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INTRODUCCION 

la comunicación es una funcJón esencial para la supetvlvencla de los organismos. Las dos principales formas 
de comunicación orgánica son la qulmlca y la eléctrica, y la comunicación m~ simple se realiza de una célula 
a otra. 

En la comunicación eléctrica, las superficies de las células forman juntas o uniones en uno o varios puntos 
con la ayuda de protelnas especiales, que dan lugar a las uniones estrechas o Impermeables, desmosomas, etc. 
En el caso de las sinapsis eléctricas, sin embargo, las membranas están muy cercanas, pero sin llegar a 
juntarse (1 ). 

En la comunlcacl6n qulmlca, las células comunicantes pueden estar muy lejos una de otra, y utilizan como 
mensajero a una molkula cuya naturaleza qulmlca puede ser muy diversa: aml~cldo, péptido, derivado de 
colesterol, etc (1, 2). La célula emisora libera el mensajero al medio, y~ viaja hasta llegar a la célula receptora 
e induce su respuesta. Esta forma de comunicación es empleada por organismos unicelulares comoD>"ctlos

tellum d/scoldeum, cuando hay escasez de nutrientes, para agres;irse, diferendarsey producir esporas (1 ). En 
ocasiones, el mensajero se almacena en gránulos que liberan su contenido cuando es necesario (1, 2, 3). 

El sistema nervioso utlllza una combinación de ambas formas de comunicación. Para comunicarse con 
otras, una neurona envfa a lo largo de su axón un Impulso eléctrico. Cuando el Impulso llega a las terminales 
axónlcas, provoca la liberación de varios gránulos secretorios, que llevan uno o llW mensajeros qulmlcos en 
su Interior. los mensajeros qulmlcos, llamados neurotransmisores o neuromoduladores, a su vei., Inducen una 
respuesta en la neurona adyacente. Esta. respuesta es, casi siempre, la generaci6n o Inhibición de un Impulso 
eléctrico (1 ' 3). 

En organismos complejos, las c~ulas encargadas de producir mensajeros qulmlcos frecuentemente se 
encuentran agrupadas en glándulas. Cada glándula secreta ciertos mensajeros u hormonas. las glándulas que 
secretan sus productos hacia el torrente sangulneo se llaman end6crlnas; como ejemplo tenemos a la hipófisis, 
el páncreas y la tiroides. las glándulas ex6crlnas seaetan sus productos hada afuera o hada otro compartl· 
miento corporal. Algunas glándulas ex6crlnas son el estómago y la glándula mamarla (3). 

A este nivel, la comunicación no se hace obviamente de una célula a otra, sino de una población de células 
a otra, es decir, de tejido a tejido. 



la comunicación mediada por mensajeros qulmlcos puede tener varios niveles de complejidad, que 
dependen principalmente del número de mensajeros que Intervienen. En la comunicación de primer orden, 
el producto secretado controla directamente una respuesta especmca; por ejemplo, la permeabilidad y 
reabsorción de agua a nivel renal controlada por la ADH (hormona antldiurétlca). En la regulación de este tipo 
de comunicación, Intervienen mecanismos de retroalimentación; para el ejemplo anterior, el volumen y la 
concentración de solutos en la sangre serla el mecanismo regulador. 

En la comunicación de segundo orden, los productos secretados provocan a su vez la liberación de otra 
hormona por el órgano blanco. Tal es el caso de la CnRH (hormona liberadoradegonadotroplnas), que, liberada 
por el hipotálamo, viaja a la hipóflsls e Induce la seCrec:ión de las gonadotropinas LH (hormona lutelnlzante) y 
FSH (hormona estimulante del follculo). En la regulad6n de este tipo de comunicación Intervienen otras hormo
nas, por lo que es més compleja. 

En los sistemas de comunicación de tercer orden, una hormona provoca la liberaclón de otra hormona que 
a su vez provoca la liberación de otra más. Un ejemplo de esto lo constituye el eje hipotálamo-hipófisis-tiroides: 
el hipotálamo secreta TRH o tlroliberlna, que en la hipófisis provoca la liberación de TSH o tlrotropina, que a 
su vez controla la producción y secreción de las hormonas tiroideas triyodotlronlna {T3) y tiroxina {T 4). la 
regulación de este eje está dada por el equilibrio que establecen la TRH, que estimula a la hipóflsis, y T 3 y T 4, 

que la Inhiben (3). 

Como se ve, los sistemas necvloso y end6crlno no se Ignoran entre si, al contrario, se interrelacionan y hasta 
companen mensajeros. Por ejemplo, ciertas estructuras cerebrales, como el hipotálamo, pueden secretar sus 
mensajeros hacia la sangre, y muchos mensajeros end6crlnos, corno la lrisullna, pueden alterar funciones 
neuronales (3, 4). Por eso, se cree que las células nerviosas y end6crlnas tienen un origen embriológico común. 

Por otro lado, el sistema inmune, asl como tiene su conjunto de ~utas especializadas, tiene un grupo 
de mensajeros qulmlcos, y se ha demostrado que estos mensajeros Inmunológicos pueden lníluenclar la 
liberación de hormonas y modificar las respuestas neuronales a ciertos neurotransmisores, así corno algunos 
mensajeros neuroend6crlnos alteran el comportamiento de células del sistema Inmunitario. Entonces, el sistema 
neuroendocrlnolnmunológico es el encargado de concertar y coordinar las funciones de las c6lulas de los seres 
vivos (5). Esto indica que la separación de este gran sistema en subsistemas es completamente arbitrarla y que 
si bien ha permitido conocer muchas cosas, para llegar a comprenderlo, al sistema neuroendocrlnolnmunoló
gico debe tomArsele como un todo. 

HIPOFISIS 

Una de las glAndulisS end6crlnas más complejas y activas es la glAndula pituitaria o hipóflsis. Está situada en 
la base del cráneo, dentro de una cavidad ósea del esfenoides llamada ºsilla turca•. En los mamlferos, la glándula 
tiene 2 lóbulos, al posterior se le llama neurohlp6flsls y al anterior, adenohlpóflsis. la glándula hlpóf isls está 
conectada con el hipotálamo por el tallo hlpoflslarlo, que es un haz de vasos y fibras que se originan en el 
hipotálamo y cuyas terminales forman la neurohlpófisis. la adenohlp6fisls se origina de una evaglnacl6n del 
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ectodermo primitivo llamada Bolsa de Rathke, por lo que su origen embrlol6gloo es epitelial. Es por esto que 
a la hipófisis se le llama 'glándula mixta', pues está constituida por elementos provenientes de dos estirpes 
celulares diferentes (2). 

la hipófisis se comunica oon el hlpot.ilamo vfa el sistema porta hlpotalámloo-hlpoflsiarlo, que consiste en 
un conjunto de vasos en el hipot.álamo (llamados vasos portales largos) que desembocan en los capilares 
sinusoidales del lóbulo anterior. Es por medio de este sistema que los factora liberadores del hi~lamo 
llegan a la hipófisis y estimulan la s!l)tesls y secreción de hormonas (2, 3). 

Neurohlp6fisll 

En la neurohlpóllsls, constituida por terminales axónlcas, se almacenan ocltoclna (Ol} y vasopresina (\11'), 

también llamada hormona antidiurética (AOH). Estas hormonas son pequefios péptldos de 9 aa muy parecidos 
enue sf pues sólo difieren en 2 aa, por lo que se cree que se originaron por duplicación de un gen ancestral. 
La vasopreslna ayuda a reducir la ~rdlda de agua por los rlftones y aumenta la presión arterial. la ocitoclna 
provoca la contracción del m6sculo uterino y de las células mloeplteliales de la glándula mamaria, provocando 
la evacuación de leche (2, 3). 

la adenohlpólisls se compone de 3 porciones: pars dlstalis, pars tuberalis y pars Intermedia. Esta l'Jltima 
queda enue la adenohipófasls y la neurohlp6fisis. 

En la adenohipófisls hay varios tipos celulares, Identificados por lnmunohlstoqufmk:a, que se llaman de 
acuerdo al tipo de hormona que producen. Asf, tenemos lactotropos (prolactina o PRll, somatotropos 
(somatotroplna o CH), tlrotropos (tirotro:iina o TSH), gonadotropos (hormona luteinlzante o lH y hormona 
estlmu lante del folfculo o FSH) y cotticotropos (corticotroplna o ACTH). En la pan Intermedia se sintetizan 2 
tipos de hormona "5timulante del melanoclto (-aMSH y 6-MSHJ (2). 

En las aves, la pan lntennedla no existe. En cambio, la pus dlstalls se divide en 2 lóbulos, el caudal y el 

cefálico. En el lóbulo caudal se encu~ntran mayorltarlamentesomatotropos, en el 16bulocefálico hay tlrotropos, 
lactotropos y corticotropos. los gonadotropos se distribuyen en los dos lóbulos (6) (fig 1 ). 

las hormonas sintetizadas por la adenohlp6fisls regulan una gran variedad de funciones. la PRl, por 
ejemplo, estlmula la secreción de leche y modifk:a la conducta materna; en las~. la Plll tiene que ver en 
la reprodudón, la osmorregulaclón, en el metabolismo de carbohldratos y probablemente participe en la 
regulación del crecimiento y de otros procesos met.abóllcos (6). la ACTH estimula la secred6n de las glándulas 
suprarrenales; la TSH provoca la liberación de hormonas tiroideas; las gonadotroplnas (fSH y Ui), provocan 
la secreción de hormonas esteroldes y la diferenciación de pmet05 en las gónadas; la hormona de crecimiento 
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Fi•:r. l. Diagrama de la distribución de los distintos 
tipos celulares de la par.s di.stali.s de las aves. Abre
•naturas: Cd, lóbulo caudal; Cp, lóbulo cef~lico; ME, 
eminencia media; NL, lObulo neural; oc, quiasma Optico 
PT, pars tuberalill; PV, vasos portales; VIII, tercer 
ventrículo. Símbolos: • GH; --º LH/FSH; • ACTH; 

O PRL; c. TSH. (Tomado de ref. 6) 



(CH), como su nombre lo Indica, ayuda 11 crecimiento tisular, además de participar en el metabolismo de 
lfpldos, carbohidratos y síntesis de ácidos nucleicos y protelnas (2, 6, 7). 

Honnona de Crecimiento 

Como ya se mencionó, la CH o somatotropina se sintetiza y almacena en los somatotropos de la 
adenohlp6flsis. En las aves, constituye aproximadamente 10" de la proteína hlpoflslarla total (6). La CH es 
una proteína de 191 a 192 aa (amino.ácidos), seglln la especie, y el PM (peso molecular) predicho por la 
secuencia de aa es de aproximadamente 22,000; por lo que a la forma más abundante de la hormona en varias 
especies se le llama '22 k'. La CH tiene 2 puentes disulfuro, que hacen que la molécula forme dos asas, una 
grande y otra pequella (7). 

La CH se descubrió en 1921, cuando Long y Evans Inyectaron extractos hlpoflslarlos humanos a ratas 
hipofisectomizadas y observaron que éstas aumentaban de peso y tamal\o. Esto demostraba la e¡cistencia de 
una 'hormona del crecimiento' en la hipófisis (8). 

Para estudiar a esta hormona se disel\aron y peñecclonaron técnicas de purificación, que generalmente 
Incluyen el uso de varios cientos de glándulas, su homogeneización y la precipitación de proteínas a diferentes 
concentraciones de sales o con diversos solventes, como etanol y acetona. De esta manera, la primera CH que 
se obtuvo en forma pura fue la bovina, en 1945 (9). Recientemente, con la ayuda de la técnica del ADN recombi 
nante, se ha donado el gen de CH de varias especies en bacterias, y también asf se pueden obtener grandes 
cantidades de la hormona pura (10). 

Al comparar las Gti purificadas de diferentes especies, se vió que aunque el PM predicho por la secuencia 
de aa era muy similar para todas ellas, en sistemas analíticos como electroforesis en SOS (SOS-PACE) o flltraclón 
molecular, presentaban PM variables de 21 a 29 Kd (8). Estas discrepancias pueden deberse a la variabilidad 
de los sistemas analíticos empleados por diferentes grupos o a diferencias Intrínsecas a las moléculas de CH, 
que se describirán más adelante. 

Cuando se compararon las secuencias de aa de CH de diferentes especies, se encontró que son altamente 
similares entre sr. Además, la CH presenta un 85 " de similitud con el lactógeno placentario (PL, también 
llamado somatotropina cor16nica o CS) y con la PRL (aproximadamente en un 35 ");de tal suene que estas 3 
hormonas constituyen una familia, pues se cree que evolucionaron a partir del mismo gen ancestral (8). Cada 
una de estas hormonas tiene un n6mero parecido de aa (CH y PL, 191 a 192 aa; PRL 198 a 199 aa), más o 
menos la misma cantidad de puentes disulfuro (CH y Pl, 2; PRL, 3), y los receptores para una reconocen a las 
otras aunque con diferente aflnidad (8). 

La CH participa en una gran cantidad de funciones, y no ()nlcamente en aquella que le da nombre (ver 
tabla 1); y ejerce sus efectos a cono (efectos metabólicos) o a largo plazo (efectos lentos o hlpenróflcosJ. Los 
primeros generalmente Incluyen la modificación de procesos metabólicos tales como llp611sls, Incorporación 

de iones, aa o az6cares. El segundo tipo de efectos generalmente requiere síntesis de novo de ácidos nucleicos 
y proteínas (27, 28, 29). 

5 



·. :.... - . ~ 

rv. '~:Jl:1·.:.:. :1:: t1tr :bl3.s~ei3 
J-: i·,umar~ •) s 

~'l. C~lul~s }1~mat~p~1~t1cas 

ea 1:-ul t 1 '.'-:i 

PrtGu1·~0reJ er:t~ó·~8-
n:::.r; t~·t..1m.1ni:·s 

-:! ! r -:.· ·.:- -. .. -~ 

.: ": :: • . .. . .. -~ ¿· -

.; .. :·.:-:: .: ... 

Tr ;:· .. .:;- .. 
.~.- '. 

!1~~orp1ra~1,~t~ .i~ sulf~:·) 

3; n t~~-1.5 ·::.:- . .:.z::¡.¡ 

H-ur1d1n~ y ~!-:euc1z1~ 

. _..¿ "; 

( 13) 
( l u.) 

( 2t) .' 

( 21) 

e 2 2) 

( 23) 

(24) 

( 2:'·) 

