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1.- lMT~ODUCClON 

1.1 OKNKRALlDADKS 

Las hormonas son mol<!.culas or¡¡:Anicas altamente potentes v 

especializadas que sirven para re¡¡:ular v coordinar a las diversas 

funciones bio16&:icas de los or¡¡:anismos en los cuales fueron 

sintetizadas, 

Ellas ejercen sus acciones sobre c<!.lulas equipadas con 

receptores a loe Que se unen, con alta afinidad v especificidad, 

acop1Andose para dar inicio a una respuesta caracteristica. 

Recientemente el desarrollo de m<!.todos analíticos, 

permitido ( bioquimicos, 

profundizar en 

fisiol6¡¡:icos, inmunol.6¡¡:icos) 

l.a naturaleza química de las 

ha 

hormonas y eua 

receptores; sus sitios de biosintesis, activaci6n y de¡¡:radaci6n; 

v sus mecanismos de acci6n a nivel molecular. Este desarrollo ha 

llevado a conocer la amplia distribuci6n de c<!.lul.as blanco, l.os 

rApidos cambios en las concentraciones de las hormonas i;>resentes 

en ellas v l.os factores que modifican el. n6mero de receptores y 

sus funciones. E1tos otros avances han modificado 

sustancialmente nuestro entendimiento sobre el. sistema end6crino. 

Dentro de l.a ¡¡:ran variedad de hormonas que tienen una partí-

cipaci6n importante en el desarrollo de l.os vertebrados, se 

encuentra l.a hormona de crecimiento (GH), l.a cual. es una proteína 

con una &:ran versatilidad de funciones. 

La GH se sintetiza en la ¡¡:lAndula hip6fisis, act6a sobre una 

&:ran variedad de tipos celulares v puede afectar la secreci6n de 

otras hormonas, como las somatomedinas. 

2 



La ~lAndula Pituitaria o hip6fisis pesa alrededor de 500 m~ 

en un humano adulto v de 10 a 12 m~ en la rata adulta de Uoo ~. 

de peso. En laa aves el peso de la hipófisis depende del tipo 

V de la edad del individuo. En el pollo de 8 semanas la ~lAndula 

pesa alrededor de 6 

aproximadamente 12 m~. 

8 m~ V en el de 32 semanas pee a 

A pesar de BU peQueño tamaño esta ~lAndula ejerce 

importantes efectos sobre el metabolismo de loe carbohidratoe, 

proteínas, lipidos y Acidos nucl~icoe1 en el balance de a~ua v 

electrolitico: sobre la diferenciación celular, el crecimiento y 

la maduración del or~aniemo1 influye en la tasa metab6lica v 

temperatura corporal; en la funci6n cardiovaecular v en la 

reproductiva incluyendo la lactación: en la pi~mentación de la 

piel, la muda v la conducta: v t&mbi~n en la resistencia al 

estr~s e infecciones (Martin, 1985). 

El tejido hipofisiario puede ser dividido en adenohip6fisis 

V neurohipófieis cada una con un ori~en embrionario diferente. 

La adenohip6f1sis de los mamiferos estA formada por la pare 

distalis (~lAndula hipofisiaria anterior), la pare intermedia v 

la pare tuberalis. Sin embar~o. en aves no hay pare intermedia v 

&Qui la adenohipófisie eetA formada por la ~lAndula anterior y la 

pare tuberalis 6n1camente. La adenohip6f ieis embriol6~icamente 

deriva de la bolsa de Rathke v tiene su ori~en de una inva~ina

ción del ectodermo y del techo de la fosa bucal primitiva QUe 

crece en dirección craneal formando una cavidad, por consi~uiente 

las c6lulas secretoras de la adenohipófisis son de caracter 

epitelial. Se sabe Que la adenohip6fisis sintetiza v secreta 
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cuando menos siete diferentes hormonas: 

adrenocorticotr6fica (ACTH); hormona tirotr6fica (TSH)1 

de crecimiento (GH)¡ hormona estimulante del foliculo 

hormona 

hormona 

{ P'SH) 1 

hormona luteinizante (LH)1 prolactina (PRL) y beta lipotrofina 

{ll-LPH). 

La neurohip6fisis forma la para nervosa (el equivalente a la 

parte posterior de la ~lhndula en lae aves) el tallo infundibular 

Y la eminencia media, su ori~en embrionario ea nervioso pues nace 

de un crecimiento hacia abajo de la pared del dienc~f alo que se 

convierte en el suelo del tercer ventriculo. Esta porción de la 

hipófisis almacena y secreta dos neurohormonas1 la vasopresina y 

la ocitocina (Scanes, 1986). 

I.1.1 Bol'l!lona de Crecimiento en Av••·-

El desarrollo y el crecimiento de los seres vivos pueden ser 

vistos como una serie de procesos m~ltiples, pero inte~rados, que 

involucran a factores nutricionales, ambientales y ~en~ticos, que 

se encuentran diri~idos por mensajeros químicos. En las aves, 

coma en otros or~anismos, el crecimiento y el desarrollo parecen 

estar bajo un intrincado mecanismo de control que involucra 

factores endocrinos, paracrinos y autocrinos. 

La hormona de crecimiento jue~a un papel importante en el 

control. del crecimiento y tambi~n en otros aspectos del meta-

bolismo en aves de corral. 

El. papel preciso de la GH en el control del crecimiento a6n 

no estA bien definido en aves. Sin embar~o su presencia en l.a 

circul.aci6n es esencial para obtener una tasa de crecimiento 



normal en el pollo dom6stico v en otras especies de corral. Una 

evidencia Que apoya lo anterior es Que la administración de suero 

contra GH de pollo, reduce el crecimiento (Scanes v col. 1977). 

