine, se cuida
de que no gueden burbujas de aire atrapadas para formar los
carriles. Irradiar con luz blanca el gel durante aproxzimadamente
20 a 30 min.

e) Una vez que la polimerizacién se haya 1llevado a cabo,
disolver la muestra en la solucion de mondmeros para el gel
concentrador sobrante (que durante todo el tiempo se protegid de
la luz). Colocar las muestras en los correspondientes carriles e
irradiar el gel con luz blanca por 10 a 15 min. Finalmente
acoplar el gel a 1la camara de electroforesis e iniciar la
electroforesis con el sistema de amortiquadores antes indicados
(ver Materiales y Métodos).

3) Observaciones.
1., Este sistema técnicamente no es muy complejo, vy aunque

requiere de cierta experiencia, es bastante Gtil cuando se
intentan separar componentes por diferencias de carga y masa.
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II. GELES PARA SDS—-PAGE.

1) Reactivos.

Solucién A. Se disuelven 30 g de acrilamida y 0.8 g de bis~
acrilamida en 100 ml de agua desionizada. Se pasa la solucidn por
filtros de 0.45 pm (Millipore).

Solucién B. Se disuelven 18.17 g de Tris y 400 mg de SDE en
80 ml de agua desionizada. Se ajusta a pH 8.8 con HC1 1 N.
Finalmente se lleva & un volumen de 100 ml con agua.

Solucidn C. Se disuelven 46.06 g de Tris y 400 mg de SDS en 80
ml de agua desionizada. Se ajusta el pH a 6.8 con HCI  IN.
Finalmente se lleva aun volumen de 100 ml con agua.

Solucién D. (persulfato de amonio al 10 %Z). Se disuelven 100
mg de persulfato de amonio en 1 ml de agua desionizada. La
solucién se prepara fresca cada vez.

2) Método.

a) Para obtener geles de aproximadamente 60 x 100 x 1 mm
(para otros volumenes sdélo hay gue variar la cantidad de las
soluciones conservando la misma proporcién entre ellas), a
diferentes concentraciones de poliacrilamida, se emplean las
siguientes cantidades:

4% 7.5% 10% 12.5% 15% 20%
Sol. A 0.8ml 1.5m1 1.%95m1 2.5ml1(14.58ml)% 3ml 4.05ml
Sol. B 1.25m1 1.5ml  1.5ml 1.5ml (8.75ml) 1.5m1 1.5ml
Agua 3. 7ml 3 ml 2.3ml 2 ml{11.66ml) 1.5m1 0.45ml
TEMED 5p1 5u1 Spl Spl (29pl) spl 5p1
Sol. D 20p1 20p1 20p1 20p) (117p1) 201 20p1

¥ Los volumenes entre paréntesis corresponden a un gel resoclvedor
de 120 % 162 % 1.5 mm (Frotean I1I, Rioc Rad).

b) Antes de agregar los catalizadores (TEMED y la solucién de
persulfato), se desgasifica (10 a 15 min) la mezcla de mondmeros.
Después de afadir los catalizadores se vierte en el molde
correspondiente. Luego, se afade una capa de agua con cuidado
sabre la solucién de mondmeros. Se deja polimerizar durante 3I0
min aproximadamente. .
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c) Para el gel concentrador o espaciador (4% de acrilamida),
se emplean las siguientes cantidades:

Gel 10 x 100 x 1 mm Gel 15 x 162 x 1.5 mm
Sol. A O.66 ml 0.92 ml
Sol. C 1.26 ml 1.76 ml
Agua 3.08 ml 4,31 ml
TEMED 5 pl 7 ¢l
Persulf. 25 pl 35 pl

d) Se prepara la soluci6n de monémeros del gel concentrador,
de manera semejante a la del gel resolvedor, so6lo tomando en
cuenta las cantidades de las soluciones antes especificadas. Se
vierte la solucién en el molde. Se tiene cuidado de que no queden
burbujas de aire atrapadas, al «colocar el peine. Una vez
polimerizado el gel, se colocan las muestras en los carriles, se
acopla a la cdmara de electroforesis y se inicia la corrida.

3) Observaciones.

1. Esta técnica, es muy usada 1% es completamente .
reproducible, siempre y cuando se mantengan las mismas
condiciones tanto en el preparado de los geles como durante la
electroforesis. Ademds, constituye una herramienta de gran
precisién y resolucioén.
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I11. GELES PARA I1EF.