Se::r~c1ón :t~ sQmati:.s~at1:;.;i (20) 

~~~~-~~~~~~~~~~-~~-~~~~---------------------------------------------------
Ti::nt.i.i'.lú d~ (2), 1;1:-n mocl1i1c2~i:::or,2.5. 

6 



La CH puede funcionar directa o indireaamente, a través de un sistema de segundo orden, provocando 
la liberación de otra hormona, la somatomedlna C o ICF-1 (insulín-like growth factor 1 o factor de crecimiento 
insulinoide). Primero, la CH es reconocida por el hígado, y entonces éste libera ICF-1, que va a sus tejidos blanco 
a ejercer su acción (30, 31, 32). 

Este efecto de la CH es el del crecimiento, pues se ha demostrado que durante la diferenciación de los 
condrocitos y los preadipocltos, la CH provoca la diferenciad6n de éstos, asf como la liberacl6n de IGF-1, que 
con su efecto mitogénico, da lugar a la expansión clona! de las células diferenciadas (33, 34); aunque otros 
autores reportan que la CH puede actuar directamente tebre los condrocitos, a los que induce a reproducirse 
(3~ . 

Para otros de sus efectos, la CH funciona directamente, como es el caso de la lipólisls y la incorporación 
de glucosa por las células (27). Sin embargo, se han observado efectos antagónicos de la CH, sobre el mismo 
proceso metabólico, según el tiempo de Incubación de la hormona sobre el tejido; es decir, se ha visto que 
puede aumentar la lipólisis o inhibirla. Por otra parte, puede Incrementar la Incorporación de glucosa (efecto 
lnsulinoide), también puede disminuirla.(efecto diabet6geno) (27, 36). 

Para explicar la multiplicidad de funciones y los efectos antagónicos de la CH, se han propuesto varias 
hipótesis: 

1) Hormona •multidominio•: Según esta propuesta, la CH estaría conformada por varios dominios 
estructurales, antigénica y funcionalmente diferentes, de tal suerte que cada uno tendría su receptor particular. 
De esta manera, con receptores repartidos en varios tejidos, cada uno con capacidad de reconocer un cierto 
dominio, se provocarían respuestas diferentes de cada tejido, lo que explicarla la multifunclonalldad de la 
hormona. 

• 2) Hormona 'modificada': Esta hip6tesis propone que la hormona, al modificar su estructura, puede dar 
lugar a nuevas funciones. Estas modificaciones serian tales como multimerlzacl6n, procesamiento proteolítico 
parcial, o adición de algún grupo químico, como fosfato, acetilo, carbohldraro, etc. Así, la CH no sería un sólo 
tipo de proteína, sino una familia completa de mol«ulas, que se originarían a partir de un precursor común, 
las cuales serían responsables de los diversos efectos de la CH. 

3) Una combinación de las anieriores, que sería más probable. 

Las hipótesi$ 2 y 3 se encueman muy apoyadas por la evidencia obtenida h;uta ahora. Incluso desde los 
allos de 1950 y 60 se reconoció que la CH 'pura• oblenlda de mamlferos·se resolvfa en varios componentes 
en sistemas de electroforesis en almidón, Tris-PACE o cromatografla. A éstos componentes se les llamó variantes 
o isohormonas (7, 8). 

Inmediatamente, algunos grupos se dedicaron a caracterizar química y biol6glcamente a estas variantes. Se 

instrumentaron varios bioensayos para determinar la actividad hormonal, tales como el lactogfnlco, el de la 
ganancia de peso y la estimulaclón del cartdago de la libia de ratas hipoflsectomlzadas (7,8). 
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Desde 1961, en geles de almidón se resolvieron 6 variantes, 4 mayoritarias y 2 minoritarias de la GH humana 
(hGH), las cuales presentaban actividad tanto somatotrópica como lactogénlca (37). Sin embargo, en 1962 se 
corroboró que sólo los componentes mayoritarios tenlan actividad somatotróplca (38). 

Posteriormente, se aislaron 4 variantes de carga que presentaban el mismo PM. Tres de estas variantes, 
llamadas C, D y E, provenfan de la digestión con plasmina de la variante B. las variantes D y E, más ácidas, 
tuvieron mayor actividad en los bioensayos lactogénico y de la tibia (39). 

lewis y col (40), aislaron después por PACE a cuatro variantes de la hGH nombradasa1, a2, aJ y S; cuyo 
comportamiento electroforético era similar a B, C, D y E, respectivamente. Al estudiar las variantes a2 y a3, se 
descubrió que eran el resultado de un procesamiento proteolftlco limitado¡ a a2 le faltaban los aa 135 a 140 
y a al los de 135 a 146. Esta reglón se localiza en el asa •grande" de la molécula. Todas las variantes fueron 
igualmente reconocidas por un RIA especfflco. 

Después, se aisló una variante acetilada en el NH2 terminal, que presenta actividad biológica e inmunoló
gica. También, se encontraron formas desamidadas en el aa 152(Asn---Asply137 (Gln---Glu) (7,41). 

En cuanto a la hormona de crecimiento de pollo (cGH), alste evidencia de que ésta también presenta 
variantes moleculares de carga. En sistemas de electroforesis no desnaturalizante, se han detectado al menos 
3 variantes, que muestran Rf de 0.23, O.JO y 0.35; sin embargo, estas variantes presentan el mismo PM en 
SOS- PACE: 26.3 kd (42, 43, 44). Además, se sabe que alrededor de la tercera parte de la cCH está fosforilada, 
hecho que podrfa contribuir a la heterogeneidad de carga (44). 

Desde el punto de vista funcional, se ha demostrado que al menos las variantes 0.23 y 0.3 tienen distinta 
actividad sobre explantes de tejido adiposo de pollo: la variante 0.23 es lipolftlca (incrementa la concentración_ 
de glicerol liberado al medio), mientras que la 0.3 tiene un efecto antllipolftico (Inhibe la lipóllsls inducida por 
gfucagon) (20, 45, 46). 

Por isoelectroenfoque, se identificaron hasta 1 O variantes de cGH en homogeneizados frescos de hipófisis 
(45, 47), as! como en preparaciones puras de la hormona (43, 45). los pi de estas variantes iban desde 6.0 
hasta 8.45, y aumentaban o disminufan los niveles de algunas de ellas según la edad de los pollos. (43, 45, 47). 

la presencia de estas variantes se explica por las modificaciones postraduccionales de la GH 22 K. Sin 
embargo, existe otro tipo de variantes, no de carga, sino de masa, que pueden generarse de varias maneras: 

1. Agregación de mon6meros 4:Piocesamlento diferencial del ARNm 

2. Procesamiento proteolftico limitado 5. Glucosilaclón 

3. Dlversklad gen6mlca 
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Con respecto a este caso, se ha demostrado que la CH puede existir como dímeros (45 kJ, tetrámeros (80 
k) e Incluso polímeros más grandes (100 k). En algunos bioensayos, estos oligómeros son más activos que la 
CH monomérica, por ejemplo el tetrámero de 80 k es de 100 a 200 veces más activo que la CH 22 k en el 
bioen sayo de la tibia. Estos agregados se encuentran circulantes (7, 48, 49). 

Una variante, llamada 24 k, tiene un corte proteolftico en la posici6n 139, en el asa grande. Esto provoca 
que se aumente el radio de Stokes de la molécula, y tenga un PM aparente mayor en geles de SOS-PACE. (7). 

En aves, también se ha visto la existencia de olig6meros, que pueden disociarse con mercaptoetanol en las 
condiciones reductoras de SOS-PACE, aunque aparentemente también se encuentra un dímero resistente a 
la reducción, tanto en aves (45), como en otras especies (50, 51). 

2. Procesamiento proteolftko llmhado 

El segundo mecanismo, el de la escisión de un segmento de aa, es empleado en casos bien conocidos para 
generar diferentes hormonas a partir de un mismo precursor, mediante cortes diferenciales. Tal es el caso de 
la POMC (pro-opiomelanocortlna), que tiene Incluidas en su estructura las secuencias de mensajeros más pequ~ 
llos como la SLPH, ACTH y YMSH. A su vez, dentro de la SLPH están la S-endorfina, YLPH y SMSH; y dentro 
de la ACTH, se encuentran aMSH y Q.IP (2, 3). 

Tamblhl, se sabe que la PRL sufre un coite proteoUtlco en la hlp611sis y en sus tejido. blanco (corno la 
glándula mamarla) y genera un péptldo de 16 kd que es biológicamente activo en los bioensayos de PRL y que 
es reconocido también por los receptores hepáticos, y aparentemente tiene funciones propias, no compartidas 
con la PRL (52). 

En cuanto a la CH, se ha encontrado un producto que carece de un segmento en el extremo COOH, 
llamado P16 (PM 16 kd). Aparentemente, este P16 es rM5 kldo que la CH 22 k, y el corte proteollticoíse hace 
entre los residuos 152 y 156 (53). 

Otros autores han probado que los péptldos sintéticos correspondientes también al extremo carboxi-ter
minal de la CH (residues. 172 en adelante) tienen acciones hiperglicémlcas (54). 

Por otro lado, se ha visto que los sepnentos correspondientes al extn!mo amino.terminal de la CH pueden 
regular el metabolismo de los carbohidratos. El segmento 1 a 43 de la hCH es un potenciador del efecto de la 
Insulina, pues Incrementa la incorporación de glucosa estimulada por Lll Insulina (55). Otros autores (56, 57) 
reportan que los aa 32 a 46 de L1I hCH y 32 a 45 de la rCH son suficientes para disminuir la secreción de glucosa 
por el hfgado y aumentar el efecto de la Insulina al facilitar la Incorporación de glucosa en tejidos periféricos. 
Estos datos apoyan la hipótesis de la existencia de regiones o "dominios' que tienen alguna actividad biológica 
per se. 
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Asl pues, la escici6n de segmerwos de la CH biológicamente activos parece jugar un papel Importante en la 
multifunclonalidad de esta hormona. 

J. Divenidad gen6mlca 

En los humanos, existen 2 genes para la hGH, el hGH-N ( -normaO y el hCH.Y (variable). Ambos genes, 
que se encuenuan en la misma región del cromosoma 17; tienen 5 exones (denominados con n(Jmeros romanos 
del 1 al Vl y 4 lnuones (del A al Dl. El que se expresa en la hipófisis y da lugar a la CH 22 k y sus variantes, es 
el hCH-N (7,8, 1 O). Sin embargo, algunos autores reportan que el gen hGH·V, que antes se crela un pseudogen, 
se expresa en la placenta, y ésta protelna aparece en el suero materno~ o menos a la mitad del embarazo, 
y contin(Jan aumentando los niveles hasta el parto (58). 

También, se descubrió que tanto hGH como hPCH (producto del gen hCH-Vl se unen a los mismos 
receptores he~ticos, aunque presentan algunos aa diferentes en la región 32 • 46y hPGH es una protelna más 
básica (58). 

Un estudio posterior (59), demosuó que de hecho exlm!n 2 especies de ARNm uanscrito de hGH·V. Estas 
especies podrlan dar lugar a variantes de hPCH. 

4. Procesamiento dlfel'l!llClal del ARNm 

la variante que se genera por este mecanismo es la llamada 20 k. Ella lsohormona careoe de los aa 32 
a 46 correspondientes a la secuencia del mon6mero 22 k, y forma del 5 al 10 'l' del contenido de CH de las 
glándulas y tiene tendencia a dlmerizarse (7, 1 O, 60). 

Se cree que esta variante de CH se genera cuando en el transcrito primario, el segundo lntr6n se escinde 
unos residuos más de lo usual, llevándose consigo los nucle6tidos del tercer ex6n que codifican para los aa 32 
• 46, dejando un teroer ex6n truncado (10). 

Esta variante presenta una actividad similar a la de 22 k en los ensayos soinato y lactogénicos (7, 8). Se 

comporta comparablemente a la 22 k en el RRA (ensayo de radio-receptor) en linfocitos IM-9, pero presenta 
una unión menor en tejido adiposo, hlgado y glándula mamarla (61 a 64). 

la 20 k se ha encontrado en la circulación y aparentemente tiene una vida media más larga que la 22 k 
(65). También, se ha visto que carece de las propiedades lnsulinoides de la 22 k, lo cual no es tan raro si se 
considera que los residuos 32 a 46 son responsables de esa actividad, y_!_a.20 k no los tiene (10, 55). 

lecomte y cols (66), con estudios en una biblioteca genómlca de ADNc de hlpóf lsls, encontraron y donaron 
3 AONc que codifican para la 22 k, la 20 k y una nueva especie de 17 .5 k. Esta nueva variante carecerla de 40 
aa codificados por el tercer ex6n, y se generarla tambl6n por procesamiento diferencial en el exuemo 3 • del 
segundo lntr6n; pero no se ha enconuado todavfa una variante de CH con estas caracterf$tlcas (66). 
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S. Glucosllacl6n 

La división clásica de las hormonas adenohipoflsiarias separa a éstas en holoprotefnicas (CH, PRL) y las 
glucoproteínicas (TSH, FSH y LH). Por eso, la CH se consideró por mucho tiempo como una holoproteína. Sin 
embargo, desde 1984 se reportó la existencia de una fracción de PRL ovina que estaba gfucosilada (67). 
Después, se demostró que tanto la PRL humana como la porcina también presentaban una cierta proporción 
de moléculas con carbohidratos (68, 69). Además, la forma glucosilada presentó menor actividad que la forma 
holoprotefnica en varios bioensayos (69, 70). Después, se comprobó que también el PL bovino podía estar 
gfucosilad~_,171 ). 

El primer reporte concerniente a la existencia de una variante gluc01ilada de la hormona de crecimiento 
humana, fue hecho en 1986 (72), y al al\o siguiente (73), se descubrieron variantes gfucosiladas de CH de rata 
y ratón, y se encontró que los niveles fisiológicos de estas variantes también se podían afectar por el cambio de 
ciertas condiciones como el sexo, la lactancia, la ovariectomfa y por factores hormonales como progesterona 
y estradiol. 

En las aves, el primer reporte de una variante glucosilada de la CH fue hecho por Berghrnan y col en el 
pollo (74). La existencia de esta variante fue establecida por inmunohistoqufmica. Esta protefna presentó un 
PM mayor que el de la CH •normal", pero no fue caracterizada finamente. 

Como se ve, la detección de este tipo de isohormonas fue muy Importante, pues además de Incrementar 
el nCimero de miembros de la familia de la CH, conduce a reconsiderar la clasificación antigua de las hormonas 
hipoflsiarias. 

Planteamiento del problema 

La historia de la neuroendocrinología, al igual que la del resto de las ciencias, nos muestra cómo, en pocos 
allos, los conceptos y las ideas, por muy dogmáticos que sean, tienen que adaptarse a los nuevos descubri
