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INTRODUCCION

La comunicacion es una funcién esencial para la supervivencia de los crganismos. Las dos principales formas
de comunicacitn orgénica son la quimica y la eléctrica, y la comunicacién mas simple se realiza de una célula
aotra.

En la comunicaci6n eléctrica, las superficies de las células forman juntas o uniones en uno o varios puntos
con la ayuda de proteinas especiales, que dan lugar a las uniones estrechas o impermeables, desmosomas, etc.
En el caso de ks sinapsis elédricas, sin embargo, las membranas estin muy cercanas, pefo sin legar a
juntarse (1).

£n la comunicacién quimica, las células comunicantes pueden estar muy lejos una de otra, y utilizan como
mensajero a una molécula cuya naturaleza quimica puede ser muy diversa: aminodcido, péptido, derivado de
colesterol, etc (1, 2). La célula emisora libera el mensajero al medio, y éste viaja hasta llegar a la célula receptora
e induce su respuesta. Esta forma de comunicacién es empleada por organismos unicelulares como Dyctios-
telium discoldeum, cuando hay escasez de nutrientes, para agregarse, diferenciarse y producir esporas (1), En
ocasiones, el mensajero se almacena en grénulos que liberan su contenido cuando es necesario (1, 2, 3).

El sistema nervioso utiliza una combinacién de ambas formas de comunicacién. Para comunicarse con
otras, una neurona envla a 1o largo de su axén un impulso eléctrico. Cuando el impulso llega a las t2arminales
axdnicas, provoca la liberacin devarios granulos secretorios, que llevan uno omds mensajeros quimicos en
su interior. Los mensajeros quimicos, llamados neurotransmisores o neuromoduladores, a su vez, inducen'una
respuesta en la neurona adyacente. Esta respuesta es, casi siempre, la generacién o inhibicion de un impulso
eléctrico (1, 3).

En organismos complejos, las células encargadas de producir mensajeros quimicos frecuentemente se
encuentran agrupadas en glindulas. Cada gléndula secreta ciertos mensajeros u hormonas. Las glindulas que
secretan sus productos hacia el torrente sangufneo se llaman endécrinas; como ejemplo tenemos a la hip&fisis,
el pincreas y la tiroides. Las glandulas exdcrinas secretan sus productos hacdia afuera o hacia otro comparti-
miento corporal. Algunas glindulas exdcrinas son el estémago y la gldndula mamaria (3).

A este nivel, fa comunicacién nose hace obviamente de una célula a otra, sinodeuna poblaclén decélulas
a otra, es decir, de tejido a tejido.



La comunicacién mediada por mensajeros quimicos puede tener varios niveles de complejidad, que
dependen principalmente del nimero de mensajeros que intervienen. En la comunicacién de primer orden,
el producto secretado controla directamente una respuesta especffica; por ejemplo, a permeabilidad y
reabsorcién de agua a nivel renal controlada por la ADH thormona antidiurétical, En la regulacién de este tipo
de comunicacién, intervienen mecanismos de retroalimentacion; para el ejemplo anterior, el volumen y la
concentracién de solutos en la sangre seifa el mecanismo regulador.

En la comunicaci6n de segundo orden, los productos secretados provocan a su vez la liberacién de otra
hormona por el 6rgano blanco. Tal es el caso de Ja GnRH (hormona liberadora de gonadotropinas), que, liberada
por el hipotalamo, viaja a la hip6fisis e induce la secrecién de las gonadotropinas LH (hormona luteinizante) y
FSH (hormona estimulante del foliculo). En la regulacion de este tipo de comunicacion intervienen otras hormo-
nas, por lo que es mis compieja.

En los sistemas de comunicacién de tercer orden, una hormona provoca la liberacién de otra hormona que
asuvez provoca la liberacién de otra més. Un ejemplo de esto lo constituye el eje hipotslamo-hip&fisis-tiroides:
el hipotdlamo secreta TRH o tiroliberina, que en la hiptfisis provoca la liberacién de TSH o tirotropina, que a
su vez controla la produccién y secrecién de las hormonas tiroideas triyodotironina (T3) y tiroxina (Ta). La
regulacin de este eje esté dada por el equilibrio que establecen la TRH, que estimula a la hip&fisis, y T3 y T,
que 1a inhiben (3).

Como se ve, los sistemas neevioso y endéerino no se ignoran entre sf, al contrario, se interrelacionan y hasta
comparten mensajeros. Por ejemplo, ciertas estructuras cerebrales, como el hipotslamo, pueden secretar sus
mensajeros hacia la sangre, y muchos mensajeros endécrinos, come la insulina, pueden alterar funciones
neuronales (3, 4). Por 5o, se cree que las células nerviosas y endéerinas tienen un origen embriolégico comin.

Por otro lado, el sistema inmune, asf como tiene su conjunto de céulas especializadas, tiene un grupo
de mensajeros quimicos, y se ha demostrado que estos mensajeros inmunolégicos pueden influenciar ia
liberacién de hormonas y modificar las respuestas neuronales a ciertos neurotransmisores, asf como algunos
mensajeros neuroendéerinos alteran el componamiento de células del sistema inmunitario. Entonces, el sistema
neuroendocrinoinmunolégico es el encargado de concertar y coordinar las funcionas de las células de los seres
vivos (5). Esto indica que la separacién de este gran sistema en subsistemas es completamente arbitraria y que
si bien ha permitido conocer muchas cosas, para llegar a comprendetlo, al sistema neuroendocrinoinmunol6-
gico debe toméarsele como un todo.

HIPOFISIS ’ -

Una de las glandulas endéerinas més complejas y activas es la glandula pituitaria o hipéfisis. Esta situada en
la base del créneo, dentro de una cavidad éseadel esfenoides llamada *sillaturca®. En los mamfferos, la glindula
tiene 2 16bulos, al posterior se le llama neurohipéfisis y al anterior, adenohipdfisis, La glandula hip&fisis ests
conectada con el hipotslamo por el tallo hipofisiario, que es un haz de vasos y fibras que se originan en ef
hipotélamo y cuyas terminales forman Ja neurohlpéfisis. La adenohipdfisis se origina de una evaginacién del
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ectodermo primitivo llamada Bolsa de Rathke, por lo que su origen embriolégico es epitelial. s por esto que
a la hipéfisis se le ifama *gldndula mixta®, pues estd constituida por elementos provenientes de dos estirpes
celulares diferentes (2).

La hip&fisis se comunica con el hipotilamo via el sistema porta hipotalimico-hipofisiario, que consiste en
un conjuntc de vasos en el hipotdlamo (Hamados vasos portates largos) que desembocan en los capilares
sinusoidales del l6bulo anterior, Es por medio de este sistema que los factores liberadores del hipotslamo
liegan a la hipéfisis y estimulan la sintesis y secrecién de hormonas (2, 3).

Neurohipéfisis

En la neurohipéfisis, constituida por terminales axénicas, se almacenan ocitocina (OT) y vasopresina (VP),
también famada hormona antidiurética (ADH). Estas hormonas son pequefios péptidos de 9 aa muy parecidos
entre sf pues s6lo difieren en 2 aa, por fo que se cree que se originaron por duplicacién de un gen ancestral.
La vasopresina ayuda a reducir la pérdida de agua por los rifiones y aumenta fa presidn arterial. La ocitocina
provoca la contraccién del masculo uterino y de las células mioepiteliales de la glsndula mamaria, provocando
la evacuaci6n de leche (2, 3).

Adenochipéfisis

ta adenchip&fisis se compone de 3 porciones: pars distalis, pars tuberalis y pars intermedia, Esta Gitima
queda entre la adenohipéfisis y la neurohipéfisis.

En fa adenchipdfisis hay varics tipos celulares, identificados por inmunohistoquimica, que se llaman de
acuerdo al tipo de hormona que producen. Asf, tenemos lactotropos (prolactina o PRL), somatotropos
(somatotropina o GHj, tirotropos (tirotronina o TSH), gonadotropos thormona luteinizante o LH y hormona
estimu lante del foliculo o FSH) y corticotropos (corticotropina o ACTH). En la pars intermedia se sintetizan 2
tipos de hormona estimulante del melanocito (-aMSH y B-MSH) (2).

En fas aves, la pars intermedia no existe. En cambio, la pars distalis se divide en 2 l6bulos, el caudaly el
cefélico, En el I6bulo caudal se encuentran mayoritariamente somatotropos, en el lébulo cefético hay tirotropos,
lactotropos y corticotropos. Los gonadotropos se distribuyen en los dos I6bulos (6} (Fig 1).

Las hormonas sintetizadas por la adenohipéfisis regulan una gran variedad de funciones. La PRL, por
ejemplo, estimula Ia secrecién de leche y modifica la conducta materna; en las aves, la PRL tiene que ver en
la reproducién, la osmorregulacion, en ef metabolismo de carbohidratos y probablemente participe en fa
regulacién del crecimiento y de otros procesos metabélicos (6). La ACTH estimula la secrecion de las glindulas
suprarrenales; la TSH provoca la liberacién de hormonas tiroideas; las gonadotropinas (FSH y LH), provocan
la secreci6n de hormonas esteroldes y fa diferenciacién de gametos en las génadas; ta hormona de crecimiento



Fi143. 1. Diagrama de la distribucién de los distintes

tipos celulares de la pars distalis de las aves. Abre-

viaturas: Cd, 1l6bulo caudal; Cp, 16bulo cefdlico; HE,

eminencia medila; NL, 146bulo neural; 0C, quiasma Optico

PT, 'pars tuberalis; PV, vasos portales;, VIII, tercer

ventriculo, simpolos: & GH; ..O LH-FSH; M ACTH;
O FRL; " & T3H. (Tomado de ref, 6)



(GH), como su nombre lo indica, ayuda al crecimiento tisular, ademés de participar en el metabolismo de
lipidos, carbohidratos y sfntesis de dcidos nucleicos y protefnas (2, 6, 7).

Hormona de Crecimiento

Como ya se mencions, la GH o somatotropina se sintetiza y almacena en los somatotropos de la
adenohip6fisis. En las aves, constituye aproximadamente 10 % de la protefna hipofisiaria total (6). La GH es
una protefna de 191 a 192 aa (amino4cidos), segtin la especie, y ¢l PM (peso molecular) predicho por la
secuencia de aa es de aproximadamente 22,000; por lo que a la forma mé4s abundante de la hormona en varias
especies se le llama *22 k*. La GH tiene 2 puentes disulfurc, que hacen que la molécula forme dos asas, una
grande y otra pequefia (7).

La GH se descubri6 en 1921, cuando Long y Evans inyectaron extractos hipofisiarios humanos a ratas
hipofisectomizadas y observaron que éstas aumentaban de peso y tamaho. Esto demostraba la existencia de
una "hormona del crecimiento® en fa hip&fisis (8).

Para estudiar a esta hormona se disefiaron y perfeccionaron técnicas de purificacién, que generalmente
incluyen el uso de varios cientos de gldndulas, su homogeneizacion y la precipitacién de protefnas a diferentes
concentraciones de sales o con diversos solventes, como etanol y acetona. De esta manera, la piimera CH que
se obtuvo en forma purafue [a bovina, en 1945 (9). Recientemente, con la ayuda de la técnica del ADN recombi
nante, se ha clonado el gen de GH de varias especies en bacterias, y también asf se pueden obtener grandes
cantidades de la hormona pura (10).

Al comparar las GH purificadas de diferentes especies, se vié que aunque el PM predicho por la secuencia
de aa era muy similar para todas ellas, en sistemas anallticos como electroforesis en SDS (SDS-PAGE) o fiftraci6n
molecular, presentaban PM variables de 21 a 29 Kd (8). Estas discrepancias pueden deberse a |a variabilidad
de los sistemas analfticos empleados por diferentes grupos o a diferencias intrinsecas a las moléculas de GH,
que se describirdn mds adelante.

Cuando se compararon las secuencias de aa de GH de diferentes especies, se encontré que son akamente:
similares entre si. Ademds, la GH presenta un 85 % de similitud con el lactégenc placentario (PL, también
llamado somatotropina coriénica o CS) y con la PRL (aproximadamente en un 35 %); de tal suerte 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 nGmero parecido de aa (GHy PL, 191 a 192 aa; PRL 198 a 199 aa), mis o
menos la misma cantidad de puentes disulfuro (GHy PL, 2; PRL, 3), y los receptores para una reconocen a las
otras aunque con diferente afinidad (8). -

ta GH participa en una gran cantidad de funciones, y no Gnicamente en aquella que le da nombre (ver
tabla 1); y ejerce sus efectos a corto (efectos metabblicos) o a largo plazo (efectos lentos o hipertréficos). Los
primeros generalmente incluyen la modificacién de procesos metabélicos tales como lipdlisis, incorporacién
de iones, aa o az(cares. El segundotipo de efectos generalmente requiere sintesis do novo de 4cidos nucleicos
y protefnas (27, 28, 29).
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La GH puede funcionar directa o indirectamente, a través de un sistema de segundo orden, provocando
la liberacion de otra hormona, la somatomedina C o {GF-1 (insulin-like growth factor | o factor de crecimiento
insulinoide}. Primero, Ia GH es reconocida por el higado, y entonces éste libera IGF-1, que va a sus tejidos blanco
a ejercer su accién (30, 31, 32). :

Este efecto de la GH es el del crecimiento, pues se ha demostrado que durante la diferenciacién de los
condrocitos y los preadipocitos, la GH provoca la diferenciacion de éstos, asf como la liberacién de IGF-1, que
con su efecto mitogénico, da lugar a la expansion clonal de las células diferenciadas (33, 34); aunque otros
autores reportan que fa GH puede actuar directamente sobre jos condrocitos, a los que inducea reproducirse
(35).