1) Reactivos.

Solucidgn de acrilamida. Se disuelven 24.25 g de acrilamida vy
0.75 g de bis—acrilamida en 100 ml de agua desionizada. Se pasa
la solucién por Filtros (Millipore) de 0.45 pm antes de
empl earse.

Solucion de glicerol (25%., p/v). Se pesan 2.5 g de glicerol vy
se lleva a un volumen de 10 ml con agua desionizada.

Solucign de anfolinas. Se prepara una solucidn de anfolinas
de pHs 8 a 10.5 ¢ 3.5 a 10, en una relacién 114 (v/v). Para 1.5
ml  se mezclaron 300 pl de anfolinas de pH 8 a 10.5 y 1.2 ml de
anfolinas de pH 3.5 & 10.

Solucion de persulfato (10%, p/v). Se disuelven 100 mg de
persul fato de amonio en 1 ml de agua desionizada.

Solucién de riboflavina 5’fosfato (0.1%, p/v). Fara 1 ml de
solucién, se disuelve 1 mg de riboflavina en 1 ml de ‘agua
desionizada. La solucién debe protegerse de-la 1luz. se hace
fresca de preferencia cada vez.

2) Equipo.

Cémara Bio-Fhoresis para IEF (Bio Rad).
Molde para geles horizontales delgados (Bio Rad).
Flaca de vidrio (100 x 125 x 2 mm).
Lampara de luz blanca.
Cortes de cinta Dymo (2 de 110 x B x 0.2 mmy
y 6de 10 x 8 % 0.2 mm).

3) Métado.

a) .Se ponen los cortes largos de Dymo en 1los carriles
laterales del molde, se sujetan con cinta adhesiva transparente.
Los cortes pequefios de Dymo se adhieren al fondo del  molde;
cuando el gel esté polimerizado, éstos cortes formaran pequefos
pozos donde se aplicard la muestra.

b) Montada sobre la cinta de Dymo, se coloca la placa de |
vidrio. )
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c) Se prepara la solucidén de mondmeros:

Solucién. Volumen.
Agua 8.25 ml
Sol. acrilamida I ml
Sol. glicerol 3 ml
Sol. anfolinas 0.75 ml

d) Se desgasifica la solucidén al menos por 5 min con
agitacion magnética y en vacio.

@) Se preparan la soluciones de catalizadores: 22.5 pl de la
solucidn de persulfato y 75 pl de la solucion de riboflavina,

) Se mezclan las solucicnes de catalizadores con la solucién
de monémeros desgasificada, se agregan 4.5 pl de TEMED y se agita
ligeramente, Se pipetea la solucién entre la placa de vidrio y el
fondo del molde:

1. Se sostiene la pipeta en un angulo de 45°, y se
limpia la punta de burbujas de aire.

2, B2 deja fluir la solucidn para formar primero un
frente a lo ancho de la placa.

3. Cuando estd formado el frente de liquido,
lentamente se afade el resto de la solucien hasta
llenar el espacio.

4., Si una burbuja es atrapada, se mueve la placa de
vidrio hacia los lados o con ayuda de una aguja se
remueve la burbuja.

g) Encima del molde se pone la lampara de 1luz blanca, se
irradia la placa por aproximadamente 1 h.

h) BSe separa el gel del molde! con una espatdla, por una de
las esquinas se ejerce una peguera palanca. Cuando el aire
aparece debajo del gel, suavemente separar el gel del molde. Ge
voltea. el gel, y sobre 1 mismo molde se irradia al gel con. luz
blanca otros 15 min, para eliminar el monémerc no polimerizado de
la superficie.
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i) Se remueven las esquinas del gel (cortes diagonales), asi
como cualquier porcién que alcance el borde de la placa de
vidrio.

j) Se coloca el gel (sostenido por la placa de vidrio) sobre
la plataforma de cerdmica vria (4 a 8°C) mojada con una solucidn
diluida de glicerol al 5 %, se procura eliminar las burbujas que
aparezcan entre la placa de vidrio y la plataforma de ceramica.

k) Se mojan 2 tiras de papel secante, de una longitud un poco
menor a la del gel, cada una con su respectivo amortiguador (ver
Materiales y Métodos)i se secan ligeramente y se colocan en
contacto con los bordes polares del gel. Se comprueba que los
electrodos hagan buen contacto con estos papeles.