mientos. 

Por ejemplo, inldalmente se conoebfa a la CH (de hecho a tocias las hormonas> como una sola especie 
proteínica. Cuando se describió la heterogeneidad molecular de preparaciones puras de la CH, muchos 
investigadores atribuyeron este hecho a la hidrólisis de la hormona durante el proceso de purillcad6n, y no 

fue sino hasta la detección In vM> de estas variantes cuando su existencia fue completamente aceptada. 

Enseguida, algunos grupos de investigación se abocaron a estudiar-las diferencias estructurales de las 
variantes, así como su actividad biológica, y de esta manera se logró correlacionar ciertas estructuras con 
determinadas funciones, como se dijo anteriormente. 

También se logró determinar que las variantes o fso.hormonas diferían entre sr en alguna modiflcad6n 
postraducclonal, tal como desamidaci6n, fosforilaclón, etc (40, 41); pero no se consideraba que la glucosilaci6n 
pudiera darse en la CH ni en las otras hormonas de su familia (PRL y Pl). 
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Tiempo después, sin embargo, se detectó una fracción de PRl glucosllada (67), y esto condujo a buscar 
una fracción glucosilada de CH, que, efectivamente, se encontró (72, 73, 74). 

Al tiempo del reporte de estos estudios, en nuestro laboratorio ya se venia purificando y caracterizando a 
la CH de pollo desde hace tiempo, y se contaba con los recursos necesarios para estudiar la heterogeneidad y 
la actividad de la cCH. Adem~, ya estaba prácticamente montado un protocolo para obtener una fracción 
glucoprotelnica de la hipófisis del pollo. 

Por todo esto, nos propusimos determinar la presencia de cCH en dicha fracción glucoprotelnlca, asl como 
desarrollar un método de purificación de la variante glucosila<b de cCH y someterla a diversos análisis 
electrofor6tlcos para comparar su comportamiento con el de la cCH •normal", pues cabla la posibilidad de que 
esta variante tuviera, en si misma, heterogeneidad estructural. 
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OBJETIVOS 

En vista de que el Interés principal del laboratorio es la cCH, y de que evidencias recientes Indican la 
presencia de carbohidratos en hormonas de la familia de la CH, se plantearon los siguientes objetivos: 

1. Desarrollar un protocolo sencillo y eficiente para la obtención de una fracción glucoproteínica de la 
adenohip6flsls del pollo. 

2. Demostrar la presencia de u na variante glucosllada de la cCH en una fracd6n gfucoproteínica mediante 
sistemas electroforétlcos e lnmunol6gicos. 

3. Desarrollar una técnica de purificación de la variante glucosilada de cCH (gcCH). 

4. Caracterizar bioquímlcamente a la variante purificada. 

u: 



MATERIALES Y METODOS 

Material biológico 

Se utlllz.aron hipófisis de pollos Pllch (7 a 8 semanas de edad) alimentados ad llbltvm. Se decapitiron los 
pollos y las cabezas se almarenaron en hielo fra~ mientra_s se obtenlan las hipófisis mediante un corte sagital 
del cráneo y extirpándolas con pinzas. las glándulas asf obtenidas se almacenaron inmediatlmente en hielo 
seco y después a -70 ° C en un congelador REVCO hasta su utillz.ación. 

El agua empleada para la preparación de diversas soluciones y amortiguadores fue deslonlzada en un 
aparato MilliQ !Mlllipore). 

El fantlcuerpo (lg<i de cabra anti-lgC de conejo acoplada a peroxidasa), -la resina de Afflgel-1 O, la gelatina 
y en general todos los reactivos para electroforesis y electtotransferencla se obtuvieron de Bfo.Rad (Estados 
Unidos). 

la resina de Concanavalina A - Setarosa, la Concanavalina A acoplada a perOKidasa (Con A - HRPJ y la 
alb6mina se obtuvieron de Sigma <E. U.). 

la Sefarosa 48 activada con CNBr se obtwo de Pharmacla (Suecia)•· · 

Se utilizaron anfolinas de Bio-Rad o Pharmacla lndlstlntameree. 

Todos los reactivos restantes fueron de f'ado analftlco. 
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- Anticuerpos 

Los anticuerpos antl-cGH utilizados se obtuvieron por Inmunización de conejos Nueva Zelanda en los 
ganglios poplfteos, con una preparación pura de la hormona de crecimiento de pollo (42, 44), según el esquema 
de Inmunización reportado previamente (75). Estos anticuerpos (Ac) resultaron ser altamente especlflcos, pues 
su lnmunorreactlvidad cruzada con hormonas de crecimiento de varias especies, así como con otras hormonas 
es prktlcamente nula (75). 

El suero se almacenó en alícuotas que fueron congeladas hasta su utilización. 

Extracción de prolefnu hlpofhlarlal 

Se dlseM un protocolo de extracción basado en trabajos anteriores (76, 77). Todos los pasos se realizaron 
a 4•c. De cada paso se tomó una alfcuota (100 IJ para determinar la concentración de proteína y analizar el 
grado de purificación por electroforesis. Un esquema de este protocolo se muestra en la figura 2. 

a) Homogenelzad6n 

Dos lotes de aproximadamente 1 SO glándulas (en total 300) se pesaron y homogeneizaron en una solución 
acuosa de lnhlbidores de proteasas: Fenil-metll-sulfonil-íluoruro (PMSFJ 0.5 mM y aprotl nlna 50 klU (unidades 
de kallcreína) por mi pH 7 .2; (se alladleron 2.5 mi de solución por gramo de tejido). Se dieron 12 golpes con 
un homogenelzador Potter - Elvehjem. Ambos homogeneizados se juntaron y se ajustó el volumen para obtener 
una concentración de 3 g de tejido/ 1 O mi de solución. 

b) Alcallnizaci6n 

El homogeneizado se llevó a pH 9.5 con una solución concentrada de Ca(OH)J y se dejó en agitación 15 
minutos. Posteriormente se oentrlfug6 a 11,500 rpm (10,000 x g) por 30 minutos en una centrifuga So!vall 
RC5-B con rotor de ángulo fijo SS34. El precipitado (conteniendo tejido no roto, material insoluble) se dejó y 
el sobrenadante alcalino se siguió procesando. 

e) Primera preclpltacl6n con (NH4)2S04 

El sobrenadante alcalino se llevó a 0.1 S M (3.745 %) de saturación con sulfato de amonio, al\adlendo gota 
a gota y con agitación constante el volumen apropiado de una solución de sulfato de amonio al 100 %. Luego 
se ajustó el pH a 4.0 con (HP03)n 0.2 M, se dejó en agitación por 15 minutos y nuevamente se centrifugó a 
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11,500 rpm por 30 minutos. El precipitado se resuspendló en un volumen pequello de solución salina alcalina 
(NaCI 0.15 M, pH 10) y constituye la Fracción 1 (f1 ). 

El sobrenadante obtenido en el paso anterior se llevó al 80')(. de saturación con sulfato de amonio, la 
cantidad necesaria de sulfato de amonio al 100 " se agregó gota a gota y con agitación constante. El pH se 
ajustó a 6.5 con NaOH 1 N, se dejó en agitación por 15 minuotos y se centrifugó. El precipitado se resuspendió 
en el menor volumen posible de "2HP04 0.2 M y se calentó a 55 - 60 ° C durante 2 minutos. A esta fracción 
se le llama F2. 

e) Diálisis y liofilización 

El sobrenadante obtenido en el paso anterior, asl como las fracciones F1 y F2 se transfirieron a bolsitas 
hechas con membrana de diálisis Spectrapore # 3 (límite de exclusión 3,500 daltones) yse dializaron 
exhaustivamente vs agua desionizada durante aproximadamente 40 horas, haciendo varios cambios del agua. 
Después, las fracciones se concentraron a sequedad en una liofllizadora labconco. 

Determinación de la concentncl6n ele profefnas 

Se siguió el método de lowry y col. modificado por Hartree (78, 79), para la determinación de la 
concentración de proteínas en cada etapa de la purificación. la técnica se explica ampliamente en el apén
dice 1. 

Purlflcacl6n de glucoprotefnas 

Para obtener glucoprotelnas a partir de la Fracción 2, se cromatograrl6 a esta 6kima por afinidad en una 
resina de Concanavalina A- Sefarosa (Sigma). Todos los pasos se llevaron a cabo a 4'C. Detalles de la preparación 
de amortiguadores y montaje ele la columna se dan en el apéndice 2. 
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Brevemente, a 7 mi de resina se les hicieron 4 lavados con amortiguador de equilibrio (Tris - HCI 20 mM, 
NaCI 0.15 M, MnCli 1 mM, CaCl21 mM pH 7.0) para eliminar el amortiguador preservativo. 

La muestra (F2, aproximadamente 50 mg) se disolvió en el amortiguador de equilibrio y se aplicó en un 
volumen pequello (no mayor de 3 mi). Se dejó Interactuar con la resina de 15 a 20 minutos y se eluyó primero 
con el amortiguador de equilibrio y luego con..,D-metilgluc6sldo y/o~o-metilman6sido 10 mM y 100 mM 
disuelto en el mismo amortiguador. 

Para realizar esta cromatografía se ocupó el siguiente equipo: un conductfmetro LKB-2195, un absorci6-
metro LKB-2138, un graflcador LKB-2210, un colector de fracciones LKB-2070 y una bomba peristáltica 
Pharmacla P-3. 

El flujo de la columna se ajustó a 0.4 mVminuto, se colectaron fracciones de 2 mi y la velocidad del papel 
fue de 0.5 mnv'mlnuto. 

Las fracciones correspondientes a cada pico obtenido se juntaron y se dializaron y liofilizaron como se 
describió. La fracción retenida <glucoprotelnlca) es la llamada Fracción 3 (f3). 

Purificación de cGH glucosllacla 

La F3 se sometió a una cromatografía de lnmunoafinidad (se pasó por una resina con anticuerpo antlcGH 
acoplado), con el objeto de obtener una preparación enriquecida de la cGH gtucosilada, tal como se describe 
a continuación: 

Se obtuvo lgC antlcCH al pasar suero Inmune de conejo por una columna de Protelna A - Sefarosa (detalles 
de las técnicas se describen en el apéndloe 2). 

Despúés, 25 mg de lgG se pusieron en contacto con 5 mi de Affigel 1 O (Blo - Rad, activada con 
N-hldroxlsucclnlmida). Se dejó reaccionar 4 horas a 4 ° C con agitación en un aparato Milllgen 504. La reacción 
se detuvo con etanolamlna 1 M pH 8.0 (0.1 mi por mi de resina); se dejó en agitación 1 hora. Después, se lavó 
la resina con 10 voh'.imenes de Hepes 0.1 M pH 7.5 y 5 volúmenes de: Tris 0.1 M pH 7.5 (amortiguador de 
equilibrio), Tris 0.1 M pH 7.5 con NaCI 0.5 M y iicldo acético 0.1 M (amortiguadores de eluclón). La columna 
se almacenó con azida de sodio al 0.2 % en el amortiguador de equilibrio. 

La F3 se resuspendló en un volumen pequello del amortiguador de equilibrio, se aplicó a la columna y se 
dejó Interactuar con ella por 20 minutos. Después se eluyó con el volumen necesario del amortiguador de 
equilibrio; posteriormente se hicieron lavadós secuenciales con Tris 0.1 M + Nad 0.5 M y con iicldo acético 
0.1 M. Se colectaron fracciones de 1 mi y se emplearon el equipo y las condiciones arriba mencionados. 
También, el contenido de los tubos correspondientes a cada pico se junt6, dializó y liofilizó como ya se ha 
dicho. 
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- Electroforesis en geles de poliacrllamlda (SOS - PACE) 

El equipo utilizado fue de Bio-Rad (C<imara Protean-11, cámara Mlnl-Protean y fuente de poder 200/500). 

la técnica que se siguió se bas6 en el método de laemmli (80), en geles al 12.S % de acrilamida. la 
preparación de las diversas soluciones y el ensamblaje de los geles se detalla en el apéndice J. 

Se aplicaron no más de 40 g de proteína por carril, disueltos en amortiguador de la muestra, el cual tiene 
2-mercaptoetanol al 5 %, para romper los puentes disulfuro. 

Se utilizó un amortiguador de corrida conTrls0.02SM, glicina 0.19 M y SOS 0.1",pH8.6. Seapllc6 un 
voltaje de 100 V para el gel concentrador y 200 V para el gel resolvedor (geles grandes). Cuando el frente del 
colorante hubo llegado aproximadamente 0.5 cm arriba de la orilla del gel, se detuvo la corrida, se sacó el gel 
y se tll\6 o se puso en presencia de solución de transferencia. 

- Electroforesis en condiciones nativas (Tris-PACE) 

Se siguió la técnica de Nicoll (81), que se describe con detalle en el apéndice 4. 

Este sistema electroforétlco permite la separación de protefnas sin desnaturallzarlas, principalmente con 
base en su carga eléctrica neta. Esta *nica se realizó en geles cilíndricos y en placa. los geles cillndrlcos se 
tll'leron con Negro Amldo 10-B; los geles hechos en placa se electrotransfirleron y revelaron como se describe 
más adelante. 

- lsoelectroenfoque ~nalftlco (IEF). 

Se tomó como referencia el protocolo recomendado por Blo-Rad para la preparación y corrida de geles 
de IEF (Ver apéndice 5). 

Equipo: Cámara Bio-Phoresis para IEF horizontal (Blo-RadJ, con los adltamerms necesarios y una fuente 
de poder de alto voltaje (Blo-Rad 3000 XI). 

Se prepararon geles planos al 4" de acrilamlda, de 0.6 x 100 x 125 mm. las muestras estaban Ubres de 
sales, disueltas en no más de 1<rl de agua (a veces se alladra O.S)'lde anfolinas para facilitar la solubilizaclón), 
y se aplicaron en unos pocltos hechos en el gel. la corrida se efectúa a 5 W (potencia constante). luego, se 
incrementa gradualmente la potencia hasta llegar a 12 W y un total de-aproximadamente 4000 Voltios por 
hora. la temperatura se mantuvo a 4 ° C. 

Cuando se terminó la corrida, se retiró el gel, se apoyó sobre hielo frappé y se midió el gadiente de pH 
con un electrodo de superficie. Despu&, se electrotransfirl6 como se describe adelante. 
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• Tlnclones para geles. 

Los geles de SOS-PACE se til'leron con Azul Brillante de Coomasle R-250 al 0.02 "' en lsopropanol al 
25 % y ácido acético al 10" al menos durante 3 horas. Para destel'llr, se us6 kldo acético al 7 %. 

los geles de SOS-PACE que requerían una técnica más sensible <para detectar hasta 100 ng) y las geles de 
IEF se til'leron con el método de plata, después de la transferencia. Se utilizaron los reactivos y la técnica descrita 
por Blo-Rad, cuyos pasas se detallan en el apéndice 6. 

• Electroforesis bidimensional 

El protocolo que se siguió se basó en las referencias 82, 83, 84 y 85; y se describe paso por paso en el 
apéndice 7. 

La 'primera dimensión' consiste en la separación de las proteínas por IEF en tubos delgados. la "segunda 