Para otros de sus efectos, la CH funciona directamente, como es el caso de la lipdlisis y Ja incorporacién
de glucosa por Jas células (27). Sin embargo, se han observado efectos antagénicos de la GH, sobre el mismo
proceso metabdlico, segiin el tiempo de incubacion de la hormona sobse el tejido; es decir, se ha visto que
puede aumentar la lipdlisis o inhibirla. Por otra parte, puede incrementar la incorporacién de glucosa (efecto
insulinoide), también puede disminuirla (efecto diabetégeno) (27, 36).

Para explicar fa multiplicidad de funciones y los efectos antagénicos de la GH, se han propuesto varias
hipStesis:

1) Hormona "multidominio™: Segin esta propuesta, la GH estarfa conformada por varios dominios
estructufales, antigénica y funcionalmente diferentes, de tal suerte que cada uno tendrfa su receptor particular,
De esta manera, con receptores fepartidos en varios tejidos, cada uno con capacidad de reconocer un cierto
dominio, se provocarfan respuestas diferentes de cada tejido, lo que explicarfa la multifuncionalidad de la
hormona.

* 2) Hormona “modificada’: Esta hipStesis propone que 1a hormona, al modificar su estructura, puede dar
lugar a nuevas funciones. Estas modificaciones seffan tales como multimerizacién, procesamiento proteolitico
parcial, o adicién de algin grupo quimico, como fosfato, acetilo, carbohidrato, etc. As, la GH no serfa un sélo
tipo de proteina, sino una familia completa de moléculas, que se originarian a partir de un precursos comdn,
las cuales serfan responsables de los diversos efectos de la GH.

3) Una combinacién de las anteriores, que serfa mis probable.

Las hip&tesis 2 y 3 se encuentran muy apoyadas por la evidencia obtenida hasta ahora. Incluso desde los
afios de 1950 y 60 se reconocié que la GH “pura” obtenida de mamiferos se resolvia en varios componentes
ensistemas de electroforesis en almidén, Tris-PAGE o cromatograffa. A &tos componentes se les llamé variantes
o isohormonas (7, 8).

Inmediatamente, algunos grupos se dedicaron a caracterizar quimica y bioldgicamente a estas varlantes. Se
instrumentaron varios bioensayos para determinar fa actividad hormonal, tales como et lactogénico, el de la
ganancia de peso y la estimutacién del cartflago de la tibia de ratas hipofisectomizadas (7,8).
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Desde 1961, en geles de aimidén se resolvieron 6 variantes, 4 mayoritariasy 2 minoritarias de la GH humana
(hGH), las cuales presentaban actividad tanto somatotrépica como lactogénica (37). Sin embargo, en 1962 se
corroboré que sélo fos componentes mayoritarios tenfan actividad somatotrépica (38).

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

Lewis y col (40), aislaron después por PAGE a cuatro variantes de la hGH nombradas g1, a2, @3 y 8; cuyo
comportamiento electroforético era similar a B, C, Dy E, respectivamente. Al estudiar las variantes a2 y a3, se
descubrié que eran ei resultado de un procesamiento proteolitico limitado; a a2 le faltaban los aa 135 a 140
Y a a3 los de 135 a 146. Esta regi6n se localiza en el asa "grande” de 1a molécula. Todas las variantes fueron
igualmente reconocidas por un RIA especffico.

Después, se aislé una variante acetilada en el NH; terminal, que presenta actividad biolégica e inmunolé-
gica. También, se encontraron formas desamidadas en el aa 152 (Asn-—-Asp) y 137 (GIn---Glu) (7,41).

En cuanto a la hormona de crecimiento de pollo (cGH), existe 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, 0.30y 0.35; sin embargo, estas variantes presentan e mismo PM en
SDS- PAGE: 26.3 kd (42, 43, 44). Adem4s, se sabe que alrededor de la tercera parte de la cGH est4 fosforilada,
hecho que podtfa 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 lipolitica (incrementa la concentsacién,
de glicerol liberado al medio), mientras que la 0.3 tiene un efecto antilipolitico (inhibe la lipélisis inducida por
glucagon) (20, 45, 46).

Por isoelectroenfoque, se identificaron hasta 10 variantes de cGH en homogeneizados frescos de hip&fisis
(45, 47), asf como en preparaciones puras de la hormaona (43, 45). Los pl de estas variantes iban desde 6.0
hasta 8.45, y aumentaban o disminufan los niveles de algunas de ellas segin 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, Agregacién de mondmeros 4. Procesamiento diferencial del ARNm
2. Procesamiento proteolftico limitado 5. Glucosilacién

3. Dhversidad genbmica



1. Agregaci6n de mondmeros

Con respecto a este caso, se ha demostrado que la GH puede existir como dimeros (45 k), tetrdmeros (80
k) e incluso polfmercs mas grandes (100 k). En algunos bioensayos, estos oligémeros son mas activos que la
GH monomérica, por ejemplo ef tetrdmero de BO k es de 100 a 200 veces més activo que la GH 22 ken el
bicen sayo de la tibia. Estos agregados se encuentran circulantes (7, 48, 49),

Una variante, llamada 24 &, tiene un corte proteolitico en la posicién 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 SDS-PAGE. (7).

£n aves, también se ha visto la existencia de oligémeros, que pueden disociarse con mercaptoetanol en las
condiciones reductoras de SDS-PAGE, aunque aparentemente también se encuentra un dimero resistente a
fa reduccibn, tanto en aves (45), como en otras especies (50, 51).

2, Procesamiento proteolitico limitado

El segundo mecanismo, el de la escisién 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-opiomelanocottina), que tiene incluidas en su estructura las secuencias de mensajeros mas peque
fios como fa BLPH, ACTHY YMSH. A su vez, dentro de la BLPH estdn la 8-endorfina, YLPH y BMSH; y dentro
de la ACTH, se encuentran aMSH y CLIP (2, 3).

También, se sabe que ia PRL sufre un corte proteoiitico en 1a hip6fisis y en sus tefidos blanco (como fa
glandula mamaria) y genera un péptido de 16 kd que es biolégicamente activo en los bioensayos de PRL y que
es reconocido también por los receptores hepéticos, y aparentemente tiene funciones propias, no compartidas
con la PRL (52).

En cuanto a la GH, se ha encontrado un producto que carece de un segmento en el extremo COOH,
tiamado P16 (PM 16 kd). Aparentemente, este P16 es més dcido que 1a GH 22 k, y el corte proteoliticoise hace
entre los residuos 152 y 156 (53).

Ouos autores han probado que los péptidos sintéticos correspondientes también al extremo carboxi-tes-
minal de la GH (residuos. 172 en adedante) tienen acciones hiperglicémicas (54).

Por otro lado, se ha visto que los segmentos correspondientes al extrémo aminoterminal de fa GH pueden
regular &l metabolisme de los carbohidratos. E! segmento 1 a 43 de la hGH es un potenciador del efecto de la
insulina, pues incrementa fa incorporacion de glucosa estimulada por fa insulina (55). Otros autores (56, 57)
reportan que jos 32 32 a 46 de la hGH y 32 a 45 de la r'GH son suficientes para disminuir la secrecién de glucosa
por el higado y aumentar e efecto de la insulina al facilitar la incorporacién de glucosa en tejidos periféricos,
Estos datos apoyan la hiptesis de | existencia de regiones o *dominios” que tienen alguna actividad biologica

perse. .



Asfpues, la escicién de segmentos de la GH biolégicamente activos parece jugar un papel importante en la
multifuncionalidad de esta hormona.

3. Diversidad gen6mica

En los humanos, existen 2 genes para la hGH, el hGH-N ( normall y el hGH-V (variable). Ambos genes,
quese encuentran en lamisma regi6n del cromosoma 17; tienen 5 exones (denominados con niimeros romanos
dellal V) y 4 intrones (del A al D). El que se expresa en Ia hip&fisis y da lugar a la GH 22 ky sus variantes, es
el hGH-N (7,8,10). Sin embargo, algunos autores reportan que el gen hGH-V, queantes se crefa un pseudogen,
se expresa en la placenta, y ésta proteina aparece en el suero materno mis o menos a la mitad del embarazo,
y continGan aumentando los niveles hasta el parto (58).

También, se descubti6 que tanto hGH como hPCH (producto del gen hGH-V) se unen a los mismos
receptores hepéticos, aunque presentan algunos aa diferentes en la regién 32 - 46y hPGH es una protefna mas
bésica (58).

Un estudio posterior (59), demostré que de hecho existen 2 especies de ARNm transcrito de hGH-V. Estas
especies podrfan dar lugar a variantes de hPGH.

4, Procesamiento diferencial del ARNm

La variante que se genera por este mecanismo es |a llamada 20 k. Esta ischormona carece de los aa 32
a 46 correspondientes a la secuencia del monémero 22 k, y forma del 5 al 10 % del contenido de GH de las
glindulas y tiene tendencia a dimerizarse (7, 10, 60).

Se cree que esta variante de GH se genera cuando en el transcrito primario, el segundo intrén se escinde
unos residuos més de lo usual, llevindose consigo los nucleStidos del tercer exdn que cadifican para los aa 32
- 46, dejando un tercer exén truncado (10).

Esta variante presenta una actividad similar a la de 22 k en los ensayos somato 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 unién menor en tejido adiposo, higado y gldndula mamaria (61 a 64).

La 20 k se ha encontrado en la circulacién y aparentemente tiene una vida media més larga que la 22 k
{65). También, se ha visto que carece de las propiedades insulinoides de 12 22 k, lo cual no es tan raro si se
considera que los residus 32 a 46 son responsables de esa actividad, y 1a 20 k no los tiene (10, 55).

Lecomtey cols (66}, con estudios en una biblioteca gen6émica de ADNc de hipéfisis, encontrarony donaron
3 ADNc que codifican para la 22 k, la 20 ky una nueva especie de 17.5 k. Esta nueva variante carecerfa de 40
aa codificados por el tercer ex6n, y se generarfa también por procesamiento diferencial en el extremo 3° del
segundo intrén; pero no se ha encontrado todavia una variante de GH con estas caracterfsticas {66).

10



8. Glucosilacién

La divisi6n clasica de las hormonas adenohipofisiarias separa a éstas en holoprotefnicas (GH, PRL) y las
glucoprotelnicas (TSH, FSH y LH). Por eso, la GH se consider6 por mucho tiempo como una holoprotefna. Sin
embargo, desde 1984 se reporté la existencia de una fraccién de PRL ovina que estaba glucosilada (67).
Después, se demostré que tanto la PRL humana come la porcina también presentaban una cierta proporcién
de moléculas con carbohidratos (68, 69). Ademds, la forma glucosilada presenté menor actividad que la forma
holoprotefnica en varios bioensayos (69, 70). Después, se comprobé que también el PL bovino podfa estar
glucosilado (71).

El primer reporte concerniente a la existencia de una variante glucosilada de la hormona de crecimiento
humana, fue hecho en 1986 (72), y al afio siguiente (73), se descubrieron variantes glucosiladas de GH de rata
y ratén, y se encontré que los niveles fisiologicos de estas variantes también se podfan 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 12 GH fue hecho por Berghman y col en el
pollo (74). La existencia de esta variante fue establecida por inmunohistoquimica. Esta protefna presenté un
PM mayor que el de la GH "normal®, pero no fue caracterizada finamente.

Como se ve, la deteccién de este tipo de isohormonas fue muy importante, pues ademiés de incrementar
el nmero de miembros de fa familia de la GH, conduce a reconsiderar laclasificacién antigua delas hormonas

hipofisiarias.

Manteamiento del problema

La historia de la neuroendocrinologla, al igual que la del resto delas clencias, nos muestra ¢6mo, en pocos
afios, los conceptos y las ideas, por muy dogméticos que sean, tienen que adaptarse a los nuevos descubri-
mientos.