1) Se aplican las muestras con una jeringa Hamilton de 10 pl
a cada uno de los pozos del gel.

m) Se colocan los electrodos, se satura la cémara con Np,
se cierra ésta y se inicia la electroforesis.

4) Observaciocnes.

1. El presente protocolo estd enfocado al empleo del equipo
para 1EF horizontal de Bio Rad (Biophoresis). FPermite emplear
geles de un grosor entre 0.2 y 0.6 mm, lo cual permite una
transferencia mejor del calor, y consecuentemente, es posible
aplicar mayores voltajes (hasta 2000 V), permitiendo una mayor
resolucidn en comparacion con otros sistemas de IEF.

2. Fara asegurar que la polimerizacion sea casi completa se
agregan dos catalizadores. Sin embargo, es importante emplear las
cantidades exactas pues menores cantidades comprometerian. una
buena polimerizacidn; de igual manera, mayor cantidad de los
catalizadores puede inhibir la reaccién de polimerizacién. Las
presentes cantidades permiten hacer un gel de 100 » 105 x Q.6 mm.

3. Es importante desgasificar la solucidén de mondmeros -al
menos por 10 min, para evitar la formacidén de burbujas durante la
polimerizacién.

4. Los cortes de Dymo sobre los carriles del molde se emplean
sdélo cuando se quiera hacer geles de 0.6 mm, que son mas
practicos para manejarlos que geles muy delgados.

S. La posicidén de los cortes de Dymo para la formacién de los
pozos de aplicacién, depende de las necesidades individuales,
debido a que este sistema constituye un andlisis en equilibrio
(las proteinas al alcanzar, dentro de un gradiente de pH, su
correspondiente pl van a dejar de migrar) deberia ser por tanto
indistinto el sitio de aplicacién. Es recomendable, sin embargo,
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formar los poros distanciados al menos 1 cm de los electrodos;
asi tambien es preferible colocar los pozos en un sitio distinte
donde esperamos migre lals) proteina(s). Fara comprobar que las
proteinas han alcanzado su pl, se puede aplicar la muestra en
diferentes posiciones en el gel, en la misma electroforesisi se
esperara, entonces, una idéntica migracion de la(s) proteina(s)
en el gel.

6. Aunqgue no se presentan efectos adversos patentes cuando se
almacenan este tipo de geles (cubiertos con una capa de Parafilm
y encerrados en wna bolsa, a 4°C). Es preferible emplear los
geles el mismo dia, debido a gue estan muy expusstos a una
atmésfera con COp (lo cual deriva en la inclusisén de 4cido
carbénico en el gel), esto resulta en un descenso en el gradiente
de pH en valores alcalinos. Igualmente, antes de iniciar e
incluso durante la corrida (2 ¢ 3 veces) es recomendable saturar
la camara de BioFhoresis con No, para evitar una importante
interaccién entre el CO, atmosférico y e1 gel.
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IV 'GELES PARA 2D PAGE.

1) Reactivos.

Soluciodn de Agrilamida. Se disuelven 30 g de acrilamida (30%)
y 1.8 g de bis-acrilamida (1.8 %) en 100 ml de agua desionizada.
Se pasa la solucidén por filtros (Millipore) de 0,45 pm.

Soplucion de anfolinas. Para 0.5 ml se mezclan 100 pl  de
anfolinas pH 8 a 10.5 y 400 pl de anfolinas pH 3.5 a 10.

Solucion de persulfato. Se disuelve 100 mg de persulfato de
amonio en 1 ml de agua desionizada. Se prepara fresco cada
ocasion.

2) Protocolo.

a) La electroforesis de la. dimensidén (IEF) se realiza en
tubos de vidrie (5 x 180 mm, didmetro interno de 1.5 mm)
siliconizados con una solucidn de FPhoto-Flo (Kodak): agua, 1:20
{v/v). Se secan los tubos, y, por un extremo se sellan con
Parafilm y se suspenden verticalmente con ligas en una gradilla.

b) Se prepara la solucioén de mondmeros: Fara aproximadamente
12 geles (130 x 5 mm), 4.49 g de urea se disuelven en 3.3 ml de
agua desionizada (requiere mucho tiempo de agitacion, o también,
se puede calentar muy ligeramente con agua tibia). A esta
selucidn se agrega 0.41 ml de la solucidén de anfolinas, 1.1 ml de
la solucién de acrilamida y 0.16 ml de triton X—-100. Fasar la
solucidn por filtros (Millipore) de 0.45 pm. Se desgasifica la
solucidén por al menos 10 min.