. dimensión' consiste en acomodar los geles cilfndrlcosenclma del gel concentrador (sin pozos) de una SOS-PACE 

normal. De esta manera, las proteínas se separaron por carga y por tamal'lo. la detección de las bandas se hizo 
por un método inmunoenzl~tico después de la electrotransferencia. 

- Electrotransferencia (El), 

Esta técnica se empleó con el propósito de detectar pequel'las cantidades de hormona de manera sensible 
y especifica. 

Esta técnica consiste en transferir las proteínas separadas en un gel a un papel de nitrocelulosa, y después 
revelar las bandas con anticuerpos (Ac) o algím otro agente, segím la técnica de Towbln y cols (86). 

Equipo: 

Cámara de electrotransferencia Trans-Blot con 'cassettes' de transferencia (Blo-Rad) y fuente de poder 
250/2.5 (Bio-Rad). Papel filtro absorbente, membrana de nitrocelulosa (NQ de 0.45 m de poro (Bio-Rad) y 
guantes. 

Una vez terminada la electroforesis (SOS-PACE, Tris-PACE o IEF), se enjuaga el gel con agua y se deja 
equilibrando en la solución de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM y metano! al 20 "') de 30 a 45 
minutos. Se prepara el 'sandwich' de transferencia (el procedimiento se detllla en el apéndice 8). 

la transferencia se efect6a a 200 mA por 30 minutas. Al terminar la corrida, se saca la membrana de NC 
del sandwich yse lava 2vecesconPBS1x pH 7.6, 5 minutas cada vez. Después, se deja en solución bloqueante 
toda la noche a temperatura ambiente. SI se til'ló con Ac, se us6 gelatina al 3 %. Si se tilló con Con A· HRP, 
se usó albclmina bovina (llSA, fracción Vl al 3 %. 

Se lavó la membrana para quitar la solución bloqueante, y se al'ladl6 Con A - HRP <4¡igfmD, por 3 a 4 horas; 
o 1 er Ac (1 :2000) por 2 horas, y luego 2 Ac (lgC de cabra • HRP, diluido 1 :3000) por 1 hora. Se reveló con 
4-cloronaftol (0.5 %) y H202 (0.15 %), que producen bandas color pOrpura. 
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RESULTADOS 

&tracción de protefnu adenohlpoflslarlu 

El esquema de extracción empleado permite la obtend6n de 2 fracciones protelnk:as principales: F1 y F2 
(ver material y métodos). En la F1 precipitan PRL y la mayor parte de la CH. En la F2 precipitan la mayorla de 
las glucoprotelnas (76, 77). 

Generalmente, se hicieron extracciones por lotes de aproximadamente 300 glándulas cada uno y se tomaron 
allcuotas de cada etapa de purlflcacl6n para determinarles la concentración de protefna, asl como para 
analizarlas por SOS-PACE y observar el grado de purificación obtenido. 

En la tabla 2 se muestran los rendimientos de 3 extracciones Independientes. Obsérvese que las variaciones 
en concentración de prolelna de las dis!lrus fracciones pueden deberse, al menos en parte, a la can!ldad de 
tejl~o del que se partl6. 

Los patrones electroforétlcos de las protefNI en las varlll etapas de extracción se muestran en la figura 
3. Como se puede ver, algunas protefnas se quedan en cierta fracción y no aparecen en las fracciones 
subsecuentes. La banda correspondiente a cGH se seflala con una flecha. N6tese que, como se habfa reportado 
(76, 77), la CH se encuentra en mayor cantidad en la F1. Sin embargo, en el carril de F2 se ve una banda que 
migra Igual que la cGH (que presenta un PM de 26 kd), y tambi~n se ve una banda de 29 kd, que podrla 
corresponder a gcGH, como se veri mis adelante. 

ObCencl6n de glucoprotefnaa (f3) 

Se deseaba purificar a las gfucoprolelnas presentes en la F2. Para eso, se escogl6 una resina de Concana
vallna A -Sefarosa por su alta afinidad, capacidad y facilidad de manejo. 
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Tabla 2 . COHPARACION EN mg DE PROTEINA DE LOS 

RENDIMIENTOS DE 3 EXTRACCIONES INDEPENDIENTES 

Fracciones EX tr. 1 Ex tr. 2 Ex tr. 3 

TeJ111o in1c1a1 (g) 2.96 3.02 2.37 

Extracto to tal 174.87 182.88 166.45 

Ppl1o. alca uno 77.7 5 9. 67 68.67 

Snl1te. alca uno 98.33 137.99 99.31 

Ppl1o. · pH 4 (Fl) 29.75 50.24 33.7 

Snl1 te. pH 4 35.19 56.11 28.33 

Ppi:to. 80 " CF2) 25.84 37.12 14.43 

Snd. te. 80 " nd. nl1 nd. 

Ppd.o., prec1p1ta11o: snl1te., .sobrenal1ante; nd., no detectable. 
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Flg. 3. SDS-F'AGE de las tracciones obtenidas du
rante la extracc1on. carrlles: 1) estandares de PM, 
2) Extracto total, 3) Prec1p1 ta do del extracto alca11-
no, 4) So:brenadante del extracto alcalino, 5) Prec1p1-
tado pH 4 CFracc1on 1), 6) Sobrenadante de la Fracc1on 
l, 7) Prec1p1tado 80 ~: (Fracc1on 2), 8) Sobrenao.ante de 
la Fracción 2. El gel se tirio con Azul de coomas1e. La 

flecha sef'lala a la banda que corresponde a cGH. 
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Para determinar las condiciones propicias de eluc16n, se montó una columna de Con A • Sefarosa de 5 mi 
de volumen. luego, se aplicaron 47.87 mg (peso seco) de F2. Se lavó con el amortiguador de equilibrio para 
elulr las proteínas no retenidas, y luego se eluyó secuencialmente con 3 soluciones distintas de azt'.ícares, para 
ver cuál era la más eficiente como eluyente, ya que estos azúcares compiten con las glucoprctefnas por los 
sitios de unión de la Concanavalina A). 

·, 

Primero se probó ·D-metilgf uc6sldo 0.5 M. El pico eluldo con este carbohidrato salló arrastrado y pequeño. 
Enseguida se aplicó a-D-metllman6sido 10 mM y se obtuvo un pico más compacto y más alto. Por t'.íltlmo, se 
aplicó a-O-metilman6sldo 100 mM, y se obtuvo otro pequello plco (flg. 4). 

la fracción no retenida y las retenidas se analizaron por separado en Tris-PACE en tubo y en SOS-PACE. 
Como se ve en la figura 5, las proteínas presentes en las fracciones eluldas con los 3 diferentes eluyentes 
aparentemente son Iguales. 

Asf pues, en vista de que las proteínas eluldas con 115 3 distintas soluciones de azt'.ícares son las mismas, y 
de que la solución de a-D-metilman6sldo 1 O mM era capaz de despegar la mayor parte de las glucoprotefnas, 
se decidió usar esta solución para la eluclón de las glucoprotefnas; en caso de que el pico saliera un poco 
arrastrado, se aplicarla a-D-metllman6sido 0.1 M. 

Por otro lado, se determinaron las movilidades relativas <RO de las glucoprotefnas presentes en la F3, y 
estos Rfs se compararon con los Rf reportados para las hormonas hipollslarlas de otras especies de aves (77). 
Asl, se encontró que la banda con un Rf de 0.13 podrla corresponder a lH, la de Rf 0.26 corresponderla a 
TSH; la de Rf 0.52 a FSH y la de Rf 0.75 podría corresponder a PRl. En la F3 tam~n se observaron las bandas 
correspondientes a la cCH, aunque más tenues (ver flg. 5-8). 

Una vez conocidas las condiciones cromatogrMlcas apropiadas, las fracciones F2 de 3 extracciones 
independientes se juntaron y se dividieron en 2 partes para crornatograflarlas en una resina de Concanavalina 
A -Sefarosa. las proteínas retenidas (eluldas con a-0.metllmanósldo) constituyeron la Fracd(in 3 (F3, fracción 
glucoprotefnlca). Esta cromatografla se realizó varias veces, en la figura 6 se muestra un cromatograma tlplco. 
las cantidades aplicadas a la columna y las obtenidas son: 

1• Cromatopafla Fr. llO retenida Fr. retenida 

F2 (ppdo 80 "'' EluldoTrls F3 (el. man6s.) 

2238mg 20.66mg 1.93 mg 

'i" Cromatopafla 

F2 (ppdo 80 "'' EluidoTris F3 (el. man6sl. 

333 mg 31.28mg 2.03 mg 
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Se decidió juntar las fracciones no retenidas (Eluldos con Tris) de las 2 cromatograflas y re-aomatografiarlas, 
para comprobar que se habla obtenido la mayor cantidad posible de las glucoprotelnas presentes en la F2 
original. Como se ve en el cromatograma (Flg. 7), práctlc:41mente no se obtwo FJ, lo que Indica que en las 2 
cromatografías anteriores se purificaron la gran mayoría de las glucoprotelnas. 

las fracciones asl obtenidas fueron analizadas por SOS-PACE y ET y tel\ldas primero con anticuerpo, para 
detectar sólo las bandas correspondientes a cGH. los resultados se muestran en la figura 8.Se aprecia que en 
la F2 hay parte de la cCH 'normal' (26.3 kd), y que al cromatografiar la F2 y obtener las glucoprotelnas <fracción 
F3), se observa que la tCH 26.3 kd se queda prácticamente toda en la fracción no retenida, mientras que el 
Ac reconoce a una protelna de mayor PM en la fracción retenida. Cuando se tilló tanto con Ac como con Con 
A·HRP (flg. 9), se vió que la tCH (26 k) no es reconocida por la Con A; en cambio, la tCH de 29 kd <gtucosilada) 
es reconocida tanto por el Ac como por la Con A. 

Además, en el carril correspondiente a la F3, tellidocon Con A·HRP, se ve una mancha Intensa en la región 
correspondiente a aproximadamente 17 kd. Es probable que esta mancha represente las subunldades a y S 
de las hormonas TSH, FSH y LH, pues es bien sabido que su peso molecular cae en ese Intervalo y que están 
profusamente glucosiladas. 

Por otro lado, el carril correspondiente a la fracción no retenida no se tille con Con A·HRP, lo que indica 

que se recuperaron prácticamente todas las glucoprotelnas con la cromatograffa en Con A • Sefarosa. 

Posteriormente, con el objeto de facilitar la caracterización de la gcCH, se trató de purificar a la cCH 
glucosilada a partir de FJ. Esta fracción se pas6 por una columna de lnmunoafinidad (Affigel 10 - lgC anti tCH). 
Este tipo de resina tiene grupos de N·hldroxlsucclnlmkla que reaccionan con los grupos NH 2 libres de las 
proteínas (en este caso lgC), y forman un enlace c:ovalente. 

Para la preparación de la primera columna, se utilizaron 1 O mg de lgC por mi de resina. Sin embargo, el 
acoplamiento fue pobre (alrededor del so%) y se tuvieron problemas en la recuperación de la tCH glucosilada 
durante la cromatografía de la F3, pues los rendimientos fueron muy bajos. Entonces, se decidió sintetizar otra 
columna de lnmunoaflnidad, en la que se incrementó la cantidad de lgC a 25 mglml de resina y los tiempos 
de incubad6n. Asl, el acoplamiento aumentó en cierto grado (aproximadamente 72 "), pero el enlace 
formado entre la resina y la lgC era aparentemente lábil, pues al cromatpgraflar la FJ y eluirla con Trls-NaCI 
0.5 M y ácido acético 0.1 M, salla también lgC, como se Yi6 por SOS-PACE y en el cromatograma (Fig. 10). Y 
los rendimientos de gcCH fueron muy bajos de nuevo (1 O a 15 µg). 

A pesar de las bajas cantidades de' prote!na obtenida, se pudieron analizar los Pfoductos eluldos mediante 
SOS-PACE y ET, y los patrones de bandas se muestran en la figura 11. Las bandas de alto PM corresponden a 
lgC, la de 29 kd corresponde a gcCH y la de 26 kd a cCH. 
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Después, se sintetizó otra columna de lnmunoaflnldad usando otra resina, Sefarosa 48 activada con CNBr, 
y se acopló a la lgC según las Instrucciones del fabricante (Pharmacla) y se utilizó una concentración de 5 mg 
de lgG por mi de resina. De esta manera, se obtuvo un 91 % de eficiencia en el acoplamiento, y se retenían 
aproximadamente 260 g de cGH en 3 mi de resina. 

Caracterización electroforftica 

El Dr. Luc Berghman, de la Universidad Católica de lovalna, Bélgica, donó generosamente 500 g de gcGH 
pura. Esta probó ser idéntica a la nuestra, pues corrida en SOS-PACE, electrotransferlda y tell ida con Con A·HRP 
se ve como una sola banda de 29 kd; con Acaparece la banda de26.3 kdy un dímero resistente a la reducción 
(fig. 12). En dicha figura las bandas se ven más juntas porque se usó una minl-dmara de electroforesis. Esta 
gcGH fue utilizada para la Tris-PACE, el IEF y la electroforesis bidimensional. ·· · 

Hacer estudios de caracterización de la cGH glucosilada se antojaba muy Interesante, pues bien se podía 
encontrar que la gcGH era de un solo tipo, o que, como su contraparte holoprotelnica, presentara heteroge· 
neidad estructural. 

Los resultados anteriores de nuestro laboratorio (42 a 45), demostraban que la cGH, cuando se corría 
en electroforesis no desnaturalizante (Tris-PACE), se separaba en 3 componentes, con diferente Rf pero con 
mismo PM • Para determinar la heterogeneidad de la gcCH en este sistema, en el que las protelnas se separan 
principalmente con base en su carga, se sometió a e$la muestra a Tris-PACE y ET y se comparó con ·la -cGH 
'normal'. ·· 

los patrones obtenidos se pueden wr en la figura 13. Al tel\ir con Con A· HRP, se observaron 3 bandas 
principales, con RF de O. 17, 0.22 y 0.26, y bandas minoritarias con Rfs de 0.31, 0.35 y 0.102. La tinción con 
Ac sobre el mismo papel de NC intensificó todas las bandas. En cuanto a la cGH, presentó un patrón muy 
similar al de la gcGH, pero movido hacia arriba, pues las bandas migraron menos, dando Rfs de 0.042, 0.085, 
0.135, 0.187, 0.233 y0.28. la cCH pura no se tille con Con A· HRP, sólo con Ac. 

la heterogeneidad de carga de la cCH también se habla demostrado con el IEF analltlco, en un gradiente 
de pH de 4 a 9 (45), en el que se hab~n identificado al menos B bandas. la gcCH, corrida en este sistema, y 
después de nuevo la IET, presentó un patrón idéntico al de la cGH aJando se tilló con At;, excepto porque 
la cGH presenta una banda con pi de 8.2, (fig. 14). las bandas presentaron pi de 5.15, 5.22, 6.07, 6.31, 6.52, 
6.7, 7.17, 7.45 y 8.135. Con la tinclón con Con A, se vieron las bandas de 7.17, 6.52 y 6.7, y también, pero 
muy levemente, las bandas con pi de 8.135, 6.31 y 6.07. Asl pues, sólo algunas de las bandas teliidas con el 
Ar. eGn glucosiladas. 

Como una manera más de determinar la heterogeneidad de carp de la gcGH, se decidió someterla a un 
análisis electroforético bidimensional. la primera dimensión consistió en IEF en gel cillndrico, y la segunda 
dimensión fue una SOS-PACE. Para identificar las bandas, se hizo la IET, y se reveló nuevamente tanto con 
Con A • HRP como con Ac. Se comparó el patrón de bandas de la gcCiH con el de la cGH, que también fue 
electrotransferlda y tel\lda con Ar. (pues no se tille con Con A· HRP). Como se ve en la figura 15, la gcGH 