La hormona de crecimiento ha sido aislada del tejido 

hipofisiario de pavos, patos, palomas, pollos v avestruces 

(Farmer v col.19741 Harvev v Scanes 1977bl Papkoff v 

Leun~ v col., 19831 ArAntburo v col., 1989a). 

col.1982; 

En aves v mamiferos, la GH es una hormona proteinica con 191 

residuos de aminoAcidos, presentando cuatro residuos de cisteinas 

v por ello dos puentes disulfuro (Farmer v co1.1974, 

col.1982), 

Papkof f v 

Se ha descrito Que la hormona de crecimiento de pollo (cGH) 

en realidad es una familia de proteinas hom6lo~as, pero no id6n

ticas, de manera Que exhibe una marcada hetero~eneidad molecular 

v funcional. La forma principal de cGH (mon6mero) tiene un PM de 

aproximadamente 26 KDa (en SOS-PAGE bajo condiciones reductoras) 

(ArA.mburo coi .• 1989a). Existen ademAe otras formas 

oli~omAricae de mayor PM (ArAmburo y col .• 1990a). La forma 

monomArica presenta variantes de car~a. de las cuales se han 

purificado tres con Rf• 0.23, 0,30 v 0,35 en ~eles eemiprepa-

rativos por ND-PAGE (ArAmburo v col., 1989a). Loe componentes de 

esta familia muestran los ei~uientee pls en ieoelectroenfoQue 

analitico: 5.9, 6.8, 7.11, 7,3, 7,5, 7.9, 8.05 V 8.18 (Houeton V 

Goddard, 1988; ArA.mburo v col.,1990a). La secuencia aminoterminal 

de la forma monom6rica mAe abundante es TFPAMPLSNLFANA ••. (ArAm-

buro v co1.,1989a). Alrededor de la tercera parte de la población 

de mol6culas de la cGH se encuentran fosforiladae, lo cual puede 
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contribuir a su heterozeneidad de carza (Ar6.mburo y col., 1989a), 

~ estudios recientes en nuestro laboratorio han mostrado que la 

cGH puede ser fosforilada in vitro por la protein-cinasa A, 

~ Que laa c~lulas hipofisiarias de pollo en cultivo incorporan 

fosfato radioactivo en una mol~cula semejante al dimero de cGH, 

cuya liberaci6n es estimulada por GRF (ArAmburo y col., 1990b). 

Por otra parte se sabe Que una fracci6n siznificativa de la cGH 

ae encuentra ~lucosilada (Berzhman y col., 1987), y en nuestro 

laboratorio se ha descrito que tambi~n presenta heterozeneidad de 

car~a y de masa (Ar6.mburo y col., 1990c). Por otra parte, loe 

estudios de nuestro laboratorio han revelado QUe las variantes de 

car~a 0.23 y 0.3 de la cGH cuyo PM (26 KDa) e inmunorreactividad 

son semejantes, presentan diferentes actividades metab6licas 

( ArAmburo ~' col, , 1989b), La variante 0.23 tiene un potente 

efecto lipolitico pero carece de efecto antilipolitico; mientras 

QUe la variante 0.3 no estimula la lip6lisis pero en cambio 

muestra una clara actividad antilipolitica (ArAmburo y col., 

1990a). Ambas variantes, sin embar~o. mantienen y comparten un 

claro efecto somatotr6pico (Scanes y col., 1990). 

I.1.2 S•araai6n da GH en Av•• 

La liberaci6n de la GH, en todos loe vertebrados, se 

encuentra bajo el control hipotalAmico (Harvey, 1983). Existe 

evidencia de 

hipofisiotr6picos 

liberador de 

QUe tres son los factores 

para la aecreci6n de GH en aves: 

hipotAlamo

GRF (factor 

la hormona de crecimiento; somatoliber.ina, 

estimulador) 1 SRIF (factor inhib.idor de la liberaci6n de 
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somatotropina1 

modit'icado TRH 

somatostatina, inhibidor); el trip6ptido 

(hormona liberadora de la tirotropina), que en 

condiciones normales estimula la liberación de GH del tejido 

hipot'iaiario de aves, in vitro (Harvev ¡¡ col. 1978b). AdemAs el 

TRH es un mu¡¡ potente secretazo~o de GH in vivo en pollos jóvenes 

(Harve¡¡ y col.1978b), 

(Proudman y Opel,1981). 

patos (Pethes y col. 1979) ¡¡ pavos 

Se ha observado que la liberación de GH in vivo se da de una 

manera pulsAtil (Scanea y col., 1983a). 

x.1.3 Influencia• ambientales aobra la liberación de GH. 

Las concentraciones plasmaticas de GH varian con los 

dii'erentes patrones estacionales, con un mAximo en el verano y el 

invierno en patos, ~aneo de CanadA ll la perdiz (Scanes ¡¡ col.. 

1983a). 

Existe mu¡¡ poca información sobre los efectos de la l.uz y l.a 

temperatura sobre l.a secreción de GH en aves. Una excepción a 

esto, fue l.a observación de que el incremento en l.a concentración 

de GH pl.asmAtica en respuesta al. TRH se reduce por l.a 

al. frío (lOoC), en patos adaptados (Pethes ll col. 

exposición 

1979). Esto 

puede ser consistente con l.a el.evación de hormonas tiroideas que 

inhiben la secreción de GH. 

Un factor ambiental que infl.u¡¡e en forma importante en la 

concentración de GH plasmAtica en aves es la dieta. 

concentracionea se ven marcadamente at'ectadas por 

Estas 

varias 

dei'iciencia• nutricionales en aves, particularmente en pollos 
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j6venes. Las concentraciones plasmAticas de GH en pollos, se 

eleva por el ayuno (Harvey y col.1978a), y restricci6n crbnica de 

la ingeeta de alimento (Engster y col. 1979), 

Similarmente. en pavos de crianza, una dieta restringida da 

como resultado un incremento tanto en la concentraci6n basal de 

GH en plasma, como en la magnitud del pico de concentraci6n de GH 

en respuesta al TRH (Proudman y Opel,1981). 