¢} Justo antes de verter la solucioén de monémeros a los
tubos, se agregan 5.5 pl de TEMED y 25 pl de la soluciden de
persul fato.

d) Con una jeringa de aguja muy larga (al menos 14 cm) se
vierte la solucién de mondmeros desde el fondo del tubo y se
afade solucién, y conforme el nivel de solucién en el tubo
4 aumenta hasta alcanzar la altura del gel deseado, se retira la
aguja del interior del tubo (debe ser un proceso continuo pero
relativamente rapido). Esto se repite para los demds tubos.

i e) Con una jeringa Hamilton, con cuidado, se aplica una capa
i de agua desionizada sobre la solucidén de mondmero dentro del
tubo. Se deja polimerizar por 30 min aproximadamente.

) Los geles pueden precorrerse = (con sistema de
amortiguadores indicados en Materiales y Métodos.), para eliminar
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productos secundarios de la reaccién de polimerizaciéni aunque en
general, en los geles sin haber sido precorridos no se observan
diferencias notables en comparaciodn a los asi tratados.

Q) En una cédmara de electroforesis Protean II (Bio Rad) se
acoplan los tubos. Se quita con cuidado el Farafilm del extremo
inferior. Se guita tambien el agua que cubre los geles, vy se
aplica la muestra solubilizada mds 2% de anfolinas (pH 3.5 a 10),
se rellena el resto del tubo con el amortiguador superior. Se
aiaden cantidades correspondientes de los amortiguadores superior
e inferior. Y se inicia la electroforesis.

h) Cuando se emplean muestras celulares, o soluciones
proteinicas que tiendan a precipitarse a este pH o agregarse, es
conveniente solubilizarlos al menos 2 h antes con las siguientes
solucjionesi

1. Bolucidén para solubilizar proteinas.

Urea 9 M 5.4 g/10 ml
Tritéon X—100 al 4 % 0.4 ml1/10 ml
Z2—mercaptoetanol al 2 % 0.2 m1/10 ml
Mezcla de anfolinas al 2 %4 0.2 m1/10 ml

(del intervalo que se desee)
Se filtra en 0.45 pm y se almacena a 4°C.

2. Solucidn de lisis para extractos celulares.

Urea 9.5 M 5.7 g/10 ml
Nonidet P-40 (4 Tritonm %x-100) al 2 % 0.2 m1/10 ml
Mezcla de anfolinas al 2 % 0.2 m1/10 ml
Z2-mercaptoetannl al 2 % 0.3 m1/10 ml

Se filtra en 0.45 pm y se almacena congelada
en alicuotas.

i) Terminada la corrida los geles pueden almacenarse (-70°C),
o equilibrarse y acoplarse inmediatamente a geles para SDS-PAGE

-

(Z2a. dimensidén).

j) Fara equilibrarlo, el gel se coloca sobre una espéatula
acanalada, se baffa con la solucidén de transferencia por 10 min a
4°C. Se descarta la solucién y el gel se coloca sobre un trozo de
Parafilm.

k) En geles practicamente idénticos a los empleados para el
sistema de SDS-PAGE, a excepcidn sélc del empleo de un peine con
una gran carril central (14 cm), y uno pequefo lateral, se coloca
el gel equilibrado. El uso de una placa de vidrio interna con
bisel, permite una mas facil adicién del gel delgado. El gel, con
ayuda de una espatula, se resbala entre los dos vidrios del molde
del gel de la 2a. dimensién. Se coloca encima del gel
concentrador, dentro del carril principal, se evita introducir
bubujas de aire. Se adiciona el amortiguador superior- hasta
llenar el espacio entre los vidrios.
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1) Este sistema se acopla a la cémara Protean 11 (Rio Rad), vy
se inicia la electroforesis segun las condiciones indicadas para
SDE~-FAGE.

3) Dbservaciones.

1. Debida a las caracteristicas de estos geles, cobran gran
importancia la presencia de burbujas; es  por  eso, que es
prioritario desgasificar por bastante tiempo. Igualmente, el modo
de aplicacién de la solucidn del monémero debe ser 1o mas
cuidadoso posible.