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conservó su PM mayor (29 kdl, y se vieron 3 bandas mayoritarias y 5 minoritarias al telllr con Con A-HRP. La 
tlnclón con el Ac reveló dichas bandas y aparecieron otras muy leves, a ambos ectremos, arriba (dímero, 52 
kd) y abajo (cCH 26.3 kd). La cGH también presentó un patrón heterogéneo (aproximadamente 9 bandas), 
y aparentemente sus componentes migraron más hacia el ánodo ( + ). Estos resultados concuerdan con los 
obtenidos en otros sistemas analrtlcos que demuestran que tanto la cCH como la gcGH presentan varias 
lsoformas. 
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DISCUSION 

The OUNtloner. who s1ts so sly, 

Sha// ntNet know how to Rep/y, 

He who repl/es to words of Doubt 

Doth fJlA thlJ Light of Knowledge ~. 

Wllliam Blake, "Augurles of lnnocence" 

Cuando las hormonas hipoflsiarlas se descubrieron y se nombraron de acuerdo con su función, poca gente 
siquiera se Imaginaba que una hormona fuera en realidad varias. 

la heterogeneidad estructural de las hormonas, cuando fue finalmente reconocida, ha abierto un amplio 
panorama en la lnvestlgaclón del reconocimiento y las funciones de las mismas. 

la CH y sus variantes han sido extensivamente e5tudiadas en el hombre, como es lógico, pues desde hace 
mucho tiempo se buscó su aplicación en casos de enanismo o crecimiento lento. En otros mamfferos como 
rata, vaca, cabra o cerdo también se han hecho amplios e5tUdlos (7, 10, 87). 

Los otros grupos de vertebrados no hablan recibido tanta atención como hasta hace pocos alios. Sin 
embargo, los e5tudios de la estructura y la función de la CH en orpnlsmoscomo aves, reptiles, anfibios y peces 
es muy Importante comparativa y evolutivamente. 

Por eso, en nuestro laboratorio se ha venido estudiando a la CH de pollo. Se han montado técnicas eficientes 
para su purificación, as! como para el análisis de sus propiedades qulmlcas y biológicas. 

Nuestro grupo ha logrado demostrar que la CH de pollo, como las CH de otras especies, presenta diversas 
lsoíormas (o variantes) que difieren en su carga o su tamaflo (42 a 46). las diferencias de carga de las variantes 



se explican casi siempre por modilicaclones postraduccionales, como procesamiento proteolftlco limitado, 
desamidación, fosforllaclón, etc. Nosotros hemos detectado la presencia de fosfato en la fracción pura de cGH 
en una proporción de 1 mol de fosfato por 3 moles de protelna (44), lo quequerrla decir que alrededor de la 
tercera parte de las moléculas que componen la cCH están fosforiladas, y además la cCH puede fosforilarse 

In vltro por las proteln-clnasas A y C (66). la fosforilaclón, sin embargo, sólo puede explicar parcial!Tlente 
porqué hay tantas variantes de cGH. 

Una modificación postraduccional que no le estaba 'permitido' tener a la GH es la glucosilación, pues la 
GH se clasificó, junto con la PRl y el Pl, dentro de las hormonas holoprotelnlcas. Sin embargo, recientemente 
se descubrió que las 3 hormonas de esta familia pueden presentar carbohldratos, (67 a 7 4), y la GH de pollo 
no es la excepción, pues Berghman y col (7 4), al hacer estudios de lnmunohistoqulmlca con Ac monoclonales 
dirigidos contra extractos glucoprotelnlcos hlpoflslarios de pollo, se toparon con que una población celular que 
correspondla morfológlcamente. a los somatotropos se tel'lla positivamente, lo cual era muy sugerente de que 
se produjera una GH glUcosilada. 

Cuando se publicaron dichos resultados, en nuestro laboratorio ya se tenla montado un método para 
purificar glucoprotelnas de la hipófisis del pollo. Debido a esto, y a que nuestro Interés principal es la GH, 
decidimos tratar de Identificar, en nuestra fracción glucoprotelnlca, a una variante glucosilada de la GH de 
pollo; asl como disel'lar un método para su purificación y caracterizarla electroforéticamente. 

El protocolo de purificación desarrollado se dlsel\6 con base en otros estudios reportados anteriormente 
(76, 77, 89). Al seguir este protocolo, se obtienen 2 fracciones protelnlcas principales, f1 y F2. F1 se obtuvo 
precipitada a o. 15 M de sulfato de amonio y pH 4.0. F2 se obtuvo a 60 % de saturación de sulfato de amonio. 
Se sabia que en F1 precipitaban GH y PRl, mientras que en F2 precipitaban otras holoprotelnas y las 
glucoprotelnas (76, 77). la F2 se siguió procesando, sometiéndola a una cromatografla en Concanavalina A • 
Sefarosa, lo que permitió obtener una fracción glucoprotelnica, denominada FJ. 

las F1, F2 y FJ se almacenaban congeladas hasta su utilización. Una de las ventajas de este protocolo es 
que permite obtener · cGH 'normal', cGH glucosllada y a las otras hormonas adenohlpoflslarlas: de la F1 
se pueden purificar GH y PRl, y de FJ se pueden purificar cGH glucosllada y las otras hormonas. De hecho, 
se utilizó la F1 para purificar cGH (43). Se obtuvieron rendimientos algo más bajos que con el protocolo clásico 
de purificación de cGH (42), pero con este protocolo clásico la variante glucosllada de la cGH se pierde; no se 
encuentra en la fracción de cGH. 

Como se dijo antes, para la obtención de la FJ se empleó una resina de Concanavalina A - Sefarosa. la 

Concanavalina A es una lectina derivada de la planta Canal/l//1 enslfonnls que tiene 4 sitios de unión y que 
en presencia de bajas concentraciones de Ca++ y Mg++ es capaz de unir eliclentemente varios tipos de olJ. 
gosacáridos. la Con A ha sido ampllameru utilizada por su fécll manejo y alta afinidad (90). 

Como neoesltábam°' disponer de un método sensible y especifico de detección de CiH, decidimos utilizar 
la electrotransferencla (El). Para revelar las membranas, usamos suero de conejo Inmune vs cGH, que demostró 
ser altamente especifico, pues su reactlvldad cruzada con CiHs de otras especies fue muy baja (75). También 
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se usó Con A conjugada a peroxidasa de rábano (HRP), con el fin de detectar selectivamente a las glucoprotefnas. 
Esta también probó ser una herramienta muy ótil y especR'lca. 

Así pues, en la F3 se demostró la presencia de cGH glucosllada, que se tille tanto con Con A • HRP como 
con anticuerpos y aparece como una banda aproximadamente 0.5 an arriba de la banda correspondiente a 
la cCH 'normal' (26 k); lo que corresponde a un PM aproximado de 28.6 a 29 k. Además, la cGH 26 K no se 
retiene en la columna de Con A • Sefarosa, pues aparece en el carril correspondiente a la fracción no retenida 
(Fig. 8, carril7), mientras que la gcGH sólo aparece en el carril de la f3. Es importante sellalar que: 

1. La cCH 26 k es fácilmente reconocida por el antisuero pero no por la Con A - HRP. En cambio, la gcGH 
29 k es fácilmente reconocida tanto por el antlsuero como por la Con A • HRP. 

2. En algunas electrotransferencias, se obse~6 una banda muy tenue de 26 kd en el carril correspondiente 
a la gcCH 29 k. Esto podría deberse al 'arrastre'. Se sabe que la CH puede formar dímer05 con facilidad <n, 
y de hecho en algunos de nuestros experimentos se observa (figs. 9, 11, 12 y 15). Si un dímero está conformado 
por un mon6mero glucmllado y otro no glucosilado de cCH, y si las condiciones crornatográflcas no son lo 
suficientemente fuertes como para separarlos, entonces es de esperarse que, si parte de la CH que se pega a 
la Con A • Sefarosa estaba formada por dfmeros de esta clase, aparezca una bandita de 26 kd en la F3, que 
sólo se detecta con antisuero, en SOS-PACE bajo condiciones reductoras. 

3. En algunos experimentos, sólo se observaba una banda correspondiente a la gcGH. Sin embargo, en 
otros la gcGH apareció como un doblete, reconocido por el antisuero y por la Con A· HRP. Tal vez., la gcGH 
puede existir con 2 tipos diferentes de cadena de carbohldratos; o ese doblete representa diferentes grados de 
procesamiento de una misma cadena (pues no hay que olvidar que durante la glucosllaci6n de las proteínas, 
la cadena de azócares va sufriendo modificaciones). 

Al principio, tuvimos la duda de que el Ac reaccionara en forma cruzada con la PRL, pues se sabe que en 
otras especies, la PRL tiene un PM mayor que la CH. Sin embargo, cuando se pudo probar nuestro Ac contra 
la cPRl (donada por A. Parlow,UCLA, USA), en un ensayo de IET, se comprobó que no existe tal inmunorreac
tividad cruzada, pues no se tilló la cPRL. Además, después se supo que en el pollo, la PRL y la CH tienen el 
mismo PM aparente en SOS-PACE. 

Para poder estudiar más finamente a la cCH glucosllada, se Intentó obtenerla en forma pura al crornatografiar 
F3 en una columna de lnmunoafinidad, que se preparó al conjugar lgC a una resina de Afflgel· 1 O. Desgracia
damente, no se obtuvieron muy buenos resultados pues las columnas que se sintetizaron no funcionaron como 
se esperaba (ver resultados, página 45). Una explk:ac16n factible es que losAc utllizadosson de muy alta afinidad, 
y por eso es muy dificil eluir a la gcGH de la columna. Además, se sabe que para las columnas de lnmunoaflnldad, 
es preferlble usar Ac de mediana o baja afinidad, que sean selectivos pero no demasiado afines y permitan elulr 
al ligando fácilmente y en condiciones no tan dr4stlcas. 

Aón asl, la poca gcCH que se obtuvo pudo analizarse por SOS- PACE y ET. Se observ6 que la gcGH se 
reconocía por Con A • HRP y por Ac, en tanto que la cCH sólo es reconocida por el Ac y no por la Con A. 
Berghman y col (7 4), dedujeron que las 2 proteínas (29 y 26.3 kd> presente5 en la fracción de gcGH estaban 
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glucosiladas. Nuestros resultados muestran que no, que sólo la banda de 29 kd está glucosilada. lo que sucedió 
es que dichos autores sólo utlllzaron Ac para revelar sus membranas. 

Sin embargo, la F3 hubiera podido servir para este tipo de análisis, siempre y cuando se hiciera ET y se 
tlftera especIDcamente con Ac y con Con A - HRP. · 

Con anticuerpos monoclonales de mediana afinidad acoplados a Seíarosa 48, el Dr. Berghman logró obtener 
una fracción de gcCH, muy enriquecida, aunque con rastros de cGH 'normal', de la que nos donó una parte 
para continuar con el análisis. 

Asl pues, se utilizó esta gcCH para caracterizarla bajo los siguientes sistemas analíticos: Tris - PAGE, IEF y 
electroforesis bidimensional. 

En la Trls-PAGE, fue sorprendente que tanto la gcGH como la cGH presentaron varias bandas (cinco). 
Ambos patrones de bandas fueron muy similares, aunque las bandasde la gcCH muestran una migración mayor 
hacia el ánodo, lo que podría Indicar que estas proteínas tienen una carga negativa ligeramente mayor que las 
que componen la cGH. la cGH no se tlfte con Con A - HRP. 

Con el fin de conocer el n6mero de variantes de carga de la gcGH, ésta se corrió en el IEF, para comparar 
su comportamiento con el de la cGH. La tlnclón con Ac reveló un gran n6mero de bandas (más de 9) en la 
gcGH, que corresponden perfectamente con las de la cGH, excepto por que la cGH tiene una banda de pi 8.2 
que no se encuentra en la fracción de gcCH. De nuevo, se observó que ninguna de las bandas de la cGH se 
tifte con Con A - HRP; en cambio, 3 de las bandas de la gcCH se tlfteron lmportantemente con Con A (pi 7 .17, 
6.7 y 6.52), y 3 se tlfteron levemente (pi 8.135, 6.31 y 6.0n (flg. 14). Que unas bandas se tlftan mú fuertemente 
con Con A - HRP puede deberse simplemente a que se encuentran en mayor cantidad o a que difieren cierto 
grado en la composición de sus cadenas de az6cares, por lo que la Con A las reconoce con diferente afinidad, 
pues, como se dijo antes, la Con A tiene predileccl6n por cierto tipo de cadenas de carbohldratos (90). 

A6n así, lporqu6 hay diversas variantes glucosiladas? Pueden proponerse varias expllcaclones: 

1. Las variantes representan a la GH en distintos grados de maduración. 

2. Cada variante tiene una cadena de carbohidratos con residuos diferentes, que le confieren ciertas 
características funcionales. 

3. Cada variante tiene la misma cadena de carbohldratos, pero tienen diferencias en la cadena peptfdlca 
(fosforilaclón, pequefto corte proteolltlco, etc.) · 

4. Una combinación de las anteriores. 

El hecho de que el patrón de bandas de cGH y gcCH sea prácticamente Igual a pesar de que la cGH no 
sea reconocida por la Con A,quizá pueda explicarse si se recuerda que tanto en F3 como en la fracción 
lnmunopurlflcada de gcGH sigue habiendo cGH (ver Flg. 11). Esto podría deberse al 'arrastre' de cGH por la 
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gcGH explicado arriba; o que durante el manejo y el procesamiento, la gcCH sufrió desglucosilaclones 
especificas o lnespecfficas, que dejaron a la protelna sola. 

Para comprobar que todas las lsoformas de gcGH vistas en el IEF bNieran el mismo PM, se realizó una 
electroforesis bidimensional. En esta t6cnica, las proteínas son separadas primero por carga (mediante IEF) y 
luego por tamario (mediante SOS-PACE). Así, se demostró una vez más que la gcCH presenta varias isoformas 
de carga, en este caso, 8 fueron reconocidas por Con A, que tienen el mismo PM (29 kd), y aparentemente 
corren un poco más hacia el 4nodo que las lsoformas de la cGH, que presentan un PM de 26.3 kd. Con Ac, se 
detectaron unas pequerias bandas correspondientes al dímero y a la cCH, además de las bandas glucosiladas. 

Asf, los resultados obtenidos muestran que la gtucosilaclón de la cCH altera el PM aparente de la misma, 
pues lo aumenta de 2 a 3 kd. También, parece ser que la glucosilaclón incrementa levemente la carga negativa 
neta de algunas de las lsoformas de la cGH. 

Se sabe que la glucosilad6n de un precursor protefnlco como la POMC (pro-opiomelanocortlna) puede 
ser importante para prevenir su degradación Intracelular, así como también puede servir de serial para el 