Por ejemplo, inicialmente se concebfa a la GH (de hecho a todas las hormonas) como una sola especie
protefnica. Cuando se describié la heterogeneidad molecular de preparaciones puras de la GH, muchos
investigadores atribuyeron este hecho a la hidrélisis de la hormona durante el proceso de purificacién, y no

fue sino hasta la deteccién /n vivo de estas variantes cuando su existencia fue completamente aceptada.

Enseguida, algunos grupos de investigacién se abocaron a estudiar-las diferencias estructurales de las
variantes, asf como su actividad biolégica, y de esta manera se logré correlacionar clertas estructuras con
determinadas funciones, como se dijo anteriormente.

También se logré determinar que las variantes o iso-hormonas diferfan entre sf en alguna modificacién
postraduccional, tal como desamidacién, fosforilacién, etc (40, 41); pero nose consideraba que la glucosilacién
pudiera darse en la GH ni en las otras hormonas de su familia (PRL y PL).

"



Tiempo después, sin embargo, se detectt una fraccidn de PRL glucosilada (67), y esto condujo a buscar
una fraccion glucosilada de GH, que, efectivamente, se encontré (72, 73, 74).

Al tiempo del reporte de estos estudios, en nuestro laboratorio ya se venfa purificando y caracterizando a
la GH de pollo desde hace tiempo, y se contaba con los recursos necesatios para estudiar la heterogeneidad y
la actividad de la ¢GH. Ademis, ya estaba pricticamente montado un protocolo para obtener una fraccién
glucoprotelnica de la hipdfisis def pollo.

Por todo esto, nos propusimos determinar la presencia de cGH en dicha fraccién glucoprotelnica, asf como
desarrollar un método de purificacion de la variante glucosilada de cGH y someterla a diversos apdlisis
electroforéticos para comparar su comportarniento con el de la cGH "normal, pues cabla la posibilidad de que
esta variante tuviera, en sf misma, heterogeneidad estructural.
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OBJETIVOS

En vista de que el interés principal del laboratorio es la cGH, y de que evidencias recientes indican la
presencia de carbohidratos en hormonas de la familia de la GH, se plantearon los siguientes objetivos:

1. Desarrollar un protocolo sencillo y eficiente para la obtencién de una fraccién glucoproteinica de la
adenchipoiisis del polio.

2. Demostrar la presencia de una variante glucosilada de la cGH en una fracci6n glucoprotefnica mediante
sistemas electroforéticos e inmunol6gicos.

3. Desarroflar una técnica de purificacién de la variante glucosilada de cGH (gcGH).

4, Caracterizar bioquimicamente a la variante purificada,
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MATERIALES Y METODOS

Material biol6gico

Se utilizaron hipsfisis de pollos Pilch (7 a 8 semanas de edad) alimentados ad iibitum. Se decapitaron los
pollos y fas cabezas se almacenaron en hielo frappé mientras se obtenfan las hip&fisis mediante un corte sagital
del créneoy extirpéndolas con pinzas. Las gldndulas asfobtenidasse almacenaron inmediatamente en hielo
seco y después a-70 © C en un congelador REVCO hasta su utilizacion.

Reactivos

£l agua empleada para la preparacién de diversas soluciones y amoitiguadores fue desionizada en un
aparato MilliQ (millipore).

€ anticuerpo 0gG de cabra anti-IgG de conejo acoplada a peroxidasa), 1a resina de Affigel-10, 1a gelatina
y en general todos los reactivos para efectroforesis y electrotransferencla se obtuvieron de Bio-Rad {Estados
Unidos).

La resina de Concanavalina A - Sefarosa, la Concanavalina A acoplada a peroxidasa (Con A - HRP) y fa
albGmina se obtuvieron de Sigma (€. U.).

La Sefarosa 4B activada con CNBr se obtuvo de Pharmacia (Sueda). - -
Se wtilizaron anfolinas de Bio-Rad o Pharmacia indistintamente.

Todos los reactivos restantes fueron de grado analftico,
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- Anticuerpos

Los anticuerpos anti-cGH utilizados se obtuvieron por inmunizacién de conejos Nueva Zelanda en los
ganglios popliteos, con una preparaci6n pura de la hormona de crecimiento de pollo (42, 44), segin el esquema
de inmunizacién reportado previamente (75). Estos anticuerpos (Ac) resultaron ser altamente especflicos, pues
su inmunorreactividad cruzada con hormonas de crecimiento de varias especies, asf como con otras hormonas
es practicamente nula (75).

El suero se almacend en alicuotas que fueron congeladas hasta su utilizacién.

Extraccién de protefnas hipofisiarias

Se disefi$ un protocolo de extraccién basado en trabajos anteriores (76, 77). Todos los pasos se realizaron
a 4%C. De cada paso se tomé una alfcuota (100 I) para determinar la concentracién de protefna y analizar el
grado de purificacin por electroforesis. Un esquema de este protocolo se muestra en la figura 2.

i e
i

a) Homogeneizacin

Dos lotes de aproximadamente 150 glandulas (en total 300) se pesarony homogeneizaron en una solucién
acucsa deinhibidores de proteasas: Fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF) 0.5 mM y aproti nina 50 KIU {unidades
de kalicrefna) por ml pH 7.2; (se ahadieron 2.5 mi de solucién por gramo de tejido). Se dieron 12 golpes con
un homogeneizador Potter - Elvehjem. Ambos homogenelzados se juntaron y se ajusts el volumen para obtener
una concentraci6n de 3 g de tejido / 10 mi de solucién.

by Alcalinizacién

El homogeneizado se llev6 a pH 9.5 con una solucion concentrada de Ca(OH)2 y se dej6 en agitacién 15
minutos. Posteriormente se centrifugé a 11,500 rpm (10,000 x g por 30 minutos en una centrifuga Sorvall
RCS-B con rotor de sngulo fijo $534. El precipitado (conteniendo tejido no roto, material insoluble) se dej6 y
el sobrenadante alcalino se sigui6 procesando.

¢} Primera precipitacién con (NH4)2504
El sobrenadante alcalino se llevé a 0.15 M (3.745 %) de saturacién con sulfato de amonio, afadiendo gota

agotay con agitacién constante el volumen apropiado de una solucién de sulfato deamonio al 100 %. Luego
se ajusts el pH a 4.0 con (HPO3), 0.2 M, se dej6 en agitacién por 15 minutos y nuevamente se centrifug6 a
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300 hipdfisis

Homogeneizacidn en solucidn acuosa de PMSF 0.05 H
y aprotintna 50 KIUsml pH 7.2

!

Alcalinizacidn a pH 9.5 con Ca(OH)
l 4
Centrifugacidn a 10,000 g, 30 minutos a 4 - C

v N

Precipitado Sobrenadante

Sulfato de amonio 0.15 M y
pH 4.0 con (HPOa) 0.2 H

/

Centrifugacién a 10,000 g, 30 minutoes a 4 - ¢C

/ N

Precipitado (Fraccidn 1) Sobrenadante
Di1s81l1s1s Sulfato de amonioc 80 * saturacidén
Liofilizacidn y pH 6.5 con NaOH
congelacion

Centrifugacién a 10,000 g, 30 minutos a 4 - C

Sobrenadante Precipiltado (Fraccién 2)

Di&8l1s1s Di18l1s1is
Liofili1zacién Liofilizacitn
congelacidn l

Cromatografia en Con A - Sefarcsa

Fracci6n giucoproteinica (F3) .

4

Cromatogratia de inmunoafinidad
(Atfigel-anticGH)

CcGH glucosilada

Fig. 2. Protocolo de extraccidn.

1%
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11,500 rpm por 30 minutos. El precipitado se resuspend|d en un volumen pequefio de solucién salina alcalina
(NaCl 0.%5 M, pH 10) y constituye la Fraccién 1 (F1).

d) Segunda precipitacién con (NH4)2504

El sobrenadante obtenido en el paso anterior se llevé al 80% de saturacién con sulfato de amonio, la
cantidad necesaria de sulfato de amonio al 100 % se agregé gota a gota y con agitacién constante. El pH se
ajustéa 6.5 conNaOH 1 N, se dej6 en agitacién por 15 minuotos y se centrifugd. El precipitado se resuspendié
en el menor volumen posible de K2HPO4 0.2 M y se calents a 55 - 60° C durante 2 minutos. A esta fraccién
se le llama F2.

e) Dilisis y liofilizacién

El sobrenadante obtenido en el paso anterior, asf como las fracciones F1 y F2 se transfirieron a bolsitas
hechas con membrana de dislisis Spectrapore # 3 (limite de exclusién 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 liofilizadora Labeonco.

Determinacién de la concentracién de proteinas

Se siguié el método de Lowry y col. modificado por Hartree (78, 79), para la determinacion de la
concentraci6n de proteinas en cada etapa de la purificacién. La técnica se explica ampliamente en el apén-
dice 1.

PuviﬂcAciOn de glucoproteinas

Para obtener glucoprotefnas a partir de la Fraccién 2, se cromatografié a esta Gltima por afinidad en una
resinade Concanavalina A - Sefarosa (Sigma). Todos los pasos se llevaron acabo a 4°C. Detalles de la preparacién
de amortiguadores y montaje de la columna se dan en el apéndice 2.
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Brevemente, a 7 ml de resina se les hicieron 4 lavados con amortiguador de equilibrio (Tris - HC! 20 mM,
NaCl 0.15 M, MnCl2 1 mM, CaCl2 1 mM pH 7.0} para eliminar el amortiguador preservativo.

La muestra (F2, aproximadamente 50 mg) se disolvi6 en ¢l amortiguador de equilibrio y se aplicé en un
volumen pequefio (no mayor de 3 ml). Se dej6 interactuar con la resina de 15 a 20 minutosy se eluy6 primero
con el amortiguador de equilibrio y luego conacd-metilglucésido y/o eco-metilmanésido 10 mM y 100 mM
disuelto en el mismo amortiguador.

Para realizar esta cromatograffa se ocupé el siguiente equipo: un conductfmetro LKB-2195, un absorci6-
metro LKB-2138, un graficador LKB-2210, un colector de fracciones LKB-2070 y una bomba peristiltica
Pharmacia P-3.

El flujo de la columna se ajusté a 0.4 m/minuto, se colectaron fracciones de 2 m! y la velocidad del papel
fue de 0.5 mm/minuto.

Las fracciones correspondientes a cada pico obtenido se juntaron y se dializaron y liofilizaron como se
describié. La fraccion retenida (glucoprotefnica) es la llamada Fracci6n 3 (F3).

Purificacion de cGH glucosilada

La F3 se someti6 a una cromatograffa de inmunoafinidad {se pasé por una resina con anticuerpo anticGH
acoplado), con el objeto de obtener una preparacién enriquecida de la cGH glucosilada, tal como se describe
a continuacién:

Se obtuvo IgG anticGH al pasar suero inmune de conejo por una columna de Proteina A - Sefarosa (detalles
de las técnicas se describen en el apéndice 2).

Después, 25 mg de igG se pusiefon en contacto con 5 mi de Alfige} 10 (Bio - Rad, activada con
N-hidroxisuccinimida). Se dej6s reaccionar 4 horas a 4 ° C con agitacién en un aparato Milligen 504, La reaccién
se detuvo con etanofamina 1 M pH 8.0 (0.1 m! por mi de resina); se dej6 en agitacién 1 hora. Después, se lavé
la resina con 10 volGmenes de Hepes 0.1 M pH 7.5 y 5 vol(imenes de: Tris 0.1 M pH 7.5 (amortiguador de
equilibrio), Tris 0.1 M pH 7.5 con NaCl 0.5 M y 4cido acético 0.1 M (amortiguadores de eluci6n). La columna
se almacené con azida de sodio al 0.2 % en el amortiguador de equilibrio,

La F3 se resuspendié en un volumen pequefio del amortiguador de equilibrio, se aplicé a la columnay se
dejo interactuar con ella por 20 minutos. Después se eluy6 con el volumen necesario del amortiguador de
equilibrio; posteriormente se hicieron lavados secuenciales con Tris 0.1 M + NaCl 0.5 M y con &cido acético
0.1 M. Se colectaron fracciones de 1 ml y se emplearon el equipo y las condiciones arriba mencionados.
También, el contenido de los tubos correspondientes a cada pico se junté, dializé y liofilizé como ya se ha
dicho. . :
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Sistemas Analfticos
- Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS - PAGE)

€l equipo utilizado fue de Bio-Rad (cdmara Protean-ll, cdmara Mini-Protean y fuente de poder 200/500).

La técnica que se siguié se basé en el método de Laemmli (80), en geles al 12.5 % de acrilamida. La
preparacion de las diversas soluciones y ¢l ensamblaje de los geles se detalla en el apéndice 3.

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

Se utiliz6 un amortiguador de corrida con Tris 0,025 M, glicina 0.19 My SDS 0.1 %, pH 8.6. Se aplic6 un
voltaje de 100V 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 sac6 el gel
y se tifi6 o se puso en presencia de soluci6n de transferencia,

- Electroloresis en condiciones nativas (Tris-PAGE)
Se sigui6 la técnica de Nicoll (81), que se describe con detalle en el apéndice 4.