2. Hay que tener presente, cuando se estd aplicando 1la
solucidn de mondmeros, gue la polimerizacion es relativamente
rapida (aprosimadamente 10 min) por lo gque cada aplicacion tiene
que ser, ademds de cuidadosa, rapida.

3. PFPara la electroforesis, se eligen los geles que no
presente burbujas, y se acoplan a la camara de Protean Ilj es por
eso  que en general, es recomendable preparar algunos geles de
mas.

4, Una vez terminado el isoelectroenfoque (la. dimensién),
los geles son desalojados, de los tubos de vidrio, al afadir agua
entre @1 gel y el vidrio lentamente (con wuna aguja larga Yy
delgada). Esta labor requiere préctica. Tambien es posible sacar
los geles si se aplica presidén en alguno de los extremos del gel,
por ejemplo con aire, aunque esto requiere precaucién.

5, Con el equipo aqui empleado sélo €s posible realizar la Za
dimensidon de 2 geles de manera simulténea.
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AFENDICE B

METODOS DE TINCION

I. TINCION CON AZUL. DE CODMASSIE R-250.

1) Reactivos.

Solucion para teNir. Azul brillante de Coomassie R-250 (.02
%y 25 % de isopropanol y 10 % de 4cido acédtico. Para 100 ml de
solucidént 20 mg de azul de Coomassie se disuelven en 25 ml de
isopropanol pureo, se lleva a 80 ml con agua desionizada; se
agregan 10 ml de &cido acético puro, y finalmente, se ajusta a
100 ml con agua. La solucidn se agita al menos por 13 min antes
de emplearla.

Solucion para destefir. Solucién de isopropanol al 10 % vy
dcido acético al 10 %. Para 100 ml de solucioén: 10 ml de
isopropanol puro se lleva a un volumen de BQ ml con agua
desionizada, se afade 10 ml de acido acético, y se termina de
ajustar a 100 ml con agua.

2) Método.

En un recipiente preferentemente transparente, se coloca el
gel. Se cubre con la solucidén para tefir. Se deja en la solucién
para tefir toda la noche. Una vez tefido el gel, se lava varias
veces con  la solucidn de isopropanoliacido acético, hasta el
grado de destincidén deseado. Finalmente el gel se almacena en
agua.

3) Observaciones.

1. Constituye un método de deteccion de proteinas muy facil y
altamente reproducible, aungue no es extremadamente sensible (1 a
2 pg de proteinal.

2. La velocidad de tincién se puede incrementar mediante
agitacién rotatoria (2 a 3I hrs son suficientes), o ademads
calentando (70 a 100°C el gel en la solucidn para tedir, con el
recipiente tapado (30 a 60 min).

3. Igualmente, para disminuir el tiempo necesario de

destincion (o nUmero de lavados), el gel puede agitarse
rotatoriamente y/o calentarse en la solucién para destefir.

82



I1. TINCION CON PLATA (BIO RAD).

1) Reactivas.

Solucidn fiijadora 1. Metanol al 40 % (v/v) y &cido acético al
10 % (v/v) en agua desionizada. Para 100 ml: 40 ml de metanol
puro se llevan a B0 ml con agua, se afaden 10 ml de A&cido
acético, y se ajusta a 100 ml con agua.

Solucion fijadora 2. Etanol al 10 % (v/v) y 4cido acético al
S % (v/v) en agua desionizada. Fara 100 mli 1Q ml de etanol se
llevan & B0 ml con agua, se afaden 10 ml de &cido acético, y se
ajusta a 100 ml con agua.

Solucidén oxidante. Se diluye 10 veces la solucién oxidante
concentrada (dicromato de potasio y acido nitrice) con  agua
desionizada (preferentemente menor de 1 pmho de conductividad).
Para 100 ml: 10 ml de solucion concentrada se diluye hasta 100 ml
con agua. Se prepara fresca cada vez.

Solucién de plata. Se diluye 10 veces la solucidén de plata
concentrada (nitrato de plata) con agua desionizada (menor de 1
pmhe de conductividad). Para 100 ml: 10 ml de 1la solucidn
concentrada se diluye a 100 ml con agua.

Solucién para revelar. Se disuelven 32 g de polvo (carbonato
de sodio y paraformaldehido) por litro de agua desionizada. Para
100 ml: se pesa 3.2 g de polvo y se disuelven en 100 ml de agua.
Se puede almacenar la solucién por un mes a temperatura ambiente.