procesamiento por prore61isis limitada. Aparentemente la gtucosilaclón no es nei:esarla para el empaqueta
miento y/o la exocltosls, al menos de la POMC (91, 92). 

Para otras protefnas, se ha visto que la glucosllación aumenta su vida media plasmática, y puede Intervenir 
en la activación y en el reconocimiento de los receptores tisulares (92). 

Hay dos tipos de enlaces mediante los cuales los carbohldratos pueden unirse enzimática mente a las cadenas 
peptfdicas, el enlace N-glucosrdico y el 0-glucosfdlco. 

El enlace N-gtucosldico se lleva a cabo entre el grupo NH2 libre de un residuo de Asn y el carbón anomérico 
de la N-acetilglucosamlna. El enlace 0-glucosfdlco se realiza entre el grupo OH libre de Ser o Thr y la 
N-acetllgalactosamlna (tabla 3). El enlace máscom(m es el primero, pues se ha encontrado en plantas, animales 
y hasta en microorganismos. El enlace 0-gtucosfdico, en cambio, sólo se ha encontrado en animales {93). 

A la N-acetilgtucosamlna se leal\aden otros az(lcares (principalmente manosa) para Ir formando las cadenas, 
que una vez terminadas, pueden ser de tres tipos (94): de alta manosa, hlbridas y complejas, como se 
esquematizan en la tabla 4. 

las cadenas complejas, a su vez, pueden tener 2 ramificaciones {antenas), 3 antenas o más. la Con A no 
se une a cadenas complejas de 3 antenas, se une mejor a las de 2,.como se muestra en la tabla 5. los 
carbohidratos que se unen a la Con A en orden de afinidad son: a-D-metilman6sid~ D-manosa, D-fructosa,. 
O-glucosa. 

Para que se dé el enlace N-gtucoskllco, se requiere que en la protelna exista la secuencia consenso 
Aln-Xxx· Thr/Ser, en donde Xxx puede ser cualquier aa excepto Pro o OH-Pro. En la CH de pollo, los aa 188 
a 190 tienen la secuencia Asn-Cys-Thr (95), por lo que podrfa darse este tipo de glucosilacl6n. Además, la 
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TABLA 3. ENLACES t>LUCOSIDICOS 

N-9l1.J·=·:1'.::: í d 11=':' 
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-C-CH2 
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HO CH-COOH 
NHAC 1 

0--:.:il 1 • .ici:rs: di·=o 
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NH2 

CH20H Hr-=o, R 

~-fH 
NHAC CH-COOH 

GlcNAc: N-~cetilglucosami:ia 

GalNAc: N- acetilgalactosamina 
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NH2 
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TABLA 4 • ESTF;!_ICTLIRAS DE N-1~LUC:OSIDOS. 

I. 
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IV. Oli9o~a·:áridc1 11 t·dt1rid1:: 11 

Asn, aspar·a9ir1a; F, fucos~; 9N~ N-acetilglucosamina.~ M~ manosa; 
)(, oligosacárido variabl~. 
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TABLA 5. Recc•nc•cirnient.o de distintas cadenas de carbohidratos 
por la Concanavalina A 

lieuAc lieuAt lieuAc NeuAc NeuAc NeuAc NeuAc NeuAc 

2 2 2 2 2 2 2 2 
cal ¡ca cal Jea cal 111 111 111 
b b b b 3 b 3 b 

Gal Glsl Cal- Gal Gal Gal Gel Gal 

1 1 1 1 l 1 1 1 

BI 1B BI IB a1 al la a1 

" " 4 " " 4 4 4 

ClcNAc ClcNAc ClcNAc ClcNAc ClcNAc ClcNAc ClcNAc ClcNAc ClcNAc 
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2 2 2 2 2 2 " 

2 2 
HMn Hall Han Kan Man Kan Kan .Kan 
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IB 1a la la 
Cl " 4 .4 Cl 4 

Fucl- bClcNAc GlcNAc GlcNAc Fucl-bGlcNAc 

1 1 1 1 
Aan Aan Aan Aan 

+ + 

5.1 ... 2.0 0.3 6.8 
'\ 

'\ 
. ...,...,'!!,, 
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~ - agarosa, respectivarnente. 
Los números indican la constante de asociación CKa x 10 -

5 
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reglón de la cGH en que se encuentra esta secuencia tiene un índice de hldropatla negativo (96), lo que indicar fa 
que estA expuesta a la superficie, lo que la hace un buen candidato para llevar a cabo la glucosiladón. 

Otro dato que apoyarla la idea de que la gcCH tiene una cadena N-glucosfdica es que la Con A reconoce 
sólamente este tipo de cadenas (90), y la gcCH es reconocida por la Con A. 

En los humanos, existen 2 genes para la CH, el hHC-N (o gen •normali y el hCH-V (o gen "variante"). Sin ha 
y lewls (72), cuando reportaron la existencia de hCH glucosilada y buscaron la secuencia consenso en el gen 
hCH-N, no la encontraron, pero esta secuencia si estA en el gen hCH-V. Esto querría decir que este gen, que 
antes se creta un pseudogen, se expresa y da lugar a otra variante de la hCH. 

Como se ve, muchos reportes destacan la importancia de la glucosilaci6n para la vida media y el 
funcionamiento de las protefnas. Por eso, serla Interesante determinar si las gcGH de distintas especies son 
liberadas al torrente sangufneo; y, en caso de que asf sea, cuáles son sus tejidos blanco y qué efectos ejercen 
sobre ellos. Tal vez la CH glucosilada si sea liberada a la sangre, pues Bollengier y col (97), encontraron que 
somatotropos de rata en cultivo secretaban varias lsoformas de la CH, entre ellas la glucosllada. También, en 
estudios muy preliminares de l. Berghman (98) de los efectos de gcGH y cCH, administradas ex6genamente, 
sobre la actividad de la 5 ' - monodesyodasa (que convierte la hormona T 4 en T 3) de embriones de pollo, se ve 
que la gcGH tuvo aparentemente un efecto estimulatorio mayor que la cCH (98). Sin embargo, no se ha 
demostrado que en el pollo, la gcCH se secrete a la sangre. Esto es necesario para asegurar que los estudios 
hechos in vitro tengan signifiancla biológica. 

Además, los datos que se reúnen en el presente trabajo y en otros, muestran que la clasificación antigua 
de las hormonas hipoflslarlas en exclusivamente holoprotelnicas (PRl, CH, ACTHI y glucoprotefnicas (FSH, 
LH y TSH), no se puede seguir sosteniendo .. 

En el presente trabajo, al estudiar el comportamiento de una nueva variante de la cGH, se demostró que 
ésta también se subdivide en varias lsoformas, al igual que la cCH. Dichas 15oformas tienen el mismo PM, pero 
difieren en carga, como se vi6 claramente en la electroforesis bidimensional. 

Algunos autores han sugerido que la glucosllad6n de las precursores hormonales sirve, entre otras cosas, 
para proteger algunas: reglones del ataque proteollticoyexponerotras. Una manera de probar esto serla someter 
a la gcCH a prote61isls y comparar los péptldos obtenidos asl con los péptidos obtenidos de la prote611sls de 
gcCH previamente desglucosllada por medios químicos o enzimáticos. SI el patrón resulta ser diferente, 
entonces es probable que la glucosllaci6n tenga el papel mencionado. La desgtucosilaclón permitirla además 
demostrar que la gcGH baja su PM de 29 a 26 kd; y se podrla determinar si las azúcares contribuyen de manera 
significativa a la carga molecular, por medio de un IEF o una electroforesis bidimensional. 

También serla Interesante determinar si la gcCH tiene una unión comparable al dela cCH en los receptores 
de diversos tejidos, asl como determinar si ia actividad biológica de ambas en bloensayos como el llpolftico y 
antilipolltco es similar. 
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CONCLUSIONES 

1. Se desarrolló un método eficiente para el aislamiento de glucoproteínas adenohipolislarlas de pollo. 

2. Se comprobó la presencia de una variante glucosilada de cCH en la fracción glucoproteínlca obtenida. 
Esta variante resultó ser lnmunológicamente activa, Y. fue reconocida por la lectina Concanavalina 11. 

3. Esta gcCH presentó un PM aparente mayor (29 kd) que el de la cCH •normal' (26.3 kd), debido a la 
presencia de carbohidratos. 

4. Se obtuvo una fracción pura de gcCH al cromatograflar la fracción gfucoprotelca en una columna de 
lnmunoaflnidad. 

5. La gcCH pura, al igual que la cCH, también presentó isoformas moleculares en varios sistemas analíticos. 

6. En Trls-PAGE, el patrón de bandas de la gcCH es muy parecido al de la cCH, excepto porque aparece 
corrido hacia el ánodo, lo que Indica que las lsoformas que componen la gcCH podrían tener una carga 
ligeramente mayor que las de cCH. 

7. El patrón de bandas de la gcCH en el IEF corresponde casi exactamente con el de la cCH. Se observaron 
9 bandas, de las cuales sólo 6 se tillen con Con 11. 

8. En la electroforesis bidimensional, 8 bandas setlllen con Con A, y todas presentan un PM aproximadamente 
de 29 kd. Con Ac, se revela la existencia de pequellas cantidades de cCH (26.3 kdl y de un dímero resistente 
a la reducci6n. 

9. Se demostró ampliamente que la gcCH pura también presenta heterogeneidad estructural, y que corutltuye 
un buen modelo para el estudio de las relaciones estructura-función de las protelnas. 

49 



APENDICE 1 

Determinación de la concentración de proteína 

·3e s.i·::iu1.:: el rnét.•:1do de Lo\&.Jr·y y ·=i:•l.;., rni=11::hfi1=adi:1 F·1:1r Hart.r-=.: 
<,7,;_,, 7•;¡;. 

81:ilucieines: 

8oluc16n A : 0.2 9 de t.a:·tr·ato de Na - K y 10 g de 
Na2C03 disyeltcs en 50 ml de NaOH 1 N, 
aforar a 100 ml cor1 agt~a. 

2 ·2 de t.:i.t·t.r2.t.c1 de Na - 1~. y l ·=i de CuS04 -
S H~o d1sueltoz et1 90 ml de 2gua y 10 ml de 
NaOH 1 N. 

1 volumen del r·eacti\'O de Folin - Ciocalteat~ 
(0.15 - O. 18 N> diluido et1 15 vol~menes de agua. 

BSA 110 µg/ml. Se tc~an 10 µl de Lttia sol de 8SA 
al 22 ~ y se d1luyer1 en 20 ml de agua. 

m~3stra de ?roteír1as se a~~de por duplicado a tubos de 
e•· ~! caEc de la BS~- s~ i~~o~t~ ~ot1centt·aciones cor10~1-

:.:;: :.~· ::.. 110 µ·:t/ml) y se 11:· . .;. :! . :.l:.1~ni:r1 ;\ 1 ml con a9u=-.~ 

- ~2 ~olocan los tubos eti -~~ =·ki~O mar·ía a 50 u C por i? 
m1 r1t--l:.i:. ~. 

Se deJ~n enfriar· a temperatura ambietite 

Se a9r·eg~n lUO µl de l& solL,c16r1 B a cada tubo y ~~ dejan 
a~i min1mo 10 miriutos. 

s~ agr~gan 3 ml de la solución C a cada tubo, 
rapidamer1te en uti a91tador Vort~x por l'n segunde. 

- s~ calientan 1~~ tubc1s a 50 ~ e por 10 mitiuto~. 

- Se deJan enfriar· a temperatura ambie11te 

- Se lee la densidad optica CD 01 de cada tubo a 650 nm en el 
esF·ectrofotómetro. 

- Finalmente, se 9rafican los dat6s obteriidos con el estándar 
(DO contra concetitt·ación)~ se ajusta la mejor recta y se inter
polan las D O de las mYestras problema. 



APENDICE 2 

L3 r·esina de Concanavalina A - Sefarosa ~~ obtuvo d~ Sigma. 
lodos los paso~ se llevaron a cabo ~ 4 ~ C. 

Arr.,:•rt.i::iuadc•r de ~uilibt-i•:•. Tris :20 rnM, NaCl 0.15 M .• MnCl:.::: 
rnM, C3Cl:z 1 roM. F'~ra F·t·epa1·ar 250 rr.:, pes?T O. r.:.0::;7 ,; de Tt·i;.:o 
disolver· e~ 20(1 m! de agua y ajustar el pH a ·7.0 coti HCl 3 N. 
LuegG~ ai~~dit· 2.1915 9 de NaCl:< 0.0495 g d~ MnCl2 4 H2G y 
Q.0278 g ae CaCl2· 

;3eilu.:ióri ,je cc.-D-met.i l·~l1.Jci:::1;:1d1:i O. 5 tL_ S.:: F·e::ar·1 4. ;::55 ::i 1:.Je (!_-[:.

met¡ l9l~~cós1do y se disuelven en ~u rnl de amot·t19uadot· da Equili
br·i•:1. 

Si:1l 1.~c1i:.:-·1 de a-r.\-rnet.1 lrnar1ós1dr:1 10 rnM. F'es-ar 0.1942 ·:_:¡ .je o .. -D
rnet1lmc-.. n-::::::..:::!i:1 y disolver en 100 rnl d.:. s.rn;::rt.191.Jador de. e·4t.Jilíbr1r:1. 

;.:1l:.~ 1=:•:f: je i:~-D-rnet.i lroat1i:~1:::1dc1 O. 1 ~ ·:-:.: =·~san 1. '342 g de ~sf:..e 

az::-l•::;.·· .· ::-: =:suelven en lU rr1l del :.r:-:··"'.'::-:.4:C•::r 1:le eq1.~ilitw1;:•. 

A 7 ~- =~ r·es1na se les t11~1~ron ~ :~.ados con amot·tiguador ~e 
equ1lib•:: .Tris - HCl 2~ rnM, NeCl ü. :~ ~. MnCl2 1 mM, CaCl2 1 rnM 
~·r. 7. !)_, t=·E-.t·=:-. el1rr1in:ir .;l am1:1rt.191~~a1:l1:1r· preset·v;.-.t1vo y desp1~~é.s S.iE: 

tran~f1rió ~ l~na jeringa plástica 1je 10 ml cuyo fondo había sido 
prev 1 =:mente ct.ibiert.1:1 c•:1r1 1.u·1 11 lecho 11 de f i bt·e. de vi dr i 1:1. Se dej 1!1 

sedimerita~ la resina y se comprobo que tio s-= fugara pasando más 
2o:.rn1:1 r t l '3L4ad•:1 :-- • 

LSI. rnt.~est.~-a \F2, aF•ro~~irr:iadarnent.e 50 rng) se dis1:1lvió en el 
amor·t1guador· de equilibrio y $e aF·licó en ur1 volumen peque~o <no 
mayc•r de 3 ml). Se dejó interactuat· cor1 la resina de 15 a 20 
miri~~tos y se eluyó primero con el amor·t1gu~3ot· de eq~~1librio y 
luego cori a-D-me~1l3lucósido y/o a-D-metilmanósido 10 mM y 100 mM 
disuelto et1 el mismo amortiguador. 

Para realizar esta cromat.ografía se ocupó el siguiente eqt~ipo: 
L.¡n c•:1nd1.~·=tírnetro L~·~B-21 ·~::i, 1.~t"1 absi:•r~=1ómett·i:1 LKB-213:=::- uri ·:irafi1=a
dor LKB-22!0, un colector de ~r-acc1ones LKB-20·70 y l~na bomba 
per1st.a!t1c2 Pharrnac1a P-3. 

El flujo de la colwnna se ajll'.:·1:.ó a 0.4 rnl/rninut.c•, se 
colectarcih fracc1ot1es de 2 ml y la velocidad del papel fue de 0.5 
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rnm/rn1 nlit..:.. 

A !c~z ft·a1=1=i1:it1es cc•rt-:sF":1ndierit.e; a ·=ada F·icc• 1:11:.itenido se les 
jeterm1nó !~ D.O. a 280 nrn; postet·ior·mente se Jl~ntaron: se diali
zaron y 11~filizar-~n como s: describió anterior·mente. La fracc1~n 
retenida est~ compuesta exclus1vament.e poi· glucoproteinas. 

Para r~g¿nerar 

ami:1 t· ti 91.~a1ji:1 r· es~ 
lavó •=on los. -::.191.~ i entes. 

a)· Tris - HCl 0.1 M 1=1:•r1 NaC:l o •. s J'i1 pH :::. 5 { 10 veilL~rnenesJ. 

Pesa~- 1.2114 ·;de lt·is y ::::.922 o;;i de NaCl y afo:war· ;: 100 ml con 
a·:P.~él. 

b) Acetato 1~e sodio· 0.1 M con NaCl 0.5 M pH 4.5 (10 vol~mer1as) 
Pesar ü.287 s de acetato de sodio: 2.922 g d~ NaCl y disolver· en 
80 ml de aguas A~adir· 3'72.5 ~l de écid0 acético glacial y ajustar· 
el pH • 4.~. Aforar a 10[1 rnl. 

e) Acetato de sodio 0.1 M pH 6 cori NaCl 1 M~ Cac1 2 1 mM, MgCl? 
mM~ MnCl:::: 1 ml"1 ~t a=ida de ~od11:: al o. 1 ;,; <lU vr:1ll.'.m1enes>. Et:; 

este amortig~lador se almacen& la columr~a. P~sar 0.7747 ~ de 
acet.at.c1 di: :=,1:11:jii:1:- IJ.1 ·3 de az1dc:. de si:1d1ci!' ~,.:::44 9 di;:; NaCl:-
0.0111 g de CaCl~, 0.0198 g de MnCl?-4H~O y 0.02033 g de MgCl2-
6H20, disolv~r en 80 ml de agua, ;gre~ar 32 µl d~ acet1cc1 y 
ajustar el pH a 5.0. 

Nota: 1:.. azida de zi:1dic1 debe rnanejar::e •=c1n 1=1.lidar.dc1 p1Aes .:s 
venen 1:1sa. 

~btencion de c~H gl~~c0s:~a~a1 tal como se jescribe 
c1ón: 

Se obtuvc1 Igíl ant.icGH al pasar ~uero inmune de cor1ejo por· l~na 