Este sistema electroforético permite la separacién de protefnas sin desnaturalizarias, principalmente con
base en su carga eléctrica neta. Esta técnica se realiz6 en geles cilindricos y en placa. Los geles cilindricos se
tifieron con Negro Amido 10-B; los geles hechos en placa se electrotransfirieron y revelaron como se describe
més adelante.

- soelectroenfoque analitico (IEF).

Se tomé como referencia el protocolo recomendado por Bio-Rad para la preparacién y corrida de geles
de IEF (ver apéndice 5).

Equipo: Cmara Bio-Phoresis para IEF horizontal (Bio-Rad), con los aditamentos necesarios y una fuente
de poder de alto voltaje (Bio-Rad 3000 Xi).

Se prepararon geles planos al 4 % de acrilamida, de 0.6 x 100 x 125 mm. Las muestras estaban libres de
sales, disueftas en no més de 10ul de agua (a veces se afiadla 0.5xlde anfolinas para facilitar la solubilizaci6n),
y se aplicaron en unos pocites hechos en el gel. La corrida se efectia a 5 W (potencia cons tante). Luego, se
incrementa gradualmente la potencia hasta llegar a 12 W y un total de-aproximadamente 4000 Voltios por
hora. La temperatura se mantuvo 2 4 ° C.

Cuando se terminé la corrida, se retir6 el gel, se apoyé sobre hielo frappé y se midi6 el gradiente de pH
con un electrodo de supeficie. Después, se electrotransfirié como se describe adelante.
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- Tinciones para geles.

Los geles de SDS-PAGE se tifieron con Azul Brillante de Coomasie R-250 al 0.02 % en Isopropanol al
25 %y 4cido acético al 10 % al menos durante 3 horas. Para desteftir, se usé dcido acético al 7 %. )

Los geles de SDS-PAGE que requerfan una técnica més sensible (para detectar hasta 100 ng) y los geles de
IEF setifieron con el método de plata, después de la transferencia. Se utilizaron los reactivos y la técnica descrita
por Bio-Rad, cuyos pasos se detallan en el apéndice 6.

- Electroforesis bidimensional

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

La "primera dimensién" consiste en la separacién de las proteinas por IEF en tubos delgados. La “segunda

. dimensi6n® consiste en acomodar los geles cilindricos encima del gel concentrador (sin pozos) de una SDS-PAGE

normal. De esta manera, las protefnas se separaron por carga y por tamafio. La deteccion de las bandas se hizo
por un método inmunoenzimético después de la electrotransferencia.

- Electrotransferencia (ET).

Esta técnica se emplet con el propésito de detectar pequehas cantidades de hormona de manera sensible
y especffica.

Esta técnica consiste en transferir las proteinas separadas en un gel a un papei de nitrocelulosa, y después
revelar las bandas con anticuetpos (Ac) o algtn otro agente, segdn la técnica de Towbin y cols (86).

Equipo:

Cémara de electrotransferencia Trans-Blot con "cassettes* de transferencia (Bio-Rad) y fuente de poder
250/2.5 (Bio-Rad). Papel filtro absorbente, membrana de nitrocelulosa (NC) de 0.45 m de poro (Bio-Rad) y
guantes.

Una vez terminada la electroforesis (SDS-PAGE, Tris-PAGE o IEF), se enjuaga el gel con agua y se deja
equilibrando en la soluci6n de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol al 20 %) de 30 a 45
minutos. Se prepara el "sandwich” de transferencia (el procedimiento se detalla en el apéndice 8).

La transferencia se efect(ia a 200 mA por 30 minutos. Al terminar la corrida, se saca la membrana de NC
de! sandwich y se lava 2 veces con PBS 1x pH 7.6, 5 minutos cada vez. Después, se deja en solucién bloqueante
toda la noche a temperatura ambiente. Sise tifié con Ac, se usé gelatina al 3 %. Si se tifié con Con A - HRP,
se usé albGmina bovina (BSA, fraccién V) al 3 %.

Se lavé lamembrana para quitar la solucién bloqueante, y se afiadié ConA - HRP (4,-$Iml), por 3 a 4 horas;

0 1% Ac (1:2000) por 2 horas, y luego 2 Ac (IgG de cabra - HRP, diluido 1:3000) por 1 hora. Se revelé con
_ 4-cloronaftol (0.5 %) y H20z (0.15 %), que producen bandas color parpura.
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RESULTADOS

Extracci6n de proteinas adenchipofisiarias

El esquema de extraccién empleado permite la obtencién de 2 fracciones protefnicas principales: F1y F2
(ver material y métodos). En a F1 precipitan PRL y la mayor parte de la GH. En |a F2 precipitan la mayorfa de
las glucoproteinas (76, 77).

Generalmente, se hicieron extracclones por lotes de aproximadamente 300glindulas cada unoy se tomaron
alicuotas de cada etapa de purificacién para determinarles la concentracién de proteina, asf como para
analizarlas por SD5-PAGE y observar el grado de purificacién obtenido. .

Enlatabla 2 se muestran los rendimientos de 3 extracciones independientes. Obsésvese que las variaciones
en concentracién de protefna de las distintas fracciones pueden deberse, al menos en parte, a la cantidad de
tejido del que se parti6.

Los patrones electroforéticos de las protefnas en las varias etapas de extraccién se muestran en fa figura
3. Como se puede ver, algunas proteinas se quedan en clerta fraccién y no aparecen en las fracciones
subsecuentes. Labanda correspondiente a cGH se sefiala con unaflecha. Nétese que, como se habfareportado
(76, 77), a GH 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 también se ve una banda de 29 kd, que podrfa
corresponder a gcGH, como se vers mis adelante.

Obtencisn de glucoprotefnas (F3)

Se deseaba purificar a fas glucoproteinas presentes en la F2. Para eso, se escogié una resina de Concana-
valina A - Sefarosa por su alta afinidad, capacidad y facilidad de manejo.
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Tabla @2 . COMPARACION EN mg DE PROTEINA DE LOS

RENDIMIENTOS DE 3 EXTRACCIONES INDEPENDIENTES

Fracciones Extr, 1 Extr., 2 Extr. 3
Teyldo 1niclial (9) 2.96 3.02 2.37
Extracto total 174.87 182.88 " 166,45
Ppdo. alcalino 7.7 59.67 68.67
Sndte., alcaling 98,33 137.99 39,31
Ppdav.-pH 4 (F1) 29.75 50.24 33,7
Sndte. PH 4 35.19 56.11 28.33
Ppdo. 80 % (F2) 25.84 37.12 14.43
Sndte. 80 % na nd nd

Ppdo., precipitado; sndte., sobrenadante; nd, no detectable.
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Para determinar las condiciones propicias de elucién, se monté una columna de Con A - Sefarosa de 5 mi
de volumen. Luego, se aplicaron 47.87 mg (peso seco) de F2. Se lavé con el amortiguador de equilibrio para
eluir las protelnas no retenidas, y luego se eluyé secuencialmente con 3 soluciones distintas de azicares, para
ver cudl era la més eficiente como eluyente, ya que estos aziicares compiten con las glucoprotefnas por los
sitios de unién de la Concanavalina A).

Primero se prob6 -D-metilgtucésido 0.5 M. El pico eluido con este carbohidrato salié arrastrado y pequefio.
Enseguida se aplic6 a-D-metilmanésido 10 mM y se obtuvo un pico més compacto y més alto. Por Gltimo, se
aplicé a-D-metilmanésido 100 mM, y se obtuvo otro pequefio pico (Fig, 4).

La fracci6én no retenida y 1as retenidas se analizaron por separado en Tris-PAGE en tubo y en SDS-PAGE.
Como se ve en la figura 5, las protefnas presentes en las fracciones eluidas con los 3 diferentes eluyentes
aparentemente son iguales.

Asf pues, en vista de que las proteinas eluidas con ks 3 distintas soluciones de azGcares son las mismas, y
de que la solucion de a-D-metilmanésido 10 mM era capaz de despegar la mayor parte de las glucoproteinas,
se decidi6 usar esta solucién para la elucién de las glucoprotefnas; en caso de que el pico saliera un poco
arrastrado, se aplicarfa a-D-metilmanésido 0.1 M.

Por otro lado, se determinaron las movilidades relativas (Rf) de las glucoprotefnas presentes en la F3, y
estos Rfs se compararon con los Rf reportados para las hormonas hipofisiarias de otras especies de aves (77).
Asl, se encontré que la banda con un Rf de 0.13 podria corresponder a LH, la de Rf 0.26 corresponderfa a
TsH; la de Rf0.52 a FSHy lade Rf0.75 podifa corresponder a PRL. En la F3 también se observaron las bandas
cotrespondientes a la cGH, aunque més tenues (ver fig. 5-B).

Una vez conocidas las condiciones cromatogréficas apropladas, las fracciones F2 de 3 extracciones
independientes se juntaron y se dividieron en 2 partes para cromatografiarlas en una resina de Concanavalina
A - Sefarosa. Las protelnas retenidas (eluidas con a-D-metilmanésido) constituyeron la Fraccign 3 (F3, fraccién
glucoprotefnica), Esta cromatograf(a se realizé varias veces, en la figura 6 se muestra un cromatograma tipico.
Las cantidades aplicadas a la columna y las obtenidas son:

1* Cromatografia Fr. noretenida . Fr. retenida
F2 (ppdo 80 %) Eluido Tris F3 (el. manés.)
2238 mg 20.66 mg 1.93 mg

2* Cromatografia

F2 (ppdo 80 %) Eluido Tris F3 (el. mands).
333 mg 3128 mg . 2.03 mg

24



D. 0. 260 nm

I\A '
s { i

i
30 40 50 60 ]

Ndmero de Fraccidn

Fig. 4., FatrtGn cromatagra&fico obtendo de 1la

columha de Con A - Sefarosa de prueba. DO,
densidad  Gptica; €, cargade; G, adimién de
glueds:ds 0.5 M) M-i, mandside 10 mM ;. K-z,

mansdsidoe 0.1 M.



92.5

66.2 -
PM 45

(kd)

3

-
21.5 -
ie.4 -

{

F13. 5. SDS-PAGE (A) y Tris-PAGE (B) de las fraccilones
obtenidas en la cromatografia de prueba en Con A -
Sefarosa. Carriles (A): 1, Estandares de PM;, 2, carga-
do;- 3, Fraccidén eluida con glucésido; 4, Eluido con
mandésido 10 mM; 5, Eluido con manésidoe 0.1 M. (B): 1,
cargado; 2, Eluldo con glucdsido; 3, Eluido con manot-
sido 10 mM. ® LH; ® TSH; X , GH
4 . FSH. -

26



T

40

o8t

D. 0. 280 nm

06

0.2 L s /\\3
0 4 3 J L 1 A b i

0 20 30 40 50

Ndmero de Fraccion

Fig. &, Fatrén de zbksorbencia a . 280 nm
abtenide al cromatogratiar la Fe¢ en una columna
de ¢on A - Setaresa. 1, rcargado; 2, adicidn de

mandésido 10 mM; 3, mandsidoe 0.1 H



Se decidi6 juntar las fracciones no retenidas (Elufdos con Tris) de las 2 cromatograffas y re-cromatografiarlas,
para comprobar que se habfa obtenido la mayor cantidad posible de fas glucoprotefnas presentes en la F2
otiginal. Como se ve en el cromatograma (Fig. 7), practicamente no se obtuvo F3, lo que indica que en fas 2
cromatograffas anteriores se purificaron la gran mayorfa de las glucoprotefnas.

Las fracciones asf obtenidas fueron analizadas por SDS-PAGE y ETy tefitdas primero con anticuerpo, para
detectar sélo las bandas cortespondientes a ¢<GH. Los resultatios se muestran en la figura 8.Se aprecia que en
1aF2 hay parte de la cGH "normal” (26.3 kd), y que al cromatogtafiar fa £2 y obtener las glucoptotefnas (fraccién
F3), se observa que la cGH 26.3 kd se queda précticamente toda en la fraccién no retenida, mientras que et
Ac reconoce a una protefna de mayor PM en la fraccién retenida. Cuando se tifié tanto con Ac como con Con
A-HRP (Fig. 9), se vi6 que la ¢<GH {26 k) no es reconacida por Ja Con A; en cambio, la cGHde 29 kd (glucosilada)
es reconocida tanto por el Ac como por fa Con A.

Ademds, en el carril correspondiente a la F3, tefiido con Con A-HRP, seve una mancha intensa en la region
correspondiente a aproximadamente 17 kd. Es probable que esta mancha represente las subunidades ¢ y 8
de las hormonas TSH, FSH y LH, pues es bien sabido que su peso molecular cae en ese intervalo y que estén
profusamente glucosiladas.