Existen evidencias de QUe la concentraci6n de GH se 

incrementa en pollos cuya dieta se encuentra deficiente en 

proteinas. Pollos mantenidos con una dieta consistente en 5% de 

proteina disponible ad libitum, tienen elevados los niveles de GH 

comparado con pollos con libre acceso a una dieta isocal6rica del 

20% de proteinas (Scanes y col. 198la). Estos datos su~ieren Que 

son las proteinas, y no las calorias, las responsables de los 

cambios en las concentraciones circulantes de GH. 

Algunos aspectos de los nutrientes macrominerales se ha 

encontrado Que influyen en la concentraci6n de GH en plasma en el 

pollo dom~stico. No s6lo dietas bajas en calcio deprimen la 

concentraci6n de GH (Sommerville y col. 1983), sino tambi~n se ha 

visto Que esto ocurre con una ~ieta deficiente en f6sforo 

(Gestone y col. 1982). 

x.1.4 concentraciones circulantes de GH durante e1 crecimiento 

y desarrollo de 1all aves. 

Desde hace una d~cada se han realizado estudios para 

conocer como varian las concentraciones de GH circulante en 

plasma, en aves de corral a lo largo de su crecimiento. Se han 
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comparado loe niveles de GH circulante tanto en pollos de enKorda 

como en Kallinaa ponedorae1 asimismo se han determinado las 

concentraciones de esta hormona tanto en la etapa embrionaria 

como a lo larKo de su desarrollo. 

I.1.4.1 Kn el huevo y alrededor d• la ecloai6n. 

Las concentraciones plasmAticas de GH son detectables a 

partir del dia 17 del desarrollo embrionario del pollo (Harvey y 

col. 1979). Las concentraciones de GH en plasma se elevan 

Kradualmente con un Kran incremento QUe ocurre durante la semana 

11iKUiente 

Las 

a la eclosi6n (Harvey y col. 1979). 

bases f'isiol6Kicas de estos cambios 

concentraciones circulantes de GH son aón desconocidas. 

en las 

Durante 

la vida embrionaria se da un incremento loKaritmico en el 

porcentaje de somatotropos en la hip6f'isis anterior (Malamed y 

col., en prensa). De esta manera el incremento en las 

concentraciones plasmAticas de GH (probablemente debido a la tasa 

de secreci6n) puede deberse a la presencia de una mayor 

liberaci6n de GH en la hiP6f'isis. In ovo, el embri6n de pollo no 

parece ser capaz de responder a secretaKOKOS de GH: no se 

observan respuestas a inyecciones de GRF o TRH, sino hasta los 

dias 20 y 21 de la incubaci6n, respectivamente (Huybrechts y col. 

19851 Decuypere y Scanes, 1983). Es probable Que el incremento en 

las concentraciones plasmAticas de GH Que se observa en la etapa 

post-eclosi6n ee deba a una combinación Que involucra un aumento 
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en el n~mero de aomatotropoa y tambibn una mayor capacidad de 

respuesta de la hip6f isis a factores estimuladores de la 

liberación de GH (GRF y/o TRH). 

x.1.4.2 crecimiento y deaarrollo po•t-eclo•i6n. 

En pollos, las concentraciones plaemAticas de GH se 

encuentran elevadas entre la ler. semana y la 4a. a Ba. semanas 

de edad. Posteriormente las concentraciones de GH en plasma 

declinan hasta alcanzar un nivel bajo, y relativamente estable, 

bastante antes de alcanzar la pubertad. El momento de este 

decremento tardio depende de la raza del pollo. Se han observado 

patronee similares en las concentraciones plaemAticos de GH 

durante el desarrollo de otras aves, incluyendo pavos, 

palomas (Scanes. 1987). 

patos Y 

El decremento en las concentraciones circulantes de OH 

durante el desarrollo refleja, tanto una tasa de secreción 

reducida (n~/min) como un incremento en la tasa de depuración 

(ml/min) de GH (Lauterio y Scanes, 1988). El cambio en la tasa de 

depuración ~etab6lica es explicable en t~rminos de loe cambios en 

el peso corporal y del peso individual de loe 6r~anos, tales 

como el hi~ado y riñón los cuales son los sitios probables de 

depuración de GH. Sin embar~o. las bases fisiol6~icas para la 

tasa de secreción de GH son a~n inciertas. 

El decremento en las concentraciones plasmAticas de GH 

ocurre antes de la pubertad y no parece ser una consecuencia de 

lo• cambios en las concentraciones 

sexuales (Scanea y John•on, 1984). 

10 
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La diaminuci6n de la •ecreci6n de GH no parece deberse a un 

decremento en el n6mero de somatotropos o la GH almacenada en la 

hip6fisis. Se ha observado que tanto el n6mero de somatotropos 

como el contenido de GH en la hip6fisis se incrementan durante la 

fase de desarrollo post-natal. 

Vaeilatoe-Younken, 1986) 

(Malamed y col, en 

No existe evidencia a6n de que la declinaci6n 

prensa; 

de la 

eecreci6n de GH se deba a un decremento en la liberaci6n de TRH o 

GRF de la eminencia media o a un incremento en la liberaci6n del 

SRIF. Hasta el momento no se han determinado la• concentraciones 

de los factores liberadores de GH en el sistema porta-

hipofisiario. Por otro lado, se han investi~ado los cambios en el 

funcionamiento de los somatotropos. Se conoce que existen 

diferencias en la estructura de los somatotropos entre pollos 

j6venes y adultos. En particular, el tamaño de los ~rAnulos de 

secreci6n disminuye con la edad (Malamed y col.,19881 Malamed y 

col .. 1985) con una concomitante reducci6n en el contenido de GH 

de cada ~rAnulo secretorio (Malamed y col., 1985). Este cambio en 

la estructura puede influir en el funcionamiento del somatotropo. 