columna d~ Pr·otei11~ A - Sefat·osa 4P (ésto fue hecho con anter-
11:iridad ¡:•1:1r· la Biólo·:aa R•:11=í1:1 Sár1che=. Se a9radece SL~ cc1la
t11:1 r a1= i .:~an; • 

El protocolo fue como sigue: 

11 Se pas~ron por la columna 3 vol~menes de fo~fato de ~odio 

O • 1 M pH :;:: . O • 
2> Se aj~Jstó el. flujo a 30 ml/hor·a. 
3) Se &pl1caron ~ ml de suero hiper1t1mut1e d~ coneJo <vs cGH> 

previamente centrifugado 3 minutos a 11~000 rpm. 
4> Se dejó interact.1..iar pi:1t· 2 h•:was. 
5) Se lavó con fosfato de sodio 0.1 M pH 8.0 hasta que 

desapareció la coloración roja de la columna. 
6J Se despegó la IgG con 'cido acético O. l M - NaCl·0.5 M (se 

a~ade con pipeta~ na con bomba peristéltica> . 
7> Se colectar·on fracciones de 2 ml, con 100 ~l de PBS 10 X en 

·=ad a t.1.~b·:i. 
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8) Despuéz de 15 tL~bc$~ se neutrsl1zó la columna con fosfatoE 
ü.5 M ?H 8.ú (~o? vol~menesJ. 

9) Se lav¿1 lB columna con foEfatos 0.1 ~ pH 8.0 <4 volumene~), 

se almacena la columna en este amortiguador pero cot1 azida de 
S•:i•j1i:1 a i O~:: :·~~ 

10) Las fracc1on~s con proteína (por ~ O a 280 nm> se 
ron, d1al1zaron contra PBS ~· se 11of1lizaror1. 

C·:i 1 urnnct de l nrnunoa f i r1 ida.:!. 

j1_mta-

S1:1l1.-1ción de a•-oE'l~mii::-nt.o (HEF'ES ~ f1 E±i 7.5). Tornar 1ª 1915 ·:i 

de Hepes, disolvet· er1 40 ml de agua, aJustet· el pH a 7.5 y aforar 
Cl50rnl. 

S•:1l t-1•: i 1~1n 1::1.:: et.:tno 1 arn i na 1. f1 E±! ~-º-· E~t.a sus.tan'= i a debe 
m~t·1eJarse cor: 9uat1te~ y en la campana. s~ toman 0~599 rnl, se 
mezclan cot1 7 ml d~ agL~a, ajL~sta el PH a 8.0 y se afora·a 10 ml. 

Amcr·t1qu;:,di:it· do:: E.SL~1libt·1c1 ~ Tr·1; 0.1 !"~ pH 7.5. Pesar 1.2111 g 
de T"t·is, ,j1so!ver en 80 ml de agua, ajustar a pH 7.5 y aforar a 
lO!J rnl. 

l-lrnc .. -t.iqu2d 0:•t" de Tt·is '.h.J_ ~ :_ NaCl_ 0.5 ~. f'esa;- 1.2114 ·:i de 
·r·r1s ~· 2.~22 g de N&Cl, disolver et~ 80 ml de agua, ajustar el pH 
a 7.5 y aforar a 100 ml. 

A•=1i:fc1 a1:~t-i•=•:1 ~ t1_. T1:1rnar 
y aforar a 100 ml cot1 agua. 

~= MontaJe de la columr1a 

. 
0.6017 ml de ácido acético 

Se lavar(:ir-1 5 rnl de ~·-=:::~~--~ . .:.jff1·;iel 10 (Bi1:1 - Ra:j~ a·=t1·~·~.da c•:•r-1 
~.1-~·11 1jt·1:1;::1su·=c1n1rr,1•::IEi:.· ·. :l~:Jrnet·1.:-s: de a·:i·-~~ deE1c1r1::.::~·:..:::: '"'."•hio. y 
;:~ t.t·at·1sfit·1er·1:·n a : .. n--1.=i . .J.::·-.:-~=- ~·lé.~t.i,=a d..: 10 rn~ ·=1::n : ·e: =.:: 1.~na 

E~luc10r~ d~ lgG _ ~~ r~; u.: ~r~ HEPES O.l M p~ 7.~. Se deJó 
~eacc1onar 4 horas a ~ J : ~or1 ag1tacion en un apara~: Milligen 
504. La reacc1ó1~ se detu\~· c.:1 t~ etancil~rnin~ l M pH 8.0 C.1 ml por 
ml de resin~J; ~e deJó agitando 1 hora. Despues, se l~vó la resi
t1a cct1 1~ v~l~mer1es de Hepes 0.1 M pH 7.5 y 5 vol~met1es de: Tr·is 
0.1 M pH 7.5 (amortiguador de equilibrio), Tris 0.1 M pH 7.5 con 
NaCl 0.5 M y acido acético 0.1 M <amortiguadot·es de elución). 
La colL~mna se almacena a~adiendo azida de sodio al 0.2 % al amor
t.1·:iua1:k11h de e-·::¡1.~ ¡ l i bt· 1 ::1. 

La F::-< se r·es1_4s¡:•en1:j l ·!• en 1.n·1 v1:1l1.irfler1 peg1.,eP;.:1 del arn•:irt.i ·31.~ad1:ir de 
eqL4ilibr·ic, se aplicó a la columt1a y se dejó inter·actuat· con ella 
por 20 rnini.~tos. Después se elt4Yó con el volL,mer1 necesario del 
arnorti9uador de equilibrio, del Tris 0.1 M + NaCl 0.5 M y del 
acético U.1 M. Se colectaron fracciones de 1 ml Y se emplearon el 
eo:::¡1_4¡p1:1 y las 1=c•r1dicic1nes at"ft.e:: rner1ci•:•nadas. larnt1ién,. el contenid•:r 
de los tubos correspot1diet1tes a cada ~ico se Juntó, dializó Y 
liofilizó como ya se ~-.a dicho. 



APENDICE 3 

Electroforesis en 9eles de ~oli~crilamida 19DS-PAGE> 

3oltt•=ión A : Acr·ilam1da 30 ~ y m¿tilén-bis-acr·ilamida 8 %. 
Pesat· 50 9 de acrilam1d~ }' 1.32 ~ de rnetilan-biE-acr1l8mida y 
disolver· en 165 ml de a~t~a. 

SoltJCió~ B: Tr·1s 1.5 M, SDS 0.4 % pH 8.8. Pesar 18.17 g de 
1·r·1s ~,disolver et1 8(1 ml de ~9U3, aju3tar el pH a 8.S, ~~adir 4 
ml d~ ~~n~ solución de SDS al 10 :~y aforar a !OQ ml. 

SoltJc1ón C : Tt·iE 0.5 M, SDS 0.4 % pH 6.8. Disolver 6.06 g d~ 
1·r·1s en 8U ml d¿ a~LJ~, ~~adir ~ ml d~ ut1~ soluc1ór~ de SDS al 10 
%, ajtJstar el pH a 6.8 y aforar· a 100 ml. 

Solu~iot~ D: Amort19tJador de corrida. Tr1~ 0.025 M, glicina 
0.1·-:r f11 y t;;I>S' C. l ;•;, .. ph :::.c.. F'reparat· el 'v•:lt.Hr.~n r1ec~ssr1c1. 

Solt~c1~~~ ~ :.25 ml de zcrlt~ci~n C~ ja SDS al 10 ~~ 

nd ,:J.;. ·;;¡l:.i::··,:. v.4 ml e-: az1.~1 d~ tit.,:1rrK:t.;:··,:-: ::l ü.ü5 :·;. Afcrr-ar <::1 
10 ml ~-~n ?S~~a. Par? t~tie~ sond1c1or1e~ ~~j~;~tora~~ a~ad1r 0.5 
ml d~ 2-m¿r·c~~t-oetanol arites de ~forar·. ~E~~. correspotide a una 
concentr·acion final de 5 ~ de mercaptoetar~c·l. 

.S1;1l1.~·= i éin 
di ar l amer1t.c. 

F PersulFat~ de amonio al 10 h en agua. Preparar 

Par·a hacar geles r·esolvedores al 12.5 X de acr·iiamida, mezclar 
las si·;1.~1ent.e.s. F=·t·opeit·•=ieir1e:s: 

1. 0eles de 10.6 x 6 cm y de 1 mm de grosor·. 

Gel r·esc•l ved1:.r· (1nfet·ic:.1·) 

S.:11ución 9: 1. ~¡ rnl 

Sc•lu1=ión A: 2.5 ro 1 
A·;i.•Aa: 2.0 ml 

TEMED: 5.0 .. 1 
S.:•lu•=ión E: 20 .. 1 

0.'?45 rol 
0.49~5 rol 
:::. 31 rnl 
:3. 75 µl 

18.75 µl 
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APENDICE 4 

Tds-F'AGE 

S1:1l1_.i•=iór1 6J... Se rjist.iel·1en 24 rnl de HCl 1 N:- i:=:.15 '=' 1je Tri::. y 
11~, f.!l do: TENEl'· i::r1 60 ml d.; ~91...:e •='es:ion1za.da. s~ aj1As.t.a el pH a. 
9.4 ~·se afora a 100 ml~ 

:31;1lu1=iór-1 A2. s~ di·=:.•-~elv:n 28 ';i de a•=rilarni•:l:t 
acr-1l&roid& etl 100 rnl de a;ua d~s1onizada. Se 
membrana Millipot-e de 0.45 µm d~ poro. 

y 0.735 9 de b1s
filtra co~ una 

Sol1,..;c11:w: A .. -{ 140 m·;¡ de i:·et-~·1Alfat.i:i de ~.rn::1ni1:1 se di::.uelvoE:r1 e.1-1 

100 ml de a9ua deaicnizada. Se pr~par& fresco. 

Scluciór1 Bl~ f:e dis1-~elver1 4:::: ml de HC1 1 N~ ¿. ·~ ijo: Tris y 460 
µl do: TEMED en 40 rr.l do;: a:;icia. Se ajust.a ::1 pH :1 7.2 y se af,:•ra a 
Hlf.I ml. 

Se, 1ucí 1:::.•n B2. Se 
~cr1lam2da e~ lOú 
m~m~rana de 0.45 µm. 

:. .:.lucí ón B:3. .S= 
&~~E y E~ ~-rotege de 

disuelven 10 g de acril~mida y 2.5 g ds 
ml de 2gu~. Se filtr·a 1~ solución cor~ 

di~.·.~-= l ,,:~ .-
1 a; l:.~=.. 

. -... , µ9 de riboflavina e~ _ ··' H; -

l:<i s
,_~na 

.j"' 

a) Se rnezclar1 las si•;:i:t . .fi~nt.es;. i:•rop1:1r-cic•nes. de l1:1s rea•=t.iv1:•s, 
1 •:iz. v•:1l1: .. men-as re:•=1t~e:~- idos s.e cE\ l 1=1-~1 an se·;1:~n e 1 tamar;c, de '=18. l que 
:.e ·::¡tde:ra. 

~el concentrador 

Sc•i. Al par·t.e (2 rol)* 81:11. Bl parte (0. 75 rnl > 

S1:tl. A2 parte (2 ml> Sc1l. E:2 par· tes (1. 5 mll 

S1:il. A:::< 2 par· tes (4 ml l S•:>l . s::< parte (0.75 rn 1 > 

-·-----------------·------------· 
'f: L1:1s: vi:•l úrner-1es q1,,¡e. $e i r1d i ca.ri 1=c1r resF•C•n•:lien a 1 ai.s 1=ar1t.1 da des 
necesarias F·ara pt·epar·ar 1 .. .tt"'I 9el res.1:1lvedc·r· de S\F•rc1:!{irnadament.e f,(f 

)< 100 )< 1 mm, y w·1 ·:iel .::•:w1c:entrad•:w de 10 :'( 100 )·{ 1 mrn. 
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b) Para hacer el 9el resolvedor, se mezclarr la~ C8r1tidades 

\ª.·--~•,"'_=·1~r'_-',ª:~ª=·2 •1:lt" .. ~ .• --1°'1_·.~,,-,.soluci
1:1 r1e:::. Al y A2:- s.:: des·;a~ifi,=a la m~z1=la r=1:1r1 

-· ~ ~ - - Se a~ade 1~ sol~Jc1ót1 A3 y s~ v1er·te la mezcla 
al m.:dde. 

e) Se ct,bre con agua desionizada o ~Jna me=~la da etanol:agua 
3:10, par-a evitar· la tor·mac1ó11 de meniscos. ~e deja pc.11merizar~ 

dl Ee mezclan laa solLl~1ones 81 y 5~ y s~ desg~~1fican. 3e 
quita El 2gua de encima del gel r·Qsolvedor·. se le agr·ega la 
solución B3 a la mezcla y se vierte er1 el molde. Se coloca el 
peine cor¡ cu1dadc. para ~vit.sr laE burbLJJas y ~e coloca baje luz 
tilanca por apr·i:1~::ima1jaroente .20 minut.•:1s. La rnezcla s1:•brar1te :E-e 
J=· r •::te:9~ ui: l c.. 1 ;_,z • 

e) Las mue~traE~ en l8s cantidad8s deseadas, se disuelven con 
la mezcla sobr·ante Pt-eFarada pat·a el gel concentt·ador, s~ a~l1c~n 

~n los carr·iles y se vuelv~ a i~radi~r con lt'z blanca por 15 - 20 
rn i r11.~t.1:1;.. 

f) el listo s~ transf1erE a la cémara de 
~lectr1:1fc·rres1; y =: . .: inic1~ l~. cc1r1·idC\ :i. ~;e: V (·;-:.1 •=i:ir·i:=e:ntradc•r) y 
100 V (gel resolvedor1~ de prefer~ncia en el ~uarto frío y con 
los siglJler1tes amort19~adores: 

Amortigu¡¡,dor superior: Tris (3 g/lt), glicina C14.5 g/lt) y 
~=ul d~ bromote11ol al 0.005 %~ pH 8.35. 

rlrn1:1r t.1 ·:t1.Jadc1r infer1.:1r: Tr·1s (3 ·:i/lt.) ~ •;1li•=1na (14.4 9/lt} 
·:'' .~E:. 

•Tri•-PAGE en tubo 

'3c1lu•:i•::'.1ri ~ 30 ; de acrilarnida y O.:.:: ·:; de rnet.ilérr-bis
acrilamida en l,,, volumEt1 final de 100 ml. F1ltt·sr con membra11a de 
0.45 µro. 

S•:ol1_i•=ión l2..:._ HCl 1 N (24 rnl>, Tt·is <t::::, 15 •2), TEMEf> C0.23 rnll, 
1:l1si:•lver y afcii·ar a 100 rnl:- pH 8.'?.. 

8c1luc11:::1n L. Act·ilo.rn11jc., (5.0 ·;)=- rr:e:t1lér1-bis-acril2,rr:ida 
:iJ.en un volumen final de. 100 ml. Filtrar. 

TEMED 

( 1. 25 

(IJ.25 81:•1'-';-ión ~ H:3F'C:4 1 M ~12~::: ml), Tri::. C:2.85 ·::i>, 
mll, mezclar y ajustar e.! pH a 6.9 con el H3P04 1 M. 
ml. 

Afo::orar a 100 

Arnc•rt.i·:11.1adcor de l¡¡, rnLie;tra. T.c•rnar 2 ml de. solución E y 6 rnl de 
glic~rol al 10 %. Se a~ad~n 80 µl de azul de br·omofenol al 1 ~. 
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Arnor-t1·=iua1jor· ,je .-1~r-t-11j8. 1 O ~ !... Tri::- l3 g), ·;tlicina (14*4 ·;) se 
disu~lven en 400 ml de agua y se ajusta el pH a 8.35. Se afor~ a 
500 ml. F'ar-a usat·lo, SE dilt.iye 10 veces. 

de O. 5 ·=m 
s1licot11zsdo~ ~8 minutes e~·; u~~· $~lució~ 1:2u d~ 
llados F·or· abajo con Parat1lm y suspendidos cot1 
'3rad111~. 

F'h•:.t.•:• - F l ·:·. 
l i·;ias ::n 

B, 

Camara de electroforesis con capacidad ?ara 8 tubos. 
Fuente de F·oder. 

2.) ml) de zoluc1ón A y Se toman voldmene~ iguale~ (4 
cclocar1 er~ ur·1 mat1-az ~:it.as~tc y - ' "'" 

se mezcla rápidament~ .,. Se agregan 8 ml de la solución e~ 

me:cla sE ~·ier·te det1tr·o de los 
se ~~ade un poco de agua~ 

ci...i::. d:.1:k1same:nt.e. 
parei. ev1t.:.r el 

el Se deja pol1m~rizar aPrO~(imadamente 30 minutos. 

d) ~hent.ra::., 

·=iue lleva 2 
1jes~:.s1ti1=an. 

·:.e pt-epar?, le. 
rnl de s1:1luci1!in 

solución para El 
l'• y 1 rn 1 de 

9el 
S•:1l E. 

1::1:1ncentr aijor =

También se 

e\ Se ar;ad~ 
- ' &l ?&l t"&SGl~e~:· . =·J. 

solución e:~ y sa a·;r::g~ ~Eta mezcla 
~ue previamente sel~ r~-:~~ ~l agua>: 

f ! L2,~. rnt.ii:.~.:: r· =.:: 
amortiguador de .1.~ 

g) Se 

(a;:·t·i:1::::1rr.:-.d;:..rnent.e :::o µ·; 
ml~estra, an un volumen 

=.-: r·.: = ·.~spend¿t·1 o::n 
f1:·;2_ ni:. rnay1:1r- de 

l~ corrida a amperaje co~1stante <1 •. 5 mA 

el 
50 

tubo), y l~t1~ v~= que el colo1·ante h& llegado al gel resolvedor:
s~ cambia a 3 mA por- tltbo, hasta gl'e la corrida termina. 

Tinción. 

F'ara t.efíir, lc1s •:1eles se sa:=an del rncrlde 1;:.:1r1 1~~na jer-irP~a llena 
de ª'='1~~c, y se c1:•l1:1can en tubo: 1::fe ensay.: 1::.c1nt.eniend1:1 Ne·:iri:1 Amid1:1 
10-B al 0.5 ~ en ácido acético al ·7.5 %. Se deJan así toda la 
nc11=he. 

P~ra deste~ir, se sacan los geles de! colorante y se colocan 
dentro de tubos de vidrio de 10 ~ 0.7 cm (diémetro interno>~ los 
cuales deben tener cerrado a medias uno de sus extremos, para 
impe~ir gue el gel se salga. Estos tubos se ensamblat1 de tiuevo en 
la ~émara, se a~ade ácido acético al 7 X y se aplican 100 V 
hasta que el exceso de colorant€ ha salido de todos los geles. 

Los 9eles pueden almacenarse en tubos de er1sayo con ácido 
&cético al 7 ~ o con agua desionizada. 



APENDICE 5 

DONADO POR O. G. B. -B. C. 
Acr·ilamida 24.25 % (p/v) y met1len -bis-

acr·1lan¡id~ l.75 X (~,··,>. Disolver· las caritidades apropiadas de 
cada ur1a er1 100 m! de agL'a ~· filtrar con un~l membraria Mill1pore 
d~ ~.45 ~m. Gu~rdar a 4 ·· C en la o~cut·id&d. 

:5·1:1 l l~C 11.!·n 
:.·;:iL~;.. ~ Al rr.s..cenar· 

:3::1lL~c1ón ::.< : 
fresco cada vez. 

~'-fosfato d~ riboflav1na al 0.1 
a 4 ~ C en la oscuridad. 

Solucion 4 : Glicerol al 25 X <v,'·1) 

Sclucior1es amot·tiguado1·2s: P&t·e el cátodo~ etiléndiamina 2 M, 
11s1na 20 mM y argin1na 20 mM. Par·a el ánodo, ~cido glutémi~o ~O 

mM ~ ~c1~c aspértico 20 rr1M. 

Tarnt·1~n ~-.::: r-=·:¡u1..::-·:r·, .... ;:: ... ,::!> y Anfc:l 1r1as :; 1r1t.~rv~l :. --= =:-! desea
do). Se us~~1 d1recec! ·=~ -~ tiotella. 

Cémar·a Bio-PhoraEi3 ;ara IEF <Bio-RadJ. 
Molde dE acr·il1cc1 pat·a geles ho1·1zo~1taleE del9ado~ (810-Rad>. 
Placa de vidrio 1100 x 125 x 2 mml. 
LámF·ara de luz blanca. 
r1ra3 de cinta Dymo C2 ~iras de 110 x 8 mm y 6 de 10 A 8 mm>. 

l. Poner las tiras la~gas de Uymo en los car·t·iles lat~rales 

del mi:•lde~ s1.~jet.arl1:1s cc•r1 ·=int.e adhesiva t.rarJ"'l.SF·at·ent.e. Las tiras 
peque~as ~~ pegan sobre el molde. Estos cortes forman 
pequ8~os pozos en el gel, en los cuales se aF·lica la muestra. 

2. ~a placa de vidt·io, mL~~· limpia, se coloca sobre las tiras 
lar•3as de DYm•: .. 

3. 3e pr¿para la solución de monómeros (para un gel de 100 x 
12~i >~ U. 6 mm> : 
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S•:1l1.~c i ót.·1 de rncir11::'.:mi:rc:=: 
A·;H.~a: :::. 5 rol Si:1 11_,,= i ón 2: -~ ¡ ._¡. ') fl 1 
se.} 1.~·= i 1:.n ¡ : :~. e: ml Se· 1: . .:ei1~1t·1 '3: 2:2. e 

·-· µ l 
S 1:1l u~=¡ .:::in 4: :3. o rol TEMED: .:!, 5 r 1 
Antc·l i ti:•s: (', -1..: 

.. _1 ml 

me:1os 5 minutos. 

5. ~~adir· la s~.:~~ción ¡=a~alizado~a a la ~ol~ciót1 de monómar-~g 

y &gitar li9e1·amer1te. Con t~r1a pipet~~ se aplic~ l& rnezcla entre 
l& placad~ vidrio y el mold6. Pr1merc·~ sa eliminan las bl~rbt~j~s 

d6 a1r-~ d~ la pur1ts.de la pipeta. E11t.c1nces, se deJ~ flu1t· la 
solt~c1on, for·mando uti fr-~nte s lo ancho d9 l~ placa, :=:e a~ade e! 
1-e~t-o d~ la soluc16r1 leritament~~ 81 aparece ur1a bl~rbl~J~~ debe 
remo~·erse d~slizando la placa hacia los lados o cori ayt~da d8 uria 
ev:iuJ a~ 

6.· C::1l 1:•car 21 rncl·:le baJc1 la. l~rnpa~-:t de li_~z: blar1ca~ ir-radiar la 