Por otro lado, el carril correspondiente a la fraccién no retenida no se tifie con Con A-HRP, lo que indica
que se recuperaton pricticamente todas las glucoproteinas con la cromatograffa en Con A - Sefarosa.

Purificacién de cGH glucosilada

Posteriormente, con el objeto de facilitar la caracterizacién de la geGH, se tratd de purificar a ta ¢<GH
glucosilada a partir de F3. Esta fraccién se pasé por una columna de inmunaafinidad (Affigel 10 - 1gG anti cGH).
Este tipo de resina tiene grupos de N-hidroxisuccinimida que reaccionan con los grupos NH2 libres de las
protefnas (en este caso IgC), y forman un enlace covalente.

Para la preparacion de la primera columna, se utilizaron 10 mg de 1gG por mi de resina. Sin embargo, el
acoplamiento fue pobre (alrededor del 50 %) y se tuvieron problemas en la recuperacién de la cGH glucosilada
durante la cromatograffa de la F3, pues los rendimientos fueron muy bajos. Entonces, se decidié sintetizar otsa
columna de inmunoafinidad, en la que se increments la cantidad de IgG a 25 mg/ml de resina y los tiempos
de incubaci6n. Asf, el acoplamiento aumenté en cierto grado (aproximadamente 72 %), pero el enlace
formado entre la resinay la igG era aparentemente 15bil, pues al cromatografiar la F3 y elulrla con Tris-NaCl
0.5 M y &cido acético 0.1 M, salfa también igG, como se vi6 por SD5-PAGE y en el cromatograma {Fig. 10). Y
los rendimientos de geGH fueron muy bajos de nuevo (10 a 15 up).

A pesar de las bajas cantidades de protefna obtenida, se pudieron analizar fos productos eluldos mediante
SDS-PAGE y ET, y los patrones de bandas se muestran en la figura 11. Las bandas de alto PM cotresponden a
18G, la de 29 kd corresponde a gcGH Yy la de 26 kd a cGH.
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Después, se sintetiz6 otra columna de inmunoafinidad usando otra resina, Sefarosa 4B activada con CNBr,
y se acoplé a la IgG segin las instrucciones del fabricante (Pharmacia) y se utiliz6 una concentracién de 5 mg
de 1gG por mi de resina. De esta manera, se obtuvo un 91 % de eficiencia en el acoplamiento, y se retenian
aproximadamente 260 g de cGH en 3 ml de resina.

Caracterizaci6n electroforética

El Dr. Luc Berghman, de la Universidad Cat6lica de Lovaina, Bélgica, dond generosamente 500 g de gcGH
pura. Esta probd ser idéntica a la nuestra, pues corrida en SDS-PAGE, electrotransferida y tefiida con Con A-HRP
seve como una sola banda de 29 kd; con Ac aparece la banda de 26.3 kd y un dimero resistente a la reduccién
(Fig. 12). En dicha figura las bandas se ven més juntas porque se usé una mini-csmara de electroforesis. Esta
gcGH fue utilizada para la Tris-PAGE, el IEF y la electroforesis bidimensional. o

Hacer estudios de caracterizacién de la cGH glucosilada se antojaba muy interesante, pues bien se podia
encontrar que lagcGH era de un solo tipo, o que, como su contraparte holoproteinica, presentara heteroge-
neidad estructural.

Los resutados anteriores de nuestro laboratorio (42 a 45), demostraban que la cGH, cuando se corrla
en electroforesis no desnaturalizante (Tris-PAGE), se separaba en 3 componentes, con diferente Rf pero con
mismo PM . Para determinar ia heterogeneidad de la gcGH en este sistema, en el que las protefnas se separan
principalmente con base en su carga, se somieti6 a esta muestra a Tris-PAGE y ET y se compard con la <GH
*normal®,

Los patrones obtenidos se pueden ver en la figura 13. Al tefiir con Con A - HRP, se observaron 3 bandas
principales, con RF de 0.17, 0.22 y 0.26, y bandas minoritarias con Rfs de 0.31, 0.35 y 0.102. La tincién con
Ac sobre el mismo papel de NC intensifics todas las bandas. En cuanto a la ¢cGH, presenté un patrén muy
similar a! de la gcGH, pero movido hacia arriba, pues las bandas migraron menos, dande Rfs de 0.042, 0.085,
0.135, 0.187, 0.233 y 0.28. La ¢GH pura no se tifie con Con A - HRP, s6lo con Ac.

La heterogeneidad de carga de la cGH también se habfa demostrado con ef IEF analltico, en un gradiente
de pH de 4 2 9 (45), en e que se habiin identificado al menos 8 bandas. La geGH, corrida en este sistema, y
después de nuevo la IET, presents un patrén idéntico al de la ¢cGH cuando se tifi6 con Ac, excepto porque
la cGH presenta una banda con pi de 8.2, (Fig. 14). Las bandas presentaron pl de 5.15, 5.22, 6.07, 6.31, 6.52,
6.7,7.17, 7.45 y 8.135. Con la tincién 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. Asf pues, s6lo algunas de las bandas tefiidas con el
Ac estdn glucosiladas. ...

Como una manera més de determinar la heterogeneidad de carga de la geGH, se decidié someterla a un
anéisis electroforético bidimensional. La primera dimensién consistié en IEF en gel cilindrico, y la segunda
dimension fue una SDS-PAGE. Para identificar las bandas, se hizo la IET, y se revel6 nuevamente tanto con
Con A - HRP como con Ac. Se compSfé el patrén de bandas de la gcGH con el de la cGH, que también fue
electrotransferida y tefiida con Ac (pues no se tifie con Con A - HRP). Como se ve en la figura 15, la gcGH
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F1g. 15. Electrotoresis bidimensional y ET de cGH
y 9gcGH. A) gcGH tefMida con Con A - HRP. B) .gcGH
tenida con Ac. C) CGH tenida con AcC.
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conservé su PM mayor (29 kd), y se vieron 3 bandas mayoritarias y 5 minoritarias al tefiir con Con A-HRP. La
tinci6n con el Ac revel6 dichas bandasy aparecieron otras muy leves, a ambos extremos, arriba (dimero, 52
kd)y abajo (cGH 26.3 kd). La cGH también presents un patrén heterogéneo (aproximadamente 9 bandas),
y aparentemente sus componentes migraron més hacia el nodo (+). Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en otros sistemas analiticos que demuestran que tanto la ¢cGH como fa geGH presentan varias
isoformas,
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The Questioner, who sits so sy,
Shall never know how 10 Reply,

He who replies to words of Doubt
Doth put the Light of Knowledge ou.

William Blake, "Auguries of Innocence”

"DISCUSION

Cuando las hormonas hipofisiarias se descubrieron y se nombraron de acuerdo con su funcion, 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 investigacién del reconocimiento y las funciones de las mismas.

La GH y sus variantes han sido extensivamente estudiadas en ¢l hombre, como es l6gico, pues desde hace
mucho tiempo se buscé su aplicacién en casos de enanismo o crecimiento lento. En otros mamfferos como
rata, vaca, cabra o cerdo también se han hecho amplios estudios (7, 10, 87).

Los otros grupos de vertebrados no habfan recibido tanta atencién como hasta hace pocos afios. Sin
embargo, los estudios de laestructuray lafunciénde laGHen orpnismoscomo aves, reptiles, anfibios y peces
es muy importante compatativa y evolutivamente,

Por eso, en nuestro laboratorio se ha venido estudiando a la GH de pollo, Se han montado técnicas eficientes
para su purificacién, asf como para el andlisis de sus propledades qufmicas y biolégicas.

Nuestro grupo ha logrado demostrar que la GH de pollo, como las GH de otras especies, presenta diversas
isoformas (o variantes) que difieren en su carga o su tamafio {42 a 46). Las diferencias de carga de las variantes
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se explican casi siempre por modificaciones postraduccionales, como procesamiento proteolitico limitado,
desamidacién, fosforilacién, etc. Nosotros hemos detectado la presencia de fosfato en la fraccién pura de cGH
en una proporcitn de 1 mol de fosfato por 3 moles de protefna (44), lo que querrfa decir que alrededor de la
tercera parte de las moléculas que componen la cGH estan fosforiladas, y ademés la cGH puede fosforilarse
In vitro por las protein-cinasas A y C (88). La fosforilacién, sin embargo, s6lo puede explicar parcialmente
porqué hay tantas variantes de ¢cGH.

Una modificacién postraduccional que no le estaba “permitido® tener ala GH es la glucosilacién, pues la
GH se clasificd, junto con la PRL y el PL, dentro de las hormonas holoprotefnicas. Sin embargo, recientemente
se descubri6 que las 3 hormonas de esta familia pueden presentar carbohidratos, (67 a 74), y la GH de pollo
no es la excepcién, pues Berghman y col (74), al hacer estudios de inmunohistoquimica con Ac monoclonales
dirigidos contra extractos glucoprotelnicos hipofisiarios de pollo, se toparon con que una poblacién celular que
correspondia morfolégicamente. a los somatotropos se tefifa positivamente, lo cual era muy sugerente de que
se produjera una GH glucosilada.

Cuando se publicaron dichos resultados, en nuestro laboratorio ya se tenfa montado un método para
purificar glucoprotefnas de la hip&fisis del pollo. Debido a esto, y a que nuestro interés principal es la GH,
decidimos tratar de identificar, en nuestra fraccién glucoprotefnica, a una variante glucosilada de la GH de
pollo; asf como disefar un método para su purificacién y caracterizarla electroforéticamente.

Ei protocolo de purificacion desarrollado se disefié con base en otros estudios reportados anteriormente
(76, 77, 89). Al seguir este protocolo, se obtienen 2 fracciones protefnicas principales, F1 y F2, F1 se obtuvo
precipitada a 0.15 M de sulfato de amonio y pH 4.0. F2 se obtuvo a B0 % de saturacién de sulfato de amonio.
Se sabfa que en F1 precipitaban GH y PRL, mientras que en F2 precipitaban otras holoprotefnas y las
glucoproteinas (76, 77). La F2 se siguié procesando, sometiéndola a una cromatograffa en Concanavalina A -
Sefarosa, lo que permitié obtener una fracci6n glucoprotefnica, denominada F3.

Las F1, F2y F3 se almacenaban congeladas hasta su utilizacién. Una de las ventajas de este protocolo es
que permite obtener -¢GH *normal®, cGH glucosilada y a las otras hormonas adenohipofisiarias: de la F1
se pueden purificar GH y PRL, y de F3 se pueden purificar cGH glucosilada y las otras hormonas. De hecho,
se utilizé la F1 para purificar cGH (43). Se obtuvieron rendimientos algo mis bajos que con el protocolo clésico
de purificacién de cGH (42), pero con este protocolo clésico la variante glucosilada de la cGH se pierde; no se
encuentra en la fraccién de cGH.

Como se dijo antes, para la obtencién de la F3 se empled una resina de Concanavalina A - Sefarosa. La

Concanavalina A es una lectina derivada de la planta Canavalia ensflormis que tiene 4 sitios de unién y que
en presencia de bajas concentraciones de Ca** y Mg* * es capaz de unir eficientemente varios tipos de ol
gosacdridos. La Con A ha sido ampliamente utilizada por su ficil manejo y alta afinidad (30).

Como necesitdbamos disponer de un método sensible y especifico de deteccién de GH, decidimos utilizar
laelectrotransferencia (ET). Para revelar las membranas, usamos suero de conejo inmune vs ¢cGH, que demostré
ser altamente especffico, pues su reactividad cruzada con GHs de otras especies fue muy baja (75). También
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seussConA conjugada a peroxidasa de rébano (HRP), con el fin de detectar selectivamente a las glucoproteinas.
Esta también probd ser una herramienta muy Gtil y especffica.

Asf pues, en la F3 se demostré fa presencia de cGH glucosilada, que se tifie tanto con Con A - HRP como
con anticuerposy aparece como una banda aproximadamente 0.5 cm arriba de la banda correspondiente a
la cGH *normal* (26 K); lo que corresponde a un PM aproximado de 28.6 a 29 k. Ademis, la cGH 26 K no se
retiene en la columna de Con A - Sefarosa, pues apatece en ef carril comrespondiente a fa fraccién no retenida
{Fig. 8, carril7), mientsas que la geGH s6lo aparece en el carril de la F3. Es importante sefalar que:

1. LacGH 26 kes facilmente reconocida por el antisuero peso no por la Con A - HRP. En cambio, lageGH
29 k es facilmente reconocida tanto por el antisuero como por la Con A - HRP,

2. En algunas electrotransferencias, se observé una banda muy tenue de 26 kd en el carril correspondiente
a la gcGH 29 k. Esto podifa deberse al *arrastre”, Se sabe que la GH puede formar dfmeras con facilidad (7),
y de hecho en algunos de nuestros experimentos se observa (Figs. 9, 11, 12y 15). Si un dimeto ests conformado
por un monémero glucosilado y otro no glucosilado de ¢cGH, y si las condicicnes cromatogréficas no son lo
suficientemente fuertes como para separarlos, entonces es de esperarse que, si parte de la GH que se pega a
la Con A - Sefarosa estaba formada por dimeros de esta clase, aparezca una bandita de 26 kd en la F3, que
s6lo se detecta con antisuero, en SDS-PAGE bajo condiciones reductoras.