AdemAs, se han observado diferencias en la respuesta a 

secreta~o~os de GH en pollos j6venes y adultos. En pollos 

concientes, la ma~nitud de la respuesta secretoria de GH al GRF 

ea menor en pollos adultos que en los jóvenes, independientemente 

de que las aves est~n concientes o anestesiadas. 

El TRH es un potente secreta~o~o de GH en pollos 

(Harvey y scanes, 1984). De hecho se ha su~erido que el 

j6venes 

factor 

liberador estimulador end6~eno mAa importante en los pollos ea el 
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TRH, en funci6n de la capacidad que la inmunizaci6n pasiva con 

anti-TRH muestra para suprimir la secreci6n de GH ( Klandorf' :v 

coi., 1985). Como ea el caao con el GRF, el TRH evoca un 

incremento menor en las concentraciones plasmAticas de GH en 

pollos adultos anestesiados que en pollos j6venee. De mayor 

si~nif'icancia fisi6lo~ica son tal vez las observaciones de que el 

TRH estimula la secreci6n de GH en pollos jovenes concientes, 

mientras que en pollos adultos concientes no se observa nin~on 

ef'ecto. 

In vivo la infusi6n de SRIH reduce la respuesta tanto al TRH 

como al GRl". Se han observado diferencias relacionadas con la 

edad en la efectividad del SRil" para suprimir la liberaci6n de GH 

inducida por TRH, teni~ndose que el SRil" es mAs efectivo en loa 

pollos adultos Que en los j6venea. Es concebible, entonces, Que 

la declinaci6n de GH se deba a diferencias en la sensibilidad :v/o 

en la capacidad de respuesta a los factores liberadores (con 

decremento al TRH e incremento al SRIF). 

Es poaible que las hormonas perif~ricas Que inhiben la 

secreci6n de GH en 

involucradas en el 

e.ves (p ej1 IGF-1 ';1/0 T puedan 
3 

decremento de 1a secrec16n de GH. 

estar 

Las 

concentraciones circulantes de f'actor de crecimiento insulinoide-

1 (IGF-1) aumentan durante el crecimiento. Mas aon, el IGF-1 

reduce el incremento en la secreci6n de GH evocada in vitro en 

respuesta al GRl" :v/o TRH (P~rez y col., 1985). Mientras que las 

concentraciones de T no 
3 

parecen incrementarse durante el 

crecimiento, existen evidencias Que su~ieren un papel para la T 
3 

en el decremento en 1& secreci6n de GH relacionado con la edad, 

tal vez debido a cambios en la sensibilidad/capacidad de 
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reapuesta a la T • La• hormonas tiroideas inhiben la secreci6n de 
3 

GH tanto en pollos j6venes como adultos¡ obsevAndose un 

incremento en las concentraciones plasmAticas de GH posterior a 

la ablaci6n tiroidea y un decremento despu~s de la administraci6n 

de T y en menor ~rado de T (Harvey y 
4 

col .• 1983. Harvey, 
3 

1983). 

Similarmente la T reduce la respuesta tanto del TRH como 
3 

del GRF (Scanes y Harvey. 1989), siendo mayor la sensibilidad a 

la eupreei6n por T de la liberaci6n de GH inducida por TRH, 
3 

en 

pollos adultos anestesiados Que en pollos j6venes. Esto puede ser 

cuestionado si la carencia de e~ecto del TRH sobre la liberaci6n 

de GH in vivo en pollos adultos concientes y restablecidos 

durante la anestesia se encuentra relacionada al estado 

tiroideo. En conclusi6n, en pollos adultos con hipotiroidismo, el 

TRH es capaz de evocar un incremento en la secreci6n de GH in 

vivo {Harvey y col .• 1984). Por el contrario la inyecci6n o 

in~usi6n de T reduce o abate completamente la liberaci6n de GH 
3 

estimulada por TRH en pollos adultos anestesiados (Scanes y 

Harvey, 1989). 

Por otra parte. en estudios comparativos se ha observado Que 

las lineas aeleccionadas (razas de en~orda), Que tienen una tasa 

de crecimiento rApida y mayores pesos corporales, presentan 

consistentemente menores niveles de GH que las lineas no 

•eleccionadas (razas ponedoras), de tasa de crecimiento lento Y 

menores pesos corporales (Leun~. 1984 ; Scanes y Balthazart. 

19811 Burke v Marks, 1982), durante su desarrollo. Como se puede 

observar en la tabla 1, dependiendo del autor, del ensayo 
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TABLA 1 

Valores de cGH circulante en pollos. 

(ng/ml) 

2 3 4 

Edad Dw/dw 5-Dw/Dw dw/dw F-Dw/Dw Pollo de Engor. P.Engor. G.Poned. P.Engor. 
(semanas) 

1 día 

la. 

2a. 

3a. 

4a. 

5a. 

6a. 

7a. 

ea. 

Dw/dw 

S Dw/Dw 

dw/dw 

F-Dw/Dw 

H 

M 

P.engord. 

G.poned. 

346.2+25.5 378.8+30.9 1584.8+346.7 
(2ii) (2ii) (24) 

133.7+12.6 149.9+12.8 309,'L31.9 
(30) (19) (l9) 

69.9+ 8.7 108.4+11.2 329.6+42.4 
(19) (20) (l7) 

38.8+ 4.3 41. 8+ 5. 3 168.1+25.7 
(20) (20) (fo¡ 

29.7+ 2.3 27.8+ 2.7 181.0+13.5 
(19) (19) (l9) 

heterócigos de engorda 

homócigos lento crecimiento 

homócigos :manos de engorda 

homócigos de engorda 

hembras 

machos 

pollos engorda 

gallina ponedora 

H M 

414.5+35.0 
125¡ 

170 20 

107.8+5.5 140+30 35+13 
(20) 

110+15 220+46 

60.0+ 6.7 70+16 95+15 
(19) 

90+20 140+20 

30.4+ 2.5 50+5 130+30 
1181 

100+16 110+12 

28.8+ 2.8 55+10 115+15 
(20) n=9 

Lilburn y col. 1986. 