soll~ciór1 por· 1 t~or·a. 

7. Ci:1n 
vi dt· i ;:., eo 

ayL~da de una aspátL~la~ 
it·t·ad1arl? otr·a vez 

levanta~ y voltear· la placa 
Fot· 15 minL,t-os, par·a qu~ 

r=•c1l im6:'r· 1.=o: b1-::ri la car·a del gel que estuvo en contacto con el 
acr i l 1ci:1. 

8. Remov~r- 1a5 as·~uinas del gel <cc•n 
cualqt~ie1· otr·a parte del gel qu& ~lcancE 
d.: vi.jr- i .:1. 

~ortes diagonales> y 
los bor·des de la placa 

·?.. • - · ::.=....- !:.. r·lci.•=a\ .:n la ·=áitlá.-·;.._ ::::::~-2 1:. F'lat.af1:1r·ma •:ie 
ceT~tni·==·· =·-·-:.,1;,,tne~·.t.e enfriad:-. (..: .... ._ : :.·;::2.·js ·=ein ·;l1i:e:r·1:1l al 
5 ;·~, F·:-·:-= .. ¡·e.··:j.;, qu-:: n1:1 hay·ct J::.urt11.~J2.·; ·:r,·~··: ~! vi1:iric1 y !.~ :=i:rámi
c:... 

tiras de papel secant~. je tama~o un poco menor 
al d~l ssl: ca¿~ una con al9ut10 de lc·s amor-tigL~adores~ s~ secan 
1 i·:¡erci.rner11;.e ,,. :::a :=1:il1:11=a-i.n de tal manera ·:;ue ha·;an cc1r-1t.a1=t.::1 cc1r1 6:1 
gel. Se ajust~r1 loz electrodos par-a ~lJe cot~ta~ten cor1 cada papel. 

11. S>.: apli•=an 
,j¿, 1 IJ 

muestras a los F·ozos 
Las rn1.~e:st.r·az. do:bet·. 

C•:in 

est&r· 
1.~na jeringa 

Hami lti:in libt·es do: 
prec1p1tados y de salas, y de praferenc1a ter1er anfolirias al 2 % 
·=· o;:;li·=>.:1·01 e<l 1 , ... 

12. Se in1c1& la corrida. Prirnero, a 5 
(potencia constar1tel. Luego, se ir1crement~ gt·adt~almente 

pot.encíél. hast.a 11.:·;as..r· a 12 l.iJ y 1.n-1 ti:d:.~.l da apr·1:1>::irnadaroer1t.e 
Vc•lt.i1:is 1:.11:•r hc·r~. La. ternpet·at.Lu-~ :se mantiene 2. 4 C eri 
sit.m·!i~fera sat.i.n-ada de ni t.ri!19er1•:i. 

w 
l s 

4000 
l.fft& 

¡::{. C1.Jandc1 la C.•:zrrida termina~ el -;iel se: F•cine sobr~ hiele: 
frappé y se le det.erminut.1:1sa el gr·adi9rit.e 1:ie F=·H cai:la •:rn i:1:1n ur1 
ele,=t.rc•dC1 de s1..~perfice. E:1 espt..~és:o se elect.r•:itransfiere cc:irn1:i se 
desi=r i ti~ en ~ 1 apénd i 1=e ::: • 
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APENDICE 6 

Electroforesis en 2 dimensiones 

1ª Dimensión IIEF> 

Si:•luci:~•r1 de Acr·ilarnida. S~ dis•.1elv·~n :3\J 3 :je a1=ril2\rni·:ja y la:=: 
g de bis-acrilamid~ er1 100 ml de agua, ~ar·a tene1· conce11tr·ac1ones 
finalas de 30 ¡; ·:1 1.f:: :1: r·e·:.pe•=t.ivami:nt.e. '3e filtra 1=1:1r·1 1.w1=. 
membr·ana Millipot·e de ü.45 µm de tarnai~o de poro. 

S1:1lu~ de anf1:•l ina;.. Se mezclan 1 Ü!J µl de ar1fol ir1a·:=;. de 
i r1tet·v~ l •=· 1::1e pH 1:ie :=: =~ 1 !_:. ~;; 1 (1 (1 fd •:fo: pH , ¡¡. 11 ' 

1~;0 µl de Pi-< c. 
2~ 8 '/ 'J50 µ) de pH :3 a 10; dandc• !.In vc.1urnen final i:je :300 fJ l 

Sc1li.Jci1:1r; 1j~ E.§_. Se pesan i:.:: .. 5 m·:i t.c..ntc• de at··::iinina come\ 1:fi: 

lisina ~·ácido asp~rt.ico y se d1s~1elvan en 3.05 ml 1je a91.~a. 

s;o11_.¡,=11~•n de pet·sulfat.•::. Se pes?. : m9 ,jo: per·::::1.1lf=---tc1 1je arr:1:ini1:1 y 
se d1sL~e1ve en 20 ~l de agl~a. 

g de SDS y o.~3~ _ -: ~-~r s~ disuelvan 10 ml .j-=: 

8oluc1ót1 ~- Se disLielven 0.1 ~ca DTT~ 5.4 g de L~raa~ 0.5 ·11 
.;je é\nfol 11·1.:-.~ (intervalo d.; PH :3 & 10 ~ en 6. 5 rnl de a91~~º=- y se 
aJ•.•st.a el vc•lLHnen a 10 rnl si es necesario. 

a) L~ le,. dirnen-:.ión <IEF> si: lle· ... ·a ci. •=ab1:1 en t.1.ü:1c•·=· da ·1i1:fri•:• 
delgadosde 5 x 180 mm (diámetro intet·110 1.5 mm)~ silicon1zados et1 
preseri1=1:. de 1.~na s•:il1.~1=ión de Pheit.o-Fl•:• dii'"l~ida 1 : :20 en a·='ua. :;e 
se~at1 los tubos~ se sell~n por un extr·emo con Par~film y se su~

penden verticalmente en una gr·adilla con ligas.Se L~tilizó el 
equipo Prot.ean lI CBio-Radl. 

b) Se pesan 5 9 de 1.~rea y se a~aden ~ la solución de aa. 
Cuatidc= se ha disueltc. la urea:o se agregan todo~ los reactivos 
re~t.ant.e:: (excei::•t.1:1 la s1:•l 1.,c1ón i:i.:: ¡::·ersi.~l fat.cd y se a·:iit.an Y 
des9asifica-:n 20 a 2~i rnint,t.o~. Cuani:lc est.á list.a~ se a·8re·;¡ar1 7 µl 
de TEMED, se filtra y se aRade el persulfato. 
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e) Cc•n 1.ina Ji:r ir19:- de ag1_~j& ro1.~y 1 at·9a ( l 4 •=rr.) :-
me=cl a preparada a los tubos de vidrio~ evitando la 
but·buJas, J1asta que se llegu~ al nivel deseE:i.do. 

dl Con l~na je~1ng~ Hamilton, ~e a~ade LJn poco 1je agua sobr~ la 
mezcla apl1csd~~ para ev1tat· el menisco. Se deJa polimer·:zat· p~r-

30 o mai mlr1L't~s. Los gele~ ~ueden almacenarse a 4 o e tod~ la 
1·1oi:he p2r~. ·=1:1t·r·e~·:::-: &l d:.a :s1•;uiente. 

e) Los tL~bos ~e montat1 en el equipo de Bio-Rad, y s¿ preparan 
loE amortigu8dot·e~ de corrida: 

Amortiguador catódico: NaOH 0.02 N 
Amor·t19u~do~ anód1co: ác1dc fosfórico 0.U6~. 

f) Los gel~z de !EF ze precorrieron por 4 horas ~ 400 V c~n el 
obJeto d~ qu1t.~r· impur~zss:' form~r el gradiente de pH y meJorat· 
la res=:• l'JCi ón ~ 

·:;.l M1ent.ra:1 las. rnL,est.ras. de pro-f:.eír-ia (apro:::_ima1jamer1t.e 10 - 1::; 
µ 9) ::.E 2 n1=1_,t1:-,n 1 h1:1r· 0; ci:•n '-'ria F=•e·~t,eP-;a cant.1 ijad ( .aJ=·t-i:i::~ i rna.damenti:. ::~ 
µl) de s1:1l1_.¡1=1;~1~·1 D. fet-roir1a1j1:1 este t1emp1:1, $ . .: ai.·:ire-;ian 50 µl de 
solución E~ y Ee deJan incub~r1do otr& hot·a m~~. 

;-,¡ 
t1.~bi:1s 

:t~:;ade 

c-.rribe: 
h1:1r·a::;, 
hcirc--:: 

Cuando acab~ la precorrida~ se aplica la muestra a 
cor1 una Jet·it~gs Hamilton~ y en ~l esP~c10 ·~t~e q~eds 

amortiguador catódico. Se cuida Que no queder) burbuJas 
ni cibeiJc• 1je: lc1:::. 9eles~ y se i:1:irt-e pr imer1:: a 700 V p1:1r· 
luego a 900 V ~or 2 horas:- y finalmente a 1000 V por 16 

i) T2rrninaida .!.a .::.···--.:!~, ~--= :.a1.:ar·1 l1:1:E. ,.;iele;. __ .,, :i.:t·uda de 
Jerin·;ei.::.. lli::ns::. do:. :-.;:.~= .:: ·==1··1 a;LLi:?, m•.r,..: firiS.:- :.: se ::.:r.-.::.=-::nar1 ~ 20 

~ hasta ~~ L~tili=~=::~ en la segt,nda d1men~1~~- pueden 
correrse inmed:atament~. 

Es.ta ci:•ns i st.e er1 1.Jna SDS-F'AGiE r1i:irrna l :i e::-::1=ept.c1 ·~1..1e F·ara ~-ia•=et
i:l ·:ie1 c•:ir1i:.ent.r&1:f•:1t-:i se 1.JSC1: 1.Jn pein.:: cc1n 1_Jr1 z.ólc. dier1t.i::i pc-;ro. .::¡ui:. 
el ~el c1línd~1c0 pueda acomodarse sobre el 9El concentrador con 
f&cil1dad ~-et~ ~l ~t1ico cart·il que s~ formar s~ pongan proteín~s 

de ra~erencia (como est~ndares de PMl. 

El gel cilir1dt·1co se transfi~re a u11~ esp,tul2 ~cat)alada y se 
equilibra por 5 minutos a 4 Q C en una solLJCión que lleva 30 mg 
d~ SDS, 8~.7? mg de ·rr·is, 78.13 mg di: DTT y 0.5 mg de azul de 
bromofenol, pH 6.71 en 10 ml de agua. 

Después, se ret.it·a el exce~o de ligu1do del gel de IEF, Y se 
acomoda sobr~ el gel de SDS-F'AGE y se r·ealiza la corrida an las 
condiciones usuales. 
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APENDICE 7 

Tlt'"tcic•r1es par2. •:;ele:=: 

Cc11:•rna:=..ie 
ód 10 

F:-2-:.c, .::1 
;.·; 2. l rner·1~:1z. 

U. 02 ;~ e:r. 
•:'ll.::-· ~nt.~ ::. 

i s::•p~-c·F·an.:il 

hc•r· as.. F'ar·a 
a 1 2~: ~ .. ; y 

des ter; ir :o 

é.·=ido acéti:=o 
se t~s.1!i ác i d1:1 

(pai·c-. 

¡::.lat.a, 
R«d: 

detect.at· hast.s 100 n•;.1 J' le·~ -=ieles:. eje !EF s~ t it-;erc1r1 •=on 
tit.ilizando los reactivos y la técnica dez~rita por Bio-

Se ¡::it·epai·:-. 
( ·:i-:r1erc..l mente 
e:.·=~ t·eact i ve. 
:..... : .::- "':.1 ~íflF<1:1s d-a: 

l~ cant1dad tiecesar1& de cada reactivo 
100 m! ~ara 9~le~ de 16 ~~ 12 cm>~ diluyendo 1:10 
De la soluc¡~~ rev~ledot·s ~e ~·r~paran 3 veces m~s. 
inc~~b~~1ón ~-~~:a~ sag~n el gr-~sor d~l gel. 

\/eil. :.ml) 

Me:t:. :..nc11 4 C :,; -
A1:4:t 1 c 1:1 1 O ~,~ 

Et.atrio l 1 O ;1; -

Et.ar11:i l 1 O ;1~ 

acét.11=•:1 5 ~'. 
Sol • ci>:: i 1:lant.e 

Reai=t.. 1:j.: pla;t.a 
A·:iua 
s.:,l. Revelad•=•ra 
(revelar hast.a que 
Sc1l. Revelad•:1t·a 
Sed. Revelad1:1ra 
Acét. i cc1 5 ;1

; 

20·:1 

:.:.:uu 

::::uo 

1 ü(I 

200 

100 
200 
1 (!(! 
la ser 11.~·= i br1 
1 (l(l 
1 (1(1 
200 
200 

·30 

P:i 

1 r.;.• ·-' 

5 

5 
(2 
20 

1 
30 

se t. 1:irr1e 
5 
5 
5 

m1n é.(1 rn i ri 

rr1in 30 min 

rnin ::-<o rnin 

min 10 rnin 

rn1n 1 (l rni n 
ve·=~$·) ( ::~ veci:s) 

mir¡ 3(1 rni n 
rni n 2 rnin 
se•:; 30 se·;¡ 

col 1:1r hLlrílC•) 
min rn1 n 5 

rnin 5 mir1 
miri 5 min 

---- --------- -----------------------------------------------------



APENDICE 8 

Elect~otransferencia CETI 

Amortiguador de transferencia: Tris 25 mM, Glicina 192 
metanol al 20 ~. pH 5.3 lno ajustar pHJ. Pesar 9.09 g de 
4::-i,:2 ·:i de ·:il11=ina y di::•:1lv.:r en 1 lt. de a·31.~a, at:;adir- f.00 

rnM y 
Ti· is, 

ml de 
rnetani:;l y af•:ira1- e 3 lt.=. i:on a91 . .ia. 

Amortiguador de fosfatos CPBSI: Fosfatos 10 mM, NaCl o. 15 M, 
PH 7.6. F'at·a pt·eF·at·ar una sc1luc1ót1 stocl~ SX: pesat· 6.9 ~ de 
NaH2P04.HzO, 43.75 g de NaCl~ disolver et1 800 ml de agua, aJL~s~ar 
e 1 r:-H ~. 7. 6 y a fo t· ar· a 1 l t. • P a-. r a 1.~=· o r· 1 o :r di l L~ i r l : 5 v I v ;=1:w1 
a·;1.~a. 

Solución bloque~nte: aelatina o BSA al 3 %. Disolver 3 ~ de 
·:;¡-=.lat.1ne. 1:1 EISA F·o1· cad:i. 100 rnl d¿ F'BS 1:=~. Le, ·::iel:.t.ir.:. :=.e 1_.¡s:- p2,r·o 
las inmLJnot1nc1ones, la BSA se L~sa Fara las tiricioties con Cor~ A -
HRF". 

Solución para lavar <T- PSSI: PBS con Tween 20 al 0.05 ~. 
Nota; Los vol~menes t·e~ueridos d¿ l~s diferenteE 

para lavar a incubar le ~embr·ana de NC dépenden del 
ést.s. Por· ejemplo~ se r~comier1da utilizat· ~-ol~mer1e~ d~ 

membrat1as de apro~~1madamente 1€ ~~ 12 cm. 
Sohicio!•r1 de 1et· Ar1tic:uerpo::• Cant.i o::l1Hl: C•1 hii>" 

1:200U v/~ .;:r T-FBS con gel~~ina sl 1 ~-

sol1.~cion.;:.s 

t.arnar;1.:1 de 
50 rnl para 

Solución de 2v Atiticuerpo: Se llS& !;!~ .j~ =abra acoplada a 
perox1das~ ·~-:-Pad}~ d1r1~1da cor1t1·e l;l; ~~ =or·1eJo. Ss diluye 
1 :'300!.f v,t·.,,. ~- .-_.:3·.;.; c;:1n ·:h::.!:i.t.1nci .::l 1 ;·;. 

Sc1lucii!.1t"1 1::ie Ci:1t·1 A-HRF': Diz,::!v~~- le.. '~-e:-·. -.-·.-!F:F' ~n T-PBS ;.. 1.n·1a 
cor1centt·ac1t·t~ t1r1~.l de 4 µg/ml. 

Sol1..~1=ic!•r1 Revelé\d•:.ra: 4-i:li:,~·i:·naf~ .. :•1 o. •)5 ~·~ F·/-..;, peró:::.1~:1i:i de 
~·1i1:lr·ó·;ti:t1c1 O. 01=. :1~ -..·Jv, rnet.an•:·l 16. 6 :·;, er1 F'B::::. Par:. t.o rnl di:: 
soll~ción: pesar 30 mg de 4-cloronaftol y disolverlo en 10 ml de 
metatiol ft·ic. JL~stc: antes dE usar·~e, a~adirlo a 50 ml de PBS y 
agregar 30 ~l de Hz02 al 30 %. 

Cámara de elec:t.r1:•t.rar1s.feren•=ia Trar1;:-Bl1:1t ·=cin 1'cas:.et.t.es'' de 
t.r·ar1sfe:-·er11=ia <B1c1-Rad) y f•.~ent.oa: di: F•cu:te.r 25r1.1 2. 5 <Bio-Rad). 

F'apel filtro absorb~nte ~rues~ (para ~eles de más de 1 mm de 
•;ircisc•t· i o del gadi:i ( ·=ii: 1 o:s da mi: nos di:: 1 rnrn de 91·c·sc•r > • 

Membr·atia de N1trocelulo~a <NC) de 0.45 ~rn de poro <Bio-Rad). 
Guantes lpara maneJar el gel Y la NCl. 

11 Una vez terminada la electroforesis CSDS-PAGE o IEFl, se 
enjuaga el gel con agua y se deja equilibrando en la soluciót1 de 
t.ransferencia de 30 a 45 minutos. 



2.) s;.;: pr-epo.r:. .:1 '1·s:..ndh'l 1:hll de tran~fereni=iE<.: 
2.a Se abre ~! cas::ette y la t1oja ql~e quedar~ del lado 

cat~di=o se pot1e sobre el for1do de ur1a palan·;at1a ~l~e contensa 
solución de tran$farancia. 

2.b Sobr-2 la hciJa de pl~st1co del caas2tte ~e co!oca una fibra 
Scotch-Br1te {geles ~ 1 mm> o una espor1Ja Cgelez mm> empapada 
ar1 soll~ción de t.ransfarenc13. 

:2.c Sotir-e la fibr-:i. t-1i:m1edai., se coli:11=a 1..~nci. hi:1Ja d~l pé\pel filtro 
·;lrui:s;:., t:i.mb l én h1~un-=.:to.. ( S 1 s.i:: tr =-. t.2. de ;:¡.:: 1 e.·::::. ijs: l ·:;iadc•::-:o s..:. 
ut.i l i=a E:SF'•:1nja ·y 2 h.:iJaE de ¡:·ai=·el fi lt.t·i:1 t.1pQ Whci.trr.an ne. 1). 

:2.1:! to:: aci:imod~ el ·=iE:::. s1:1b1·e -:1 F'~F·el filt.i-::-~~ =:ir¡ dejé,t-
t:11.wbld as. 

2.e ·;at.ur-ar :_~na h•:ija ,je NC (1=1:1~·t.ada al tarn~.t=;o del ·:iel) y 
colocarla sobt·e el gel. Con cuidado, pasat· ut1 tLJbo de ensayo, 
com1:1 r1:1di 111:1~ =: .• :1t1t·e la NC~ ;:·ar· a el irninar la; b1Jrbuja:s. 

2.t Poner F·apel flltro~ prev1amer1te hlJmedec1do~ :sobre la NC. 
2.g Colocat· otra fibr& (~ esponja) humedecida y cert·ar el 

casset.t.e:. 
:3) Se cciloc.~ el 11 sar1dwich 11 er1 12 cé.rnar·a.-. de 

elect.rotr~nsteret1c1e en la orientaci¿1t·1 adecuada <e! gel viendo 
hacia el polG ne·~ativo~ la r1itr·ocelt~losa hacia ~1 F·olo positivo). 
Se agt·ega l~ solución d~ t1·ansferer1ci? hast~ que cubra los 
electrodos y se :=~loca la c~mara sobre ~Jn agitador magnético~ 

F·ues se m:.nt.1eni:= er-1 a9it.ac1ón c1:1t·¡::;_t.ante dur-c::i.nt.e ti:11j=-. lci. cort·id2,. 
4J Se taF·a la c~mara y se conecta ~ la fuerita de poder. La 

tt·~nsfEt-enc1a se real1z~ ~ 20C· mA dut·ante 30 m1r1uto~. 
5> ~1 terminar la cor·rida, se s~ca la membrana de NC del sand

wich y se lav~ 2 vece$ con PBS lx pH 7.b~ 5 minutcis cada vez~ 

Despu~s, ~e deJ :i .=.n s.:1l1.Jc i ón ti l o•::¡ue;i.nt.e t.i:ida 1;.. ~-,,:1c/"1e a t.emper ;~
t.1.HPE~ arnt:lent>E.r 

1) Desp~ls~ d¿ ~-~·~L1eat- la membrar1a de NC ·=~r~ alb~Jm1na o gela
tina ~1 3 ~~ s~ ~~·.;. 2 vec~~ coi~ T-PBS, 5 m1r¡u~:~ =ad~ V~Zr 

2: Sa ir1c~ba i~ membrana c~n el pr-imer ant1c~4erpo t2 horaE) o 
cc1t·, l:~ ~i:1lt~c1•~1n 1ji:: C1:1n A - HRP (aprc1.::::irria1jament.i:. :::. ':1 - 4 hc•ras) a 
tamperat~tra ambiet1te con agita~ión constante. 

3J L~vat· la membrans cor1 T-PBS 2 veces~ 5 minL~tos cada vez. 
4J En caso da ir1munoti~1ción, s~ incuba la membr·ar1a cot1 el 2° 

&t1t1ct~et·po pct· l •~ot·a. PaEado est~ t1en1po, se lav~ la membr·ar1a de 
nt~evo con T-PBS ~ veces. 5 minutos cada v~z. 

~> Se lava l& membt·ana ce~ PBS poi· 5 minutosr 
6) Se agr~~a la solución reveladot·a y se deja incubando de 20 

:.. 45 rn1r1t~t.1:1s.~ s.e·;il~i-1 l~ t·E<.¡.: idez e int.ensi1j?"1:5· con ·::;1.~e: vayan apare
ciendo las batidas. 

71 Sa detiene el rev~lado por lavada de la membrana con agua 
por 10 minutos 2 v2ces. 

e:> Par-a .-sei=ar la mernt1rar1a:o se ·=oloca err-f:.t·.~ var-ia::: l-1c1jas de 
papel filtro absorbente. 

Nota: Los estándat·9s 1je PM se ti~eron cor1 N~gro Amido al 0.1 % 
er1 2.1:: ido acét. í ce; al 1 O ;.: y rnet.an.:1 l a 1 4~;;,~ dl~r ar1t.e 5 mi r11PJt.c1s. con 
agitación~ Se de~ti~ó con metano! 90% - ácido acético 2 %. 
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