3. En algunos experimentos, s6lo se observaba una banda correspondiente a la gcGH. Sin embargo, en
otros la geGH apareci6 como un doblete, reconocido por el antisuero y por la Con A - HRP. Tal vez, lageGH
puede existir con 2 tipos diferentes de cadena de carbohidratos; o ese doblete representa diferentes grados de
procesamiento de una misma cadena (pues no hay que olvidar que durante la glucosilacion de las proterr\as,
ta cadena de azGicares va sufriendo modificaciones).

Al principio, tuvimos la duda de que &f Ac reaccionara en forma cruzada con la PRL, pues se sabe queen
otras especies, la PRL tiene un PM mayor que fa GH. Sin embargo, cuando se pudo probar nuestro Ac contra
fa cPRL (donada por A. Parlow,UCLA, USA}, en un ensayo de IET, se comprobé que no existe tal inmunorreac-
tividad cruzada, pues no se tif6 la cPRL. Ademds, después se supo que en el pollo, Ia PRL y la GH tienen el
mismo PM aparente en SDS-PAGE.

Para poder estudiar més finamente a la cGH glucosilada, se intent6 obtenerta en forma pura al cromatografiar
f3 en una columna de inmuncafinidad, que se preparé al conjugar IgG a una resina de Affigel-10. Desgracia-
damente, no se obtuvieron muy buenos resultados pues fas columnas que se sintetizaron no funcionaron como
se esperaba (ver resultados, pagina 45). Una explicacién factible es que los Ac utilizados son de muy alta afinidad,
y por eso es muy diffcil eluir a la gcGH de 1a columna. Ademés, se sabe que para las columnas de inmunoafinidad,
es preferible usar Ac de mediana o baja afinidad, que sean selectivos pero no demasiado afines y permitan eluir
al ligando ficilmente y en condiciones no tan drdsticas.

Aln asf, la poca gcGH que se obtuvc; pudo analizarse por SDS- PACE y ET. Se observd que la g¢CH se

reconocfa por Con A - HRP y por Ac, en tanto que la cGH sélo es reconocida por el Ac y no por fa Con A,
Berghman y col (74), dedujeron que las 2 protefnas (29 y 26.3 kd) presentes en ia fraccién de gcGH estaban
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glucosiladas, Nuestros resultados muestran que no, que s6lo la banda de 29 kd ests glucosilada. Lo que sucedié
es que dichos autotes sélo utilizaron Ac para revelar sus membranas.

Sin embargo, la F3 hublera podido servir para este tipo de anilisis, siempre y cuando se hiciera ET y se
tifiera especfficamente con Acy con Con A - HRP. '

Con anticuerpos monoclonales de mediana afinidad acoplados a Sefarosa 48, el Dr. Berghman logré obtener
una fraccién de gcGH, muy enriquecida, aunque con rastros de cGH "normal*, de la que nos doné una parte
para continuar con el analisis.

Asf pues, se utilizé esta gcGH para caracterizarla bajo los sigulentes sistemas analfticos: Tris - PAGE, IEFy
electroforesis bidimensional.

En la Tris-PACE, fue sorprendente que tanto la gcGH como la cGH presentaron varias bandas (cinco).
Ambos patrones de bandas fueron muy similares, aunque lasbandas de la gcGH muestran una migracién mayor
hacia e! dnodo, lo que podria indicar que estas protefnas tienen una carga negativa ligeramente mayor que las
que componen la cGH. La ¢GH no se tifie con Con A - HRP.

Con el fin de conocer el nimero de variantes de carga de la gcGH, ésta se corrié en el IEF, para comparar
su comportamiento con el de fa cGH. La tincién con Ac revelé un gran nomero de bandas (més de 9) en la
gcGH, que corresponden perfectamente con las de la cGH, excepto por que la cGH tiene una banda de p! 8.2
que no se encuentra en la fraccién de gcGH. De nuevo, se observé que ninguna de las bandas de la ¢cGH se
tifie con Con A - HRP; en cambio, 3 de las bandas de la gcGH se tifieron importantemente con Con A (pl 7.17,
6.7y 6.52),y 3 setifieron levemente (pl 8.135, 6,31y 6.07) (Fig. 14), Que unas bandas se tian mds fuertemente
con Con A - HRP puede deberse simplemente a que se encuentran en mayor cantidad o a que difieren cierto
grado en la composicién de sus cadenas de azGceares, por lo que la Con A las reconoce con diferente afinidad,
pues, como se dijo antes, la Con A tiene predileccién por cierto tipo de cadenas de carbohidratos (90).

Aun asl, éporqué hay diversas variantes glucosiladas? Pueden proponerse varias explicaciones:
1. Las variantes representan a la GH en distintos grados de maduracién.

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

3. Cada variante tiene la misma cadena de carbohidratos, pero tienen diferencias en la cadena peptfdica
(fosforilacién, pequefio corte proteoifico, etc.)

4, Una combinacién de las anteriores. -

€l hecho de que el patrén de bandas de cGH y gcGH sea précticamente igual a pesar de que la cGH no
sea reconocida por la Con A,quiz pueda explicarse si se recuerda que tanto en F3 como en la fraccién
inmunopurificada de geGH sigue habiendo cGH (ver Fig. 11). Esto podria deberse al “arrastre” de ¢GH por la
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8<GH explicado arriba; o que durante el manejo y el procesamiento, la gcGH sufrié desglucosilaciones
especfficas o inespecflicas, que dejaron a la proteina sola.

Para comprobar que todas las isoformas de geGH vistas en el IEF tuvieran el mismo PM, se realizé una
electroforesis bidimensional. En esta técnica, las proteinas son separadas primero por carga (mediante IEF) y
luego por tamafic {(mediante SDS-PAGE). Asf, se demostré una vez mis que la gcGH presenta varlas isoformas
de carga, en este caso, B fueron reconocidas por Con A, que tienen el mismo PM (29 kd), y aparentemente
corren un poco més hacia el dnodo que las isoformas de la ¢cGH, que presentan un PM de 26.3 kd. Con Ac, se
detectaron unas pequehas bandas correspondientes al dimero y a la cGH, adem&s de las bandas glucosiladas.

Asf, los resultados obtenidos muestran que la glucosilacion de la ¢cGH altera el PM aparente de la misma,
pues {0 aumenta de 2 a 3 kd. También, parece ser que la glucosilacién incrementa levemente la carga negativa
neta de algunas de las isoformas de la cGH.

Se sabe que la glucosilacién de un precursor protefnico como la POMC (pro-opiomelanocortina) puede
ser importante para prevenir su degradacién intracelular, asi como también puede servir de sefial para el
procesamiento por protedlisis limitada. Aparentemente fa glucosilacion no es necesaria para el empagueta-
miento y/o la exocitosis, al menos de la POMC (91, 92).

Para otras protefnas, se ha visto que la glucosilacién aumenta su vida media plasmitica, y puede intervenir
en la activacién y en el reconocimiento de los receptores tisulares (92).

Hay dos tipos de enlaces mediante los cuales los carbohidratos pueden unirse enziméiticamente alas cadenas
peptidicas, el enlace N-glucosidico y el O-glucosidico.

El enlace N-glucosidico se lleva a cabo entre el grupo NH; libre de un residuo de Asn y el carbdn anomérico
de la N-acetilglucosamina. €l enlace O-glucosidico se realiza entre el grupo OH libre de Ser o Thry la
N-acetilgalactosamina (tabla 3). El entace médscoman es el primero, pues se ha encontrado en plantas, animales
y hasta en microorganismos. El enlace O-glucosidico, en cambio, sélo se ha encontrado en animales (93).

A la N-acetilglucosamina se le afiaden otros azGcares (principalmente manosa) para if formando las cadenas,
que una vez terminadas, pueden ser de tres tipos (94): de alta manosa, hfbridas y complejas, como se
esquematizan en la tabla 4.

Las cadenas complejas, a su vez, pueden tener 2 ramificaciones (antenas), 3 antenas o mds. 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-metilmanésido, D-manosa, D-fructosa,
D-glucosa. :

Para que se dé el enlace N-glucosidico, se requiere que en la protefna exista la secuencia consenso

Asn-Xox-The/Ser, en donde Xxox puede ser cualquier aa excepto Pro o OH-Pro. En la GH de pollo, los aa 188
a 190 tienen la secuencia Asn-Cys-Thr (35}, por lo que podrfa darse este tipo de glucosilacién. Ademés, la
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TABLA 3. ENLACES GLUCOSIDICOS
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Reconccimiento de distintas cadenas de carbohidratos

TABLA GS.
por la Concanavalina A
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regitn de lacGH en que se encuentra esta secuenciatiene yn indice de hidropatfa negative (96}, loque indicarfa
que est4 expuesta a la superficie, lo que la hace un buen candidato para lievar a cabo la ghscosilacion.

Otro dato que apoyarfa la idea de que la goGH tiene una cadena N-glucosidica es que la Con A seconoce
sélamente este tipo de cadenas (90), y la gocGH es recenocida por la Con A,

En los humanos, existen 2 genes para la GH, el hHG-N {0 gen *normal y el hGH-V (o gen *variante”). Sinha
y Lewis {72), cuando reportaron la existencia de hGH glucosilada y buscaron Ia secuencia consenso en el gen
hGH-N, no la encontraron, pero esta secuencia sf ests en el gen hGH-V. Esto querrfa decir que este gen, que
antes se crefa un pseudogen, se expresa y da lugar a otra variante de la hGH,

Como se ve, muchos repontes destacan la importancia de la glucosilacién para la vida media y e
funcionamiento de las protefnas. Por eso, serfa interesante determinar si fas gcGH de distintas especies son
liberadas al torrente sanguineo; y, en caso de que asf sea, cusles son sus tejidos blanco y qué efectos ejercen
sobre ellos. Tal vez la GH glucosilada sf sea liberada a a sangre, pues Bollengier y col (97), encontraron que
somatotropos de rata en cultivo secretaban varias isoformas de la GH, entre ellas la glucosifada, También, en
estudios muy preliminares de L. Berghman (98) de los efectos de gcGH y ¢GH, administradas exégenamente,
sabre Ia actividad de 1a 5’- monodesyodasa (que convierte la hormona T4 en T3) de embriones de pollo, se ve
que la gcGH tuvo aparentemente un efecto estimulatorio mayor que la ¢GH (98). Sin embargo, no se ha
demostrado que en el pollo, la goGH se secrete a la sangre. Esto es necesario para asegurar que los estudios
hechos in vitro tengan significancia biolégica.

Ademis, los datos que se re(nen en el presente trabajo y en otros, muestran que la clasificacion antigua
de las hormonas hipofisiarias en exclusivamente holoprotefnicas (PRL, GH, ACTH) y glucoprotefnicas (FSH,
LH y TSH), no se puede seguir sosteniendo. -

En el presente trabajo, af estudiar el comporstamiento de una nueva variante de la cGH, se demastié que
ésta también se subdivide en varias isoformas, al igual que 1a ¢GH. Dichas isoformas tienen el mismo PM, pero
difieren en carga, como se vi6 claramente en la electroforesis bidimensional.

Algunos autores han sugerido que la glucosilacitn de las precursores hormonales sirve, entre otras cosas,
para proteger algunas regiones del ataque proteolitico y exponer otras. Una manera de probar esto serfa someter
a la gcGH a protedlisis y comparar los péptidos obtenidos asf con fos péptidos obtenidos de la proteSlisis de
geGH previamente desglucosilada por medios quimicos o enzimdticos. Si el patrén resulta ser diferente,
entorices es probable que la glucosilacitn tenga el papel mencionado. La desglucosilacién permititfa ademds
demostrar que la goGH baja su PM de 29 a 26 kd; y se podrfa determinar si los azGeares contribuyen de manera
significativa a la carga molecular, por medio de un IEF o una electroforesis bidimensional.

También serfa interesante determinar si la geGH tiene una unidn comparable al dela cGH en los receptores
de diversos tejidos, asf como determinar st la actividad biolégica de ambas en bioensayos como ef lipolitico y
antilipclitco es similar.



CONCLUSIONES

1. Se desarrollé un método eficiente para el aislamiento de glucoproteinas adenchipofisiarias de polio.

2. Se comprobb la presencia de una variante glucosilada de cGH en la fraccién glucoproteinica obtenida.
Esta variante resultS ser inmunolégicamente activa, y fue reconocida por la lectina Concanavalina A.