2 Harvey y col., 1979. 

3 Burke y Marks, 1982. 

4 Harvey y col., 1979. 

380 410 

280 420 108+24.0 

250 550 174+25.0 

260 450 118+27.0 

200 600 101+20.0 

180 500 82+14.0 

170 350 70+12.0 

61+ 8.0 

160 260 55+ 9.0 
n=24 

G.Poned. 

66+ 9.0 

62+11.0 

70+19.0 

136+26 

133+29 

119+24 

97+19 

85+16 
n=lO 



utilizado, Y del tipo de animal en estudio (pollo de enKorda o 

K&llina ponedora) los niveles de cGH muestran un cierto Krado de 

variación. 

En otro estudio comparativo, LeunK (19811) estudió las 

concentraciones de GH circulante en razas de pollos de rApido 

crecimiento con razas de pollos enanos, observando Que las razas 

enanas presentan niveles mAs altos de GH circulante, durante todo 

el proceso de desarrollo. 

Se ha descrito Que los niveles circulantes de GH muestran 

variaciones con respecto al sexo, encontrAndose Que en machos las 

concentraciones son mAe elevadas, particularmente en pollos 

jóvenes (Harvey y col., 1979b), 

z.1.5 Kt•otos d• la GH en la• aves. 

Los niveles elevados de GH no necesariamente indican una 

alta tasa de crecimiento. Aei en pollos hipotiroideos, los cuales 

se caracterizan por bajes tases de crecimiento, hay un parad6jico 

incremento en la concentración de GH en plasma. Esto se ha 

encontrado tambi~n en pollos obesos con tiroiditis autoinmune 

(Scenes y col.1976) 1 en pollos deficientes en T , 
3 

en pollos 

enanos liKados al sexo escanee v col.1983b)! v en pollos 

tiroidectomizados (Harvev ,1983). 

Una evidencia directa para el papel que jueKe la GH en el 

crecimiento del pollo dom~etico se ha obtenido en estudios en 

donde se extirpa le hip6tisis y posteriormente se administra GH 

ex6Kena. En el pollo la hipofieectomia es ee~uida por una marcada 

reducción en el crecimiento, en particular del crecimiento 
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esQuel6tico. Sin embarKo es importante hacer not&r Que aunQue la 

hipofisectomia reduce Kr&ndemente el crecimiento, no lo abate por 

completo sino Que solo lo hace mAs lento. Es interesante QUe la 

hipofisectomia ejerza un mayor efecto sobre el crecimiento 

esQUel6tico Que sobre la Kanancia del peso corporal (Scanes y 

Harvey, 1984), esto se debe a la acumulac16n de ~rasa en las aves 

hipofisectomizadas (Nalbandov Y Card, 1943). Lo Que causa un 

incremento en la liPOK6nesis y un decremento en la lip6lisis en 

pollos hipofisectomizados (Gibson v Nalbandov,1966; 

Gibson, 1973). 

KompianK y 

Se conoce Que la administrac16n ex6Kena de cGH en pollos 

hipofisectomizadoa reatituve la función del crecimiento corporal 

v esQuel6tico (Scanes v Harvey, 1984). 

Existe evidencia de Que la GH afecta el metabolismo de 

lip!dos, carbohidratos y proteínas, v a otras ~lAndulas end6cr1-

nas incluyendo el pAncreas, la tiroidea y la KlAndula suprarrenal, 

as! como tambi6n a varias funciones inmunes (Scanea y Harvey, 

1984). La hormona de crecimiento parece tener diferentes efectos 

a corto plazo sobre el metabolismo en aves. Al actuar 

metabolismo de los lipidos, estimula la lip6lisis, 

sobre 

inhibe 

el 

la 

lipo~6nesis en el hiKado e incrementa la captura de la ~lucoaa 

en tejido adiposo (Scanes v Harvey,1982, Rudas y Scanes,1983). 

Adem•s de Que la GH incrementa la concentración de Klucoea y la 

circulación. 
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X.2 TSCNXCAS XNMUNOMETRXCAS 

Los inmunoensayos son al~unas de las técnicas inmunoquimicas 

mi.a poderosas. Ellas emplean un amplio ran~o de métodos para 

detectar y cuantificar anti~enos y anticuerpos y para estudiar la 

estructura de los antia:enos. Con un apropiado ensayo se 

obtener informaci6n de una manera rApida y facil. 

puede 

Existen 

inmunoensayo, 

muchas variaciones para llevar 

y se pueden clasificar en base 

a cabo un 

a diferentes 

criterios. Hay tres clases de inmunoensayoa: 1) ensayo de captura 

del anticuerpo; 2) ensayo de captura del anti~eno y 3) ensayo del 

"sandwich" de doble anticuerpo (Harlow y Lane, 1988). 

En un ensayo de captura de anticuerpo, el anti~eno se 

inmoviliza a un soporte s6lido y el anticuerpo marcado se une a 

él. Oespues de lavar, el ensayo es cuantificado midiendo la 

cantidad de anticuerpo retenida sobre el soporte s6lido. En un 

ensayo de captura de anti~eno, el anticuerpo se adsorbe al 

soporte s6lido y el antia:eno marcado se une a él. Las proteinas 

no unidas son eliminadas por medio del lavado y el ensayo es 

cuantificado midiendo la cantidad de anti~eno unido. En el ensayo 

del "sandwich" de doble anticuerpo , un anticuerpo es adsorbido 

al soporte e6lido y el anti~eno se une al ler anticuerpo. El 

ensayo es cuantificado midiendo la cantidad de un 2o Ab marcado 

que puede unirse al anti~eno. 