Solucisén de 4cido acético . Acido acético al 5 % en  agua
desionizada. Fara 100 ml: & BO ml de agua se agregan S wml de
4dcido acédtico puro y se ajusta a 100 ml con agua.

2) Método.

Segun el grosor del gel, se lava en las diferentes scluciones
de acuerdo al siguiente protocolo:



Reactivos Duracidén

< 0.5 am 0.5 mm a 1 mm > 1 mm
1. Fijador 1. 30 min 30 min 60 min
2., Fijador 2. 15 15 30
3. Fijador 2. 13 15 30
4. Spl. oxidante. 3 5 10
5. Agua desionizada - S 10
6. Agua desionizada - S 10
7. Agua desionizada - - 10
8. Sol. plata 15 20 30
?. Agua desionizada - 1 2
10. Sol. para revelar Aproximadamente 30 seqg o cuando se
aprecie un precipitado pardo.
11. Sol. para revelar 5 min S min S min
12. Sol. para revelar - S S
13, Sol. ac. aceético 5 <] o

14, Almacenar en agua.

3) Observaciones.

1. La presente técnica corresponde al método de empleo
rutinario del estuche de tincién con nitrato de plata de Bio Rad.
Constituye wuna técnica muy sensible (detecta hasta decenas de
nanogramos), muy practica y bastante reproducible, con un poco de
experiencia y con los reactivos en condiciones optimas
(almacenado a 4°C el equipo dura hasta 1 afo funcional).

2. Es importante realizar todos los pasos del protocole a
temperatura ambiente y con agitacion constante. Igualmente, es
necesario manipular el gel con guantes.

3. Los tiempos de fijacion corresponden a los tiempos
minimos, por lo que pueden modificarse segln las conveniencias.
Cuando un gel se va a tefiir otro dia, es preferible almacenarlo
enn la solucion +ijadora 1. Fara geles con sustancias que
interfieran con la tincion (anfolinas, glicerol, 2~
mercaptoetanol, etc), es recomendable lavar por el doble de
tiempo en la soclucidn fijadora 1 e incluso renovar al menos  una
vez la solucién.

4, El revelado depende principalmente de la concentracion de
proteinas, por 1lo que hay variacién en los tiempos arriba
indicados de revelado} es por eso, que se recomiznda seguir el
transcurse del revelado sobre una fuente de luz (negatoscopio), y
detener 1la reaccidén (se descarta la solucidén para revelar y se
afade la solucién de acido acético) al alcanzar el grado de
tincion deseado.

5. En caso de sobretincidn, se puede agregar Rapid Fixer
(Kodak) al 30 % en agua, para disminuir el color del fondo, vy
cuando se alcanza el nivel de tincién deseado se lava
abundantemente con agua el gel.
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I1X. TINCION CON NEGRO AMIDO.

1) Reactivos.

Solucidén de neqgro amido. 0.1 % de negro amido, 10 % de &cido
acético y 45 % de metancl., Para 100 ml: 100 mg de negro amido se
solubilizan en 45 ml de metanol puro, se diluye con agua
desionizada a un volumen de 80 ml, se agrega 10 ml de 4&cido
acético, y finalmente se lleva a 100 ml comn agua.

Solucidén para desteRir. %0 % de metanol y 2 ¥ de 4cido
acético. Fara 100 mlt a 920 ml de metanol puro se afaden 2 ml de
4dcido acédtico puro y se lleva a 100 ml con agua desionizada.

2) Método.

a) Una vez terminada la electrotransferencia a papel de
nitrocelulosa, la porcion gue se desea tefir con negro amido
(principalmente marcadores de FM) se coloca en un recipiente
adecuado al tama®o del papel.

b) Se agrega la solucion de negro amido, Yy se baia 1la

nitrocelulosa durante 3 a S min, en agitacidn rotatoria continua. .

c) Pasado este tiempo, se cambia la solucién de negro amido
por la solucidn para destefir. Se realizan varios lavados rapidos
y con agitacidn rotatoria con la solucién para destefir, hasta
conseguir la tincidén deseada.

d) Se almacena el papel en agua o puede secarse entre dos
papeles filtro.

3) Observaciones.