3. Esta gcGH presentS un PM aparente mayor (29 kd) que el de la ¢cGH *normal* (26.3 kd), debido a la
presencia de carbohidratos.

4. Se obtuvo una fraccién pura de geGH al cromatografiar la fraccin glucoproteica en una columna de
inmunoafinidad.

5. La gcGH pura, al igual que la cGH, también present6 isoformas moleculares en varios sistemas analiticos.

6. En Tris-PAGE, el patr6n de bandas de la gcGH es muy parecido al de la ¢GH, excepto porque aparece
corrido hacia el 4nodo, lo que indica que las isoformas que componen fa gcGH podrian tener una carga
ligeramente mayor que las de cGH.

7. El patrén de bandas de la gcGH en el IEF cofresponde casi exactamente con el de la cGH. Se observaron
9 bandas, de las cuales séio 6 se tifien con Con A.

8. Enlaelectroforesis bidimensional, 8 bandas setifien con Con A, y todas presentan un PM aproximadamente
de 29 kd. Con Ac, se revela la existencia de pequefias cantidades de cGH (26.3 kqd) y de un dimero resistente
a la reduccién,

9, Se demostr6 ampliamente que la gcGH pura también presenta heterogeneidad estructural, y que constituye
un buen modelo para el estudio de las relaciones estructura-funcién de las proteinas.
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7) Se colecharen fracciones de 2 ml, Zom 100 Wl de FBES 10 KW oen

3]



2y Ie= de 15 tubcz, ze reubtrslizd 1z ocoalumea con fosfatosz
.5 M ~H &, o 2 ovoldmarees) .

=) Se lavde ls columnme oot =fet a1 F pH 2,0 (4 volamnenes) ,
=2  almacera  la colunms =20 22te amortiguador pero com arxida de
zodio al 0.2 4.

) Las iarzz oo probtzins fpor DO oa 220 mm) o z=2 Jjuntea-
o, dizslizaron conira FES v 22 liofilizaron.

Columna de iomancafinidad.

Soluziorzs:

Soluzidr de acoplamiento (HEPES 0.1 M pH 7.5, Tomar 1.1915 2

de Hepez, dizalver 2n 40 ml de agus. ajuztar el pH a 7.% v aforae
a S oml.

P
mez=lagn corr 7oml ode agus, & =1
Amcriiauader e aqulllbrln. Tr15 g1 M opH
de Triz, disclver 2n 80 ml de agqua, ajustar

108 wml,
gmortigusdor de Tris H.1 m
Triz v Z,%522 a9 de Nall, cizcliver = oml de &
& 7.5 vy aforar = 100 ml. .
Acido acabtico 0.1 M. Tomar O,&6017 ml de &ci
y aforar & 100 ml com a3us.

# plaetale de la colunma

:luclun da Ig&
i JTLOET 2N W RERE S
Sli4, Lz reaccidn = = nolamina 1 M peH
ml de rezima?: == 1 tora. Dezpuss,
iz Co L0 wverlumerses de Hepes g1 ppH 7.5 v 5 volamar
.1 M pH 7.5 {amartiauador de equilitrisz), Triz 0,1 M pH 7.5 con
Nall .2 M y acido acébico 0,1 M (anortiguadorss de  elucidr) .
La oolumna ze ‘lmarara afadierdo azida de zodio al 0.2 % &l amor-
tragesdor de sguilibrio.

* Corrilda

eEuspeEindl S E=m un vizlumer pegquefo del amortiguador de
equilibric, z2 aplicd & la columms v e deid interactudar con ella
Py 200 mirpatos. Dezpuds 22 2luayd com 2l voluwnen  mecesario dﬁl
=

sinertigueadot e squilibeio, d2l Triz 0,1 M+ Nafl 6.2 My del

acético 0,1 M, Se colechtarom fraccictzs de 1 nl y 32 enplearon &l
equiEs vy las corndicicnes amtes mencioradaz. Tambidn, el contenido
dz 1oz tubos corrsspondisnt a2 cada pico zz jumbtd, dializd vy
liafilizd come ya == ha dicho.

D]
n



APENDICE 3

Electroforesis an geles de poliacrilamida

: Aorilamidga 30 N v
azrilamidcs v 1,32 2 de

mi o2 zaua.

Solucidr B 3 Triz 1.5 0.4 X Y
Trizg v drzalver en S0 nl . a&jushar &1 pH
ml Jde uma soluciden de SDHE vy afarzasr x 100

0.5 ShE
eauz, afadir
aforar

M, Oed XM
ml de

10

rH
1N
ml.

=

E
&

metilérn-biz-acrilamnicda £
metilen-biz-acrilamida

Disslver
Al B Tl Rt

(SDS-FAGE?

= .
"
e

sa 18.17 3
afiadryr

fe s

de
i

[T
de SIS &

a
1

Amovtilguador de corrida, Teriz 0,025 6., alicime

Ne PR OELE, Preparar sl volumen FeRCeTar i,
7 aluside 12 -1 de SDE al 10 oM. 1
ml N = (1 de hromno n.s XK. Aforar &
10 LR =g corrdilcrones QrEaT. afadirs O4.%
el erozbamal arbes de aforar. orrespords a0 una

cotcettracicry final Jde § 4 de mercastostaccl,

Smlzi dr F 1 Perzulfats de amormic al 10 % 2n aaua.  Freparar

drariamente,

hacer geles resclvedoraz 21 12,3 W
Froporciormes:
de 1

ooy min de Arosor,

resolvedor (1niferior) Gel

1.5 ml Solucide 2
2.5 ml

2.0 mi

5.0 pl
20 pl

Sobucidn
Szl s
Aoias
TEMED:
Sz lucidr

B:
A:

E:

S

de zauZrilamnids,

corcandrador

mezclar

{(zupericor)

0,745 ml
0435 ml
2,31 ml
2.75 ¢l
18,75 ul



madanatts 16w

Gel Azl concentrador
C1dwt Bi Solucidn G
14 At

Soluwside E:

Sorrezporndil

2w matras

& 10 mirtozs fpara des

lz 22 aplica al

img para svitar la
=2 i

Plimars
olvedor.,

deja polimerizar v repite
dor, pern ya& RO 22 ORcESErl

Pz carril  (gesles
solucidn

enzantls
apdridice 7
indica en

i
o




“APENDICE .4

JTris-PAGE

*Trig~-PAGE =n placa

Soleesidn AL, Sa disuslven 24 ml de HE1 L N, 12015 g9 de Triz v
115 gl de TEMEDR e &0 m)} de asuws dezsionizads. Se ajustz 21 pH &
P4 oy mz oafora x 100 ml,

Solugd AZ, S= T de &
sorilamide atv 10
memtraria Mi1l1ipors

dizigelvan crilamicds y 9,735 a3 de bis~
0 ml de szus desicnizada. Se filtra con un®
dz 0,45 pe da Fpora.

il fato dz anomic sz dizwelvaen R

prepara frazoo,

Solng

1ol ml

1z iy
nl de TEMED
100 ml.

N =
1 pH & 7.2 v

Solucior BE, Se disue

var 10 3 de acrilamids v 2.3 3 d=2 o biz-
& filtrz Iz =zolucidrn oo wns

1

1
srrilamada = 100 ml de
mzanrama de 0,45 pm.

COlZT oua de riboflaving g 7 oml da

iermtes proporciones de 1oz reactives,
za csloulan sesin 21 tamafic de 9l que

H2l rezolvedor F2l corcentradeor

Sml. Al 1 Farts (Z wml)* Sal. B

~
T
o
ot
it
-
=3
~J
u
3
_-
-

Sxl. AZ i parte {2 ml) Sol. EBX Z partez (1.5 ml)

Sal., AR @ parbes (4 ml2 Sol. HZ 1 parte (0.7% ml)

que e indican corrssponden & las  cantidades
& preparar un gl resolvedor de aproxinadamerts 60
., vy own @l concentrador ds 100 o 100 3 1 mm.




mer =l asl resolvedor, == mescls la=z carbidades
zoluciomes Al v 82, 22 desgazifica la mezcla con
. Se2 sfads 1z zolucidn A v oz2e vierte 1z mezcls
cybre oo agus desiondizacda o ouna mescla de ostancl i agua
evitar I formzciden de meniscos. Se deja polimerizser.
laz zaol fad Bl v BZ v == desazzifican S
= EtrnTima 1 rasolvedor, ze 1= &@zrea la
mazsla = rte e 2l molde, S22 coloes al
Fara &V r butrbuiiaz y z2 ool Baic luz
sdamet 20 mirmates, La mezcla sobrante ze
=y Las mue:tr'“v 2 lazs cantida : ada=, == dizuslvern  Con
zz=la zobrart: preparade par zoncerhrador, e sxplioan
=& rzl—' yoES viElve a irradi o lus Blamca por 1S5 - 20
18 =1 3=l i1=t tram=fiere a1z camara de
= 12y =e ing Vo o {a=l
100V (3=l resc vedu-r. de praf =1l oz
loE ziguisntes

Amorti guaedor

1), glicima (14.5 a/1t) Y
szl de bromoferol ®l =

i
»

Amcr £ auador imfarior: Triz (3 g/lt), alicima (14.4 aslt: EH

*Triz-FAGE er tubo

Solucidn A, 30 3 de2 acrilamidas y 0,32 2 de metilén-bis-
gosrilamida = un volumer Final gz 100 ml, Filirsr com membrams de
£, 45 pm. :

iz (12,19 ), TEMED (3.23 ml),

Soducidn B, HZDI 1 N {24 ml), Tr
dizalver v aforar & 100 ml, pH 2.9,

Scluzidin . Mizma que zsolucidn AR del protocols anberior.

e

Solumier [, Acrilamica (S.0 35), metilér-biz-acrilamids  (1.25
) .o wn o volumen Fipal de 100 ml. Filbtraee.

ml), Triz (.25 3}, TEMED (.25
SHocon =l HaFOgq 1 M. Aforar & 100

Soluzion E. HaFDg 1M (1E.
mi), mezclar y ajustar =1 gH
ml.

Amcrtiguader de 1l Tomar 2 ml dz zolucidrm E y £ ml de
glicercl al 10 X. S= annd:n BJ pl de &=zul de bromofencl &l 1 M.

57



Ao E Suador 135 » Triz 3 @), glicina (14.4 3) =2
dizuzlven 21 400 nl Jde squa v =2 aiuzta 21 pH =& E] Sz aforza =z

SO0 o ml. FPare usarlo,

Zquisme

Tuboz u} vidriz d= 2 = 0.5 cm
zilicotiiz o =lacidey 1
llado=z g ¥y susp=nd1dc= ZCi
aradill

: 2 =2lactroforzsiz com capacidad para 2
Fusrte de poder.

Frocedimisnto

14 Ay cluszion

fican al

valdmenes

1guale
2t uh matraz K

j38

a4 ml de =2 mezcla rapidamentes v
la == wvierte == tuboz . cutdmndosamarite.,
T & e gda, oo culdado, para =1

imadamemte 30 mimat

=) Se deja polimerizae agr

nzeth e godor ,
o Tainbkidgm oz

=olusidn par
Iy 1 ml

o
h

w0
w
i

SrRezruder 2
maysr  de

1auador dw i
pl, y = aplizar er

o i
—

<

w

ma  poe
alvedor,

} Se dmicia la corrida & amperads consh
pae Y oumE vez aque &l coloramts ka llesads
2 canbia & 2 mA por tubo, haszta gque la corrid

3 = malde com wna Jeringa llena
& t 2 say ceberniends Negrs Amide
-8 al dcido acgtico al 7.5 A 2 d2ian oazi toda la
[ATI=4 T
Fara Jdestefir, S22 zacan los oo locan
dertrs de tuboz de vidrico de 10 . 1) . loz
cuales dzben  tener cerrado a iss Lo = ==Y -1
impadir que 2l gzl == zalga. twboz ze enmsamnblan de maevis s
la <émara, =e alflade dcido al 7 W vy = aplican 100V
Fazta Quse 2l exceso de colorarte ha zalido de todos loz gsles
Loz a=lez pueden alhacenarse en buboz de o zmzays  cor Acido
acEtico &l 7 4 o cor aauas desionizadsa.

.
==



APENDICE 5

i}
ot

proenfogiis analitice (IEF)

—
o
(]
1Tt
—
0

Acriltamida 2.0
(Fdfvie Dizolver las canbic
de aaua y Fllorze Con WeE W
= 4 v 0 e la ozcuridsd,

E P4V y matilesn -his-
= apropiadaz  de
mbrama Milligoas

Yoo de oritoflavima al G.1 X {p/v) =20
wridad,

de amonio a1l 190 X em aoua. Praparar

Glicerol al Z9 XN (v)/v)

bondo, etiléndiaminag T00M,
mede, Acido alubdmico 20

= Mot guadoras: Fare 21 o
M v arairnima 20w, Para =1
sSpartico 20 mh.