Cualquier inmunoenssyo puede tener cuatro variaciones: 1) 

que el ensayo ten~• un exceso de anticuerpo: 2) un exceso de 

anti11:eno1 3) competencia por un anticuerpo y 4) competencia por 
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un anti~eno. Loe ensayos en donde hay un exceso de anticuerpo o 

antiseno para competir son utilizados para detectar y cuantificar 

antisenoe, mientras Que los ensayos en loe QUe he.y un exceso de 

antiseno o anticuerpo para competir son utilizados para detectar 

Y cuantificar anticuerpos (Harlow y Lane, 1988). 

En principio loa factores Que deben ser considerados para el 

diseño correcto de un inmunoeneayo son los tipos de anticuerpos 

disponibles (anticuerpos policlonales, anticuerpos policlonalee 

purificados por afinidad, un solo anticuerpo monoclonal, o dos o 

mAs anticuerpos monoclonales ) y el srado de pureza del anti~eno. 

Los sistemas de detecci6n mAs comunmente utilizados para los 

inmunoenss.yos son los asentes radioactivos y los reactivos 

marcados con una enzima. Los ensayos QUe utilizan a~entes 

radioactivos son mAs faciles de cuantificar Que los que utilizan 

enzimas como marcador, sin embarso el ensayo enzimAtico produce 

resultados mAs rApidos (Harlow y Lana, 1988). 

En el campo de la Endocrinolo~ia, y otras Areas de la 

Biolosia Experimental, por varias décadas se ha utilizado al 

radioinmunoensayo como la técnica idónea para la cuantificaci6n 

de las hormonas tanto en circula~i6n como en tejido. Sin embar~o 

con el ~ran avance en el conocimiento de nuevas técnicas, en los 

dltimos tiempoa se han venido implementando técnicas comparables 

al radioinmunoanAlisie (RIA) en cuanto a su sensibilidad. Una de 

estas técnicas es la conocida como enea.yo inmunoenzimAtico, la 

las mismas ventajas que el RIA pero utilizando cual provee 

tiempos mAa cortos de incubación Que el RIA en términos 

seneralee, y ademAs prescinde del uso de radioactividad. 
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I.2.1 Rad1o1nmuno•n•11•1• 

El. RIA, es una t~cnica de anAl.isis fisicoquimico, que deriva 

del. ensayo de uni6n proteinica competitiva (CPBA), establ.ecido 

en 1960 por Ekins (197U) y modificado posteriormente por Berson y 

Yal.ow (1959). El t~rmino de RIA, se empl.ea para desi~nar de 

manera ~en~rica a l.as t~cnicas que utilizan anticuerpos (Ab) como 

proteinas receptoras. El proceso se ri~e por la ley de acci6n de 

masas y. dependiendo de la naturaleza quimica del elemento 

saturable ae denomina a estas t~cnicas como: CPBA, REA (ensayo 

radioenzimAtico) y RRA (anAl.isis de radioreceptores). AdemAs 

estos procedimientos tienen como com~n denominador el empleo de 

anti~eno o su equivalente radioactivo y el principio fundamental 

en todas es el mismo (Ruiz, 1976: Chopra y col., 1971). 

Este principio se basa en la reactividad entre un 

anticuerpo, cuya concentraci6n fija en el sistema limita el 

n6mero de sitios de acoplamiento por los que compiten: el 

anti~eno radioactivo, presante en concentraciones limitadas y 

escasa masa, y el anti~eno no marcado que se a~re~a en cantidades 

conocidas ( p,.mtos de la curva patr6n) en cantidades 

desconocidas (muestras problema). Asi, a medida que se incrementa 

l.a concentraci6n del anti~eno no marcado, disminuye l.a 

posibilidad de que el. anti~eno radioactivo se acople al 

anticuerpo y forme el. compl.ejo A~ marcado- Ab, siendo cada vez 

mayor la proporci6n de compJ.ejoa A~-Ab formados, lo que da lu~ar 

·a una me~• cantidad de radioactividad medibl.e en el compl.ejo. 
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Para loe lectores 

RadioinmunoanAli•is se 

que se interesen en profundizar en el 

les su~iere consultar las si~uientes 

referencias1 Chard, 1982; Thorell, 1983: Abraham, 19751 y Aceves y 

Le~arreta, 1982. 

1.2.2 Inmunoena~o enzim~tico 

Desde hace dos décadas se iniciaron los denominados Ensayos 

InmunoenzimAticos (ELISA) por Van Weemen y Schurs (1971) y En~-

va11 y Perlmann (1971). E1los combinaron el uso del anti~eno o 

anticuerpos inmovilizados sobre una fase sólida, con conju~ados 

de anti~eno o anticuerpo marcados con una enzima, para producir 

ensayos con 1a sensibiliad y especificidad de una técnica isotó

pica. 

Las virtudes particulares del ELISA son que todos los reac

tivos son se~uros, tienen una vida media lar~a y el equipo que se 

utiliza es simple. 

El ELISA es una técnica Que tiene los mismos fundamentos que 

el RIA, solo que en el ELISA no se utilizan molécu1aa radioacti-

vas para marcar al anti~eno o al anticuerpo¡ en su se 

utiliza u_ia enzima que ~enere un producto colorido (Fi~. 1). 

En el campo de la endocrinolo~ia muy pocos ELISAs se han 

implementado. Para hormona• adenohipof iaiarias se han reportado 

los ei~uientes1 para prolactina de rata (Si~norella y HYmer, 

1984)1 

1987); 

para hormona de crecimiento de rata (Farrin~ton y Hymer, 

para hormona de crecimiento bovina (Secchi y col.,1988), 
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1. - Antigeno adsorbido a la fase s61ida 

z.- Proteina adsorbida a los sitios no 

ocupados por el antigeno 

3. - Uni6n del anticuerpo presente en la 

nuestra con el antígeno. 