1. Constituye una técnica répida, simple y con buen grado de
sensibilidad (semejante a la tincidn con Coomassie).  Ademas
resulta adecuada para la tincién de proteinas fijas a soportes,
como la nitrocelulosa.

2. Se debe tener cuidado en no sobrepasar el tiempo de
tincidn, pues posteriormente resulta dificil destefir
completamente el fondo.

3. El tiempo total de destincién debe ser corto (menos de 15

min), vya que a tiempos mayores, se inicia la degradacion del
papel de nitrocelul osa.
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AFENDICE C

1) Equipo.

Camara de Transferencia (Trans Blot, Bio Rad)

Cassette

Dos hojas de {fibra o esponja

Papel de nitrocelulosa (0.45 um)

Papeles filtro grueso o delgados (segln corresponda)l
Falangana grande

Tubo de ensayo

Amortiguador de transferencia (ver Materiales y Métodos)
Fuente de poder Modelo 250/2.5 (Rio Rad)

2) Método.

a) Una ver terminada la electroforesis, el gel se enjuaga con
agua y se deja incubando con la seclucidén de transferencia por al
menos 30 min.,

b) El cassette se abre y la hoja de plastico que quedara del
lado catodico (poloc negativo) se coloca en el fondo de la
palangana con solucidén de transferencia. La hoja que quedari& del
lado anoddico (polo positive) se recarga en la pared del
recipiente.

; c) Sobre la hoja de plastico del cassette se coloca una fibra
(Scotch Brite) empapada en solucidn de transferencia (la fibra se
usa solamente con geles de 1.5 mm de gtrosor en adelante). Para
geles menores de 1.5 mm de grosor se coloca una esponja (de
aproximadamente 1 cm), también empapada en la solucidén de
transferencia. :

d) Sabre la fibra himeda, se coloca una hoja de papel filtro
absorbente (Bio Rad) empapado en solucion de transferencia. Para
geles delgados (menores de 1 mm de grosor). se usan varias (al
menos 2) hojas.de papel filtro delgado (tipo Whatman # 1).

e) Se coloca el gel sobre el papel absorbente, se tiene
cuidado de que no queden burbujas de aire atrapadas.

f) Se satura una hoja de nitrocelulosa (cortada de acuerdo al
tamafo del gel) con solucién amortiguadora. Esto se hace. por
capilaridad para evitar gque queden burbujas de aire atrapadas  en
la matriz del papel. Ahora, se coloca la hoja de nitrocelulosa
sobre el gel, se empieza por el centro y se oprime hacia los
extremas, para evitar burbujas de aire entre ellos. Con un tubo
de ensayo limpio se desliza sobre la hoja de nitrocelulosa, - para:
eliminar las posibles burbujas atrapadas.
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g} Se cubre la nitrocelulosa con otra hoja de papel filtro
absorbente (u hojas delgadas) empapada en solucion de
transferencia.

h!) Se coloca otra hoja de fibra (o esponja), empapada.

i) Se cierra el cassette doblando la hoja de pléastico que
guedara en el lado anddico.

3 Se coloca el "sandwich" en la camara de
electrotransferencia, se tiene cuidado de que quede en la
orientacién adecuada (gel! polo negativo} nitrocelulosat polo
positiveo). Se agrega la solucién de transferencia a la camara,

~

teniendo cuidado que cubra los electrodos o al menos 2 cm por
encima del gel. Se coloca un agitador magnético en el fondo de la
camara, Y se mantiene una agitacidén suave y constante.

k) Se tapa la cdmara, se conecta a la fuente de poder, y se
inicia la electrotransferencia.

3) Observaciones.

1. Es necesario que al menos al manejar el gel y la hoja de
nitrocelulosa, se empleen guantes. Igualmente, hay que tener
cuidado en el manejo de la nitrocelulosa pues es fragil.

2. Para geles delgados (menores de 1 mm de grosor) empleados
principalmente en IEF (soportados por una placa de vidrio), es
recomendable efectuar lo siguiente:?

i+ Terminada la electroforesis, el gel (apoyado en la
placa de vidrio) se equilibra en la solucién de
transferencia, durante ese tiempo, con una espdtula
se separa el gel del vidrio {(con mucho cuidado).

ii. Pasado el tiempo de equilibracién, se levanta el
gel (adn apoyado en la placa de vidrio), y sobre él
se coloca una hoja de papel filtro absorbente
delgado (empapado en la solucidn de transferencial.
Con cuidado se da vuelta al gel, #1 cual ahora
guedard apoyado sobre el papel. Se separa el gel
de la placa de vidrio lentamente.

iii. Se sobreponen (el gel y el papel filtro) a una capa
de papel filtro premojado en la solucién de
transferencia (paso  d. del protocolo arriba
indicado). El gel debe quedar hasta arriba.

iv. 8e cubre el gel con 1l1a hoja de nitrocelulosa y se
continta con la técnica arriba indicada.
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AFENDICE D

DETERMINACION DE FROTEINAS

1) Reactivos.