Soluci
lizina
mhi

)
Iy

1

1l 1mEaz l1ntary =H dozen-

-

w

[0 1R D ¥ =IuH]

{Bim=-Rad) .
ol zenikal

2 omm) .

Cdamara Bio-FPhoreziz
Molds de acrilico para
Fleca de viderio (100 x
Lampara de luz blarca.
Firaz de cinta Dymo (2 firvas de 110 ¢ 8 mm v & de 18 x 2 mn).

{Fio-Rad),

Frocedim: ento:

= de Dymo en 1o carriles  latarales

1.  Pocrsr lazs ti =
rit.sz adhe=iva transzparente. Laz tiraz

i
del molds.  zujstarla

L Fedar 2ok 21l ol de, E=ztos cortes forman
e el gesl, en los cualses 52 aplica la mueshra,

placa de vidrio, muy limpia, =2 coloca sobre laz  tirasz
| GV (1T

praepara la zolucidn de mordmeros (pava w92l de 1000«
mind 3 : .

o9



Soluzidn catal lizadors
Sl ide FS.3 wl
Seduciar gl
TEMETs wl

Sz ide
Aguas
Solucidn

1S &l menosz 50 miraataos. SO

catalizadara
y Do s pipet
&)l maolde, Primeco,

S dC i

Tolacidr de pordnEes
aplics la nezcla  entr
limirmar las  burbujx

m

v 3 =
la pla v 2 2 =
d=s  aire gz la punt' MAe 1z pipsta, Entoncss. =z de fluiy  la
saluzidt,  Formareds wrn frante 2 1o amche ds 1z placa, afade =1
reszto de  la zolucidn lambament i aparece uns burbua, debe
remover ze deszlizando 1a placa hacia los ladoz o con &yvuda de unes
E=IFREW

lancar 21 melde bago 1a lamparza de luz Blamca, treradiaes la
soclucidrn por 1 horz,

o

"
L)

7. [wlyl
wideris, =
polimariss base 1 cara J
acrilico,

avantar v volbear la placa
e 5 omirmatozs, Eaba  Sue

aue sidvo 20 SO

n

L= o]

=, Famoayvar 1
Sualauier
gz vidrio.

22 diagonalaz) v
oy gz la mlzcs

10, Ze mo p= =1 2, de tamsfio un poco e
2l del =1 s Com o o= amartiguadoares, =e  Seca;
ligeramante y coxlozan de tal mseras gue hasan conbacto con ozl
gel, S2 sjustan loz slectrodos para sue cortachen cor cada papsl.

11, Se aplican tazs musstras = losz pozocs con una jeringa
Hamiltom de 1w pl = z  deber estar libres dz
precipltados vy d= zal sfersrncia bensr antolinas al 20W

o slicercl al i

2 iz 1micia la 1d&. Frimnaro, E = W
(potenziz  conzharnie) . Luego, 22 1tustemertes Sradualmente
poterpsia hashts llafar & 12 W oy un botal Jd2 aprasimadamente 400
Voltios  por hors. La tenmperstura ze manbiens =4 ° 0 e
atmazfara zaturada de nitrdaeto,

13, Duamds la carrida termina, =21 g2l 22 porne sobre il
AErE detarminutasza el gradiente de pH cada cme S0 ul
+ super fize, Despudz, =2 elsctrotranzfisre  coms | 2

Erndice



APENDICE 6

Electiraoforeziz en 2 dimstisiones

1% Dimensidn {IEF)

rzy 20 3 de acrilamida y 1.3
ceihras i ones

Acrilamida. S v
&

vamneEnte Filtra Cor anz
a )

ida & 100

d
d

k1l de anfolinmaz d
& 1l1: Sopl de pH
Fimal o 200 uwl,

g

de argining comn de
3,03 ml de aoua.

Soluzide de
Ze dizuslve 2 20 pl dw el

fe pezz @ ma de perzul fabo de amonis y
EY

Urea, S @ramss,

[N
Tt =

&5 FEcCRzarlo,

Procsdimiembo;

&) La 17 dimenzidrn (IEF) =ze lleva a cabx en bube dz vidrio
delgadosds 2 o 180 min (didmetre intervo 1.5 mm) . silisaraizadas
prezerisizn de una solusidn de Photo-Fleo Jdiduida 1 20 oam oagu
zezan log twbos, ze sellan por wn extrems oo Farefilm vy
perndery  verticalmente e ouna gradilla con lisas.Se utilizd
equips Frotean 1T (Bio-Rad) .

B) Se pezan 5 9 de urax y =2 ia ,oluu1un de aa.
Cuande  =e ke dizsuslitc 1 wuresz, o = reactivos
restantes {mcepts la zolucidn Fata) y 2= &3l tan v
dezazazifican Z0 a 2% mirtos., Cuarnd izta, == agrezan 7 pl
de TEMED, ze filtra y == afade =1 & Tia




=) Core wuna Jer
mezcla preparada a
burbujaz, haztx que

(14 om). 32 =
itamdo 1z formacidn de

ura derimgzn Hamilton,
mh-_lq arliczads. para svitar =1
30 mas mired :
¥t AT [=E-F 28-S it

dﬁ BFlE En:vt-r‘a 1=

tibuos
1 guedioy i

Ao L Igusedor :a*uj1u:. NaidH .02 N -
Amertlguyschor anpsdicos &oide fosfdrioo DL 08X,

=t

equiips Jde Bio-Rad, v ==  praparan

FEcOrrlerar Bor 4 Buore 00V o =l
. formsr =l gracdismte de pH v i

ima (aprosimadansmts 10 -
Huluad (aproimadansst.e
agragsn S0 pl

A Mizmbrasz. 1ss musstras

e atezudbar 1 Rors I LIFIE RS
pl? d= solucisa D, Termirado e—fe
solucidn BE. v 32 dejsn amcubamdo ok

) suzab d&. =2 as~lica ls mueshra &
fadbonz imE 32ri -] =1 SEEETIT gus gQuads

zizode amoetlguadar
arriba nil sbzic ds
Fiorazs g o3 3040

Piores

cdilda mues mes Queden burbojas
SE Corre primers 5 2000V por
..y firmalments a 1000 VO poy

E st 1oz azls ERRtal=}

= mdy Firz. v SECED B
i1z Saquirda o pdEdEn
[ShakS=.

&

E
A
El

1
r

2" Dimenzidn

sta comziste 2 una SDS-FAGE mormal, sxocepto gue para Raosr
corcamtradar, e JWEm o un peire oo ue =Sle diertes. para gue

wdarse sobre 2] 9=l concenbrador
1 tpvico carril gus =& forma. =& porgan proteicss
encia (como eztandaraes de FM) .,

- M
o

o
[

o
CL
i
[
-
N
>

it —

[xX
1]

1 g

= A JrE ripé+u1= arnxlads y
e una zolucide que lleva 30
de LTT v 0,5 ma de azul

El =
wqulllb

1 =ilivdrice =& bra

& mor T ominutos a 4 R
L3, 7% ma de Triz, 75.13 m

tromofencl, pH 6.7, emn 10 ml de &

1

-

T

03w
LU0

W
it

d= IEF, vy
rrida 2n 1

Di=sput
acomada =1
corediciores uzuale

i
W

DIy
ta



APENDICE 7

Tincighes pare gsles

2r1llante
d-ido acat
a

== Uz

maz  zensible
tiferoe  cor
ita por Bio-

dcido mitrico)

- Rgactivo de platz (hitratc dz plata) 10

- wolucidan revelaodors y parzformal detiido) 32 a/1t.

1=z 7 cada reacktivo
100 m! = > diluyenda 1314
= preparan = miz.

imcusas 1 dry St ooy dzl
Viol, iml? mre S

Metarml 40 - 200 mits S0 i
Acstioo 1H .
. Zay 1% mie 30 min
2 1% iy : I mity
10 S min - 10 mir
Aquia ped (33 16 mi
(2 (3 veces)
React, de plats ian 20 wmin 30 mir
Aguz 2040 : 1 min 2 min
Sol. Revelsodors 100 3005 30 saa
(revelar kazta gus la zolucidn 22 Lorne calar humeo) - .
—e1 . 5 omin < min
Sol. Revelado 100 - S mir
Sol. Raveladora ioo = i o
acdtico SO Somity = Mr
Agua e e e



AFPENDICE 8
Electrotransferencia (ET)

Soluciomess

Amortxguador de transferemcia: Triz 25 mM,
nol al 0 X, pH S.T (e adustar pHY . =
a de glicina vy dizalver e 1 1t de agua. af
metarzl v oaferar a2 3 1tz o 29us.
Amortiguador de fozfatos (PBS): Fas
] Fara Fpreparar sl s
Cg HoD, 43,73 g de MaCi, dizalver =
7.8y afoarar a 1 1, Fara usar

dir £00 ]l de

g_n.

=
Solucidn bleoqueant
azlating o BSA por cad
laz inmurotincioees,
HRF,
Solucidn para lavar S ocorn Twesrm Z0 al U005 M.
Notas Loz valdamzrnes de laz diferente: soluciomes
para  lavar o irncubar de NC depsrden del  tamaFco de
ezta, For edenplo, =2 wtilizsr voldanereszs ds S0 oml par
mentranas de 5prna1maddm~ntw 1 12 =m.

Golucidrn de 1%7 Anticuerps (anti  cBRH) :  Diluir artisusro

1:2000 vy e T-FEZT o aslatinzs
ducidrn de  2¢ Antxruerpo.
f10aE2 = darigrds
a0y vl oz T o delaking

Sclucidrn e Torn A-HRFS

BoaluTuat 1ot S o Vol Wl S ] izl de 4 paoasml,
Sclucidn Raveladora: 4d4-cloronatftol BV e
Midedgern 00015 X v/v, metarcl 16.& 0, Fara (==

zzar 3 ma de d-cloronafboal Y dizclverle e 10 ml de
e Justs ant uzarse, afadirlc z S0 ol dz PBS vy
1 de HzQo &l

zolucidti: P
metercl  fr
geareqar 30

~m

Equipo:

Camara de =lectrotransfarencia Trans-Blok con ‘cassst

tranzferencia (Fio-Rad) v fuente de poder 25002, io-
Fapzl filtro abzorbertsz aruezs (parz a=lez dz2 on

arcazor; o delaado dz meros ds 1 omn de
Mambrara de N1t a (ND) de 0,45 pm de pors (Bico-Rad).
Guartez (Para manzjar azl y la NO)Y,

Froomadinizmto:

1) Una vez termimada la slectroforszis (SDS-FAGE o IEF),
erivaga. &l 221 con aaus v se deja equilibrandoe e la oz idr
trarmzfarencia de 30 a 45 mninutaos.

fusi}
LI 1



=1 atpdwach" d2 tramzfersrcis

El zatte v 1z hoja  gue  Juedarad del lado
= =zl forvds g2 ulmz pzlangams gue conbanga
fa
i3 cazzent colooz wha fibra
= P e 1 mm) Enpapads
ar

H.eo Sobhire 1k Soloeza dz1 pap=l filtra
aruszz, fLambilgn bdme) trats delaadoz, =
bl filty Lmar nc. 1),

Htiliza s=ponja ¥y X
2,0 £ oomods

tyrbaajas

=it dedar

i
i

i .

= aturar  urmd boja de MO (cortada al tamafo de ¥
colocarla sobre =l asl. Toroodwidade, pazar wun bubco o Tty
cofs rodil o 2 la N, marx sliminar laz burbujas,

Z. f Po 2l Filtro, previanmsnte humedscido.

= stra fibra (o zzporiiz) humsdesida v =l
cass

3 Y =1 "eardwich =0 cdinar s de
elec g et lz orientacide adecus =1 Azl vierndo
Faca s v, la mikroceluloza bizuwzia pmlio poEitiveod,

=1 ucidn de trarsfersnciza ks t~ gue cubra loz
=iad 3 zaloca la cédmara zobre e aai maarsdtico,
=R {=2 EZ1dt conshante durante ﬁ idE.

cta = la fusnt poder, La
mA durarte 30 mim
22 2&za la membrana du M d=l zand-
i FH 7.8, Z minut
arte toda La mo

[t}

Lz 1y

viichk
Disspids,
s ambrernte.

# Tipzider de L2E wanDssnas

Ly Da memsr ans de
=1 oo T-F

z imcale b2 omembiriagie corn 2l Primer antloasrps (2 Moras)  ow
core la solucidn de CDon A - HRP (apr spzdaments 2,5 - 4 horas) o &
tamperatura ambisents corm agitas
) Lavar 1m memte z=nz S T-FES cada v
43 de irmmuimctircidn, =2 ir ard  Coy

F
&, Fzzado ezte tlempm, zz lave la mzobrana d
=

i
=l 2

e

1

o
o
r
7
<
10
T
hil
[

L vaCEs, S ominuwtos cada vez,

= & mEmbrars cor pot S ominutos,
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