4. - Mici6n de un segundo antiruerpo 
acopla.dí' con wia enzima. 

S.- Mici6n del substrato. 

Fig. 1 Fundamento del m6todo de ELISA para la detección de anUgenos. 



v para ~onadotrofina de trucha (Salbert y col., 1990). Para 

hormonas esteroides se ha reportado para pro~esterona bovina 

(Prakash y co1.,1987). 

x.2.3 Factor•• que determinan la eleaci6n de un Inmunoena~o. 

Para la elección de un inmunoensayo se deben tomar en cuenta 

varias consideraciones en cuanto a loe f actoree que se involucran 

en el desarrollo del ensayo, Loe factores que se deben considerar 

aon en ~eneral: las concentraciones de loe reactantee (anti~eno y 

anticuerpo)¡ disponibilidad y calidad de reactivos; costo y 

complejidad de la técnica. El intervalo de concentraciones y 

sensibilidad de cualquier inmunoeneayo depende principalmente del 

tipo de marcaje utilizado, ya sea una molécula radiactiva o una 

enzima. 

Si se comparan el RIA con el ELISA, las dos técnicas resul-

tan ser altamente sensibles, sin embar~o se ha reportado que en 

ciertas condiciones, cuando la calidad del anti~eno y anticuerpo 

son muv buenas, es decir que el anticuerpo sea muy especifico a 

au anti~eno, el ELISA lo~ra sensibilidades adn mayores que las 

alcanzadas por el RIA. 



i.3 Paotor•• lnvoluorado• en •l di••fto del ILIIA 

1,3,1 Inmov111zao1ón del Antisono o del Anticuerpo.-

En el ELISA los anti~enos y anticuerpos se adsorben f isica-

mente a acarreadores plAsticos (poliestireno, polivinilo, poli-

propileno o policarbonato), y a ~ornas de silic6n o a vidrios 

trata·:1os. 

La mayoria de las proteinas se adsorben a superficies plAs

ticas, probablemente como resultado de interacciones hidrof6bicas 

entre las subestructuras no polares de las proteinas y la matriz 

plAstica no polar del soporte. 

El ~rado o extensión del "pe~ado" al soporte depende del 

coeficiente de difusión de la mol~cula adsorbente, del radio Y 

Area de superficie a ser pe~ado, al volumen de solución de pe~a

do, a la concentración de la sustancia, a la temperatura y a la 

duración de la reacci6n de pe~ado (En~vall, 1980). 

El poliestireno es el compuesto que mAs ampliamente se ha 

util.izado como soporte en el. ELISA, por permitir un "forrado" o 

recubrimiento facil y reprortucible. 

Una dificultad puede ser que el. anti~eno o el anticuerpo 

sól.o se adsorben fisicamente, no se lleva a cabo nin~~n tipo de 

enlace covalente a l.a fase sólida. Este tipo de lechos pueden 

perder al~una cantidad de proteina en los procesos de lavado e 

incubación. AdemAa ciertas proteinas pueden experimentar cierta 

de~radaci6n y en consecuencia disminuir su actividad inmunol6~i

ca. 
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Otra desventaja es Que la p~rdida de adsorci6n conlleva a 

una disminuci6n en la precisi6n y probablemente tambiAn la sensi-

bilidad del ensayo, Otra desventaja es Que las superficies PlAs-

ticas tienen una capacidad de adsorci6n limitada. Sin embar~o es 

facil y rApida la separaci6n del complejo anti~eno-anticuerpo del 

antigeno o anticuerpo libre, lo cual compensa todas las desventa

jas antes mencionadas. 

El proceso de adsorci6n, a diferencia de las interacciones 

antigeno-anticuerpo, no es especifico. Por lo Que durante la 

incubaci6n del antlgeno o anticuerpo inmovilizado con el anti-

cuerpo o antigeno soluble pueden darse uniones no especificas 

directamente sobre la fase s61ida. Esta adsorci6n no especifica 

se puede minimizar por la adici6n de detergentes no i6nicos, 

tales como el Trit6n X-100 o el Tween-20. Estos no interfieren 

con la reacci6n antigeno-anticuerpo y si previenen la formaci6n 

de nuevas interacciones hidrof6bicas entre las proteinas adicio

nadas y la fase s6lida (Engvall, 1980), 

La concentraci6n 6ptima del antigeno o anticuerpo para 

forrar, es generalmente de 1-10 ug/ml. Concentraciones superiores 

permiten incrementar la adsorci6n, pero el porcentaje adsorbido 

al final es menor. AdemAs una alta concentraci6n de proteina 

durante el forrado incrementa la desadsorci6n durante las incuba-

ciones con los inmunorreactantes, dando como consecuencia el 

llamado efecto de prozona. 
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I.3,2 Bloqueo d• e1t1o• 1n••P•att1aoe. 

Otro factor importante Que se debe tomar en consideración, 

es el de prevenir la adsorción inespecifica sobre la fase sólida, 

Esta adsorción inespecifica se elimina si, posteriormente a la 

inmovilización del anti~eno o anticuerpo, se bloquean loa sitios 

no ocupados por loa a~entea inmunol6cicoa. Esto se lleva a cabo 

acrecando una solución Que contenca proteinas y/o detercentea. 

Para elecir la solución bloqueadora ea importante conocer las 

condiciones especificas del ensayo. En ceneral se utilizan dos 

tipos de soluciones Que son compatibles para la ms.,yoria de los 

enas..vos inmunoenzim!ticos1 una ea utilizando leche deshidratada y 

descremada (Johnson y col .• 1989) y otra empleando BSA (Towbin y 

col., 1979). Si las soluciones bloqueadoras con proteinaa causan 

un alto "ruido basal", entonces se pueden sustituir las proteínas 

por alcdn detercente, por ejemplo, Tween-20 (Batteicer 

col.,1982), 

1.3,3 Kl•aci6n d• la ooncentraci6n del ant1ceno v ~•1 anticuerpo, 

El anticeno puede ser cuantificado por su capacidad para 

inhibir el pecado del anticuerpo al anticeno adsorbido a la fase 

aólida. 

La afinidad del antisuero es el factor mAs importante entre 

las variables Que determinan la sensibilidad del ensayo. 

Para determinar las concentraciones del anticeno y del anti

cuerpo que ae utilizarAn, Primero •e deben hacer titulacionea del 
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anti¡¡;eno empleado para forrar el soporte Y del antisuero (fi¡¡;. 2A 

Y 2B). 

Con este tipo de ¡¡;rAficaa, se pueden ele¡¡;ir las concentra-

cienes adecuadas del anti¡¡;eno y del anticuerpo. La ¡¡;ama de las 

concentraciones del anti¡¡;eno, como el de las diluciones del 

anticuerpo, se eli¡¡;e tomando en cuenta el intervalo comprendido 

al 50% del desplazamiento para cada caso (En¡¡;vall, 1980). 

I.3.4 S•l•cci6n de la Enzima. 

La enzima debe ser covenientemente detectable al menos al 

nivel de nano¡¡;ramoe, Esto no solo si¡¡;nifica que la enzima deba 

tener un alto n6mero de recambio, ea decir que pueda convertir a 

un ¡¡;ran n6mero de mo1•culaa de sustrato en mol•culas de producto 

por unidad de tiempo, sino tambi~n que el producto sea detectable 

con una alta sensibilidad. 

Una consideraci6n importante en la elecci6n de la enzima ea 

que las muestras a ser medidas no conten¡¡;an sustancias que puedan 

interferir con la actividad de la enzima o en su medici6n. 

Al¡¡;uno• ejemplos: •e debe evitar que las muestras conten¡¡;an 
r1;1 •• 

EDTA. ~-'." ~nzima utilizada requiere de metales para su activi-

dad. Similarmente la• oxidorreductaaaa no deben ser utilizadas 

cuando las muestras conten¡¡;an preservativos. 

Las enzimas que mAs se han utilizado eon1 B-¡¡;alactosidaaa, 

Peroxidasa, Fosfataaa alcalina y Glucosa oxidasa, Para todas 

ellas existen una ¡¡;ran variedad de suatratoa cromo¡¡;•nicoa, 
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Enguall, 1900. 



Los sustratos cromoK6nicos son Keneralmente usados en los 

ensayos enzimAticos en fase s6lida. Estos normalmente se 

convierten en productos coloridos cuando son modificados por la 

acci6n enzimAtica. 

Para los conjuKados con peroxidasa en ~eneral se utiliza 

como sustrato el peróxido de hidr6~eno con ortofenil6ndiamina, 

sin embarKo tambi~n se utiliza la orto-toluidina, el Acido 5-

amino-salicilico y ABTS (2,2'-Azino-di-3-etil-benzotiazolina-6-

Acido su1f6nico). El para-nitrofenil fosfato es un buen 

para la fosfatasa alcalina (EnKvall, 1980). 

sustrato 

x.3,5 Marcaje del Anti~ano o el Anticuerpo con la Enzima 

Existen muchos m6todos para acoplar haptenos, 

carbohidratos a proteínas (tabla II). 

Proteínas y 

Los reactivos acopladores proteina-proteina son ~eneralmente 

no específicos, ya Que reaccionan con los Krupos funcionales 

comunes en todas las proteínas. 

La enzima puede conjuKarse con el anticuerpo empleando aKentes 

entrecruzadores como el Klutaraldehido (Avrameas y Ternyck,1971) 

o periodato de sodio (Wílson y Nakane, 1978). 

Para obtener 6ptimos resultados es aconsejable usar 

anticuerpos purificados por cromatoKrafia de afinidad en los 

conju~ados, ya Que el marcaje se lleva a cabo con la mayor parte 

de la fracci6n total de inmuno~lobulinas del suero. La 

purif icaci6n de los conju~ados por precipitaci6n salina o por 

filtración en Kel pueden mejorar su funcionamiento. 
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TABLA II 

A~entes acopladores de enzimas a proteinas. 

Compuesto 

Glutaraldehido 
Diisocianato de tolueno 
p,p'-dii'luoro-m,m'dinotro-
f'enil sulf'ona 
Carbodiimidas 

p-BenzoQuinona 

N,N'-o-i'enilendimaleimida 
m-Periodato 

Grupo reactivo en 
la proteina 

-NH2 
-NH2 
-NH2 

-COOH 
-NH2 
-NH2 
-SH 
-SH 
-NH2 
-CHOH 

a) S. Avrameas, Immunochemiatry 6,U3 (1969). 

Referencia 

a,b 
c.d 
e 

f',~ 

h 

i 
j,k 

b) S. Avrameas y T.Ternyck, Immunochemistry 8,1175 (1971), 
e) A.F. Schick y S.J. Sin~er, J.Biol, Chem. 236,2U77 (1961). 
d) R.R. Modesto y A.J. Peace, Biochim.Biophys.Acta 229,384 

(1971). 
e) S.S. Tawde y J,S. Ram, Arch.Biochem.Biophys.97,429 (1962) 
1') s. Avrameas y J, Uriel, C.R. Acad.Sci.262,2543 (1966), 
~) P.K. Nakane, J.S. Ram y G.B. Pierce, J.Histochem.Cytochem. 

iu. 789 (1966) 
h) T. Ternyck y S. Avrameas, Immunochemiatry 14,767 (1977), 
i) K. Kato, Y. Hama~uchi, H. Fukui, y E. Iehikawa, J.Biochem. 

78,235 (1975); Eur. J.Biochem.62