Solucidén A, Solucion de albdmina sérica bovina (BSAR) para
hacer la curva pabrén [0.5 pg/pll. Se pesan 500 pg de BSA y se
diluye « 1 ml con agua.

Solucién B. Solucién de NaOH 1 N. Se pesan 4 g de NaOH y se
disuelve en 100 ml de agua.

Solucidn L. Solucién de MNaoCDz al 2 4. Se pesan 2 g de NaoCOz
y se disuelven en 100 ml de agua. Se almacena a temperatura
ambiente.

Solucidn D. Tartrato de sodio y potasio al 2.%. Se pesan 2 g
de tartrato de sodio y potasio y se disuelve en 100 ml de agua.
Se almacena a 4°C.

Solucion E. CuS04 al 1 %. Se pesa 1| g de CuS04 y se disuelve
en 100 ml de agua. Se almacena a 4°C.

Se mezclan 9.8 ml de la solucién C, 0.1 ml de 1la
1 ml de la solucion E. Se prepara fresca cada vez.

Bolucion

E.
solucién D y O.

Solucién 6. Reactivo de fenol de Folin-Ciocalteau diluido 11
en agua desionizada.
2) Método.

a) Se colocan las muestras (5 a 3Q pg) en tubos de vidrio (13
» 100 mm), en un volumen no mayor de 100 pil.

b)Y Se llevan todas las muestras a un volumen de 100 pl con
agua.

c) Se prepara la curva patron de acuerdo a la tabla, al menos
por duplicado.

CURVA FATRON

tubo BSA Agua Sol. A Sol, B Sol. F Sol. G
tpgl (pl) (pl) (pl) (W1 (p1)
A o 100 o 100 FQ0 100
B 5 0 10 100 200 100
c 10 80 20 100 F00 100
D 20 60 4Q 100 200 100
E 30 40 60 100 700 100
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d) Se agregan 100 pl de la solucién B a cada tubo y se agita.
e) Se incuba a temperatura ambiente, durante 10 min.

) Se agregan 200 pl de la solucion F a cada tubo, y se agita
rapidamente,

g} Se agregan 100 pl de la solucidn B, y se agita
inmediatamente.

h) Se incuba durante 30 min a temperatura ambiente,

i) Be lee en celdillas de plastico o vidrio, a 730 nm (filtro
rojo).

h) Cuando la cantidad de proteina es mayor de 30 pg, se lee a
660 nm (para evitar perder la linearidad de la curva).

j) La curva patrén resulta al restar el valor del blanco (sin
proteina) al valor promedio obtenido para cada concentracién. Por
minimos cuadrados es posible ajustarlo a una linea recta.

k) La concentracion de proteina de las muestras se obtiene
interpolando, en la curva patrén, laos resultados obtenidos para
las muestras.

3) Obserwvaciones.

1. Este método estd basado en la técnica de microandlisis de
Lowry (108), asi como en las modificaciones hechas por Hartree
(109). Esta técnica tedéricamente se basa en la reaccidn del cobre
en condiciones alcalinas con la proteina (tirosina y aminocécidos
aromaticos principalmente). La ptroteina tratada con cobre,
entonces reduce al reactivo fosfotingstico~fosfomolibdico y se
genera el color azul. El nivel de coloracién es directamente
proporcional a la concentracién de proteina.

2. Esta técnica resul ta extremadamente sencilla y
reproducible; y tiene una buena linearidad entre 2.5 y 30 pg de
proteina, es por eso que se aconseja ajustar las muestras a
concentraciones cercanas a este intervalo.

3. Es muy importante agitar inmediatamente después de aRadir
a la muestra la solucioen 6 para permitir que la reduccidén del
reactivo fosfotdngstico-fosfomolibdico sea con la mayor cantidad
posible de proteina tratada con cobre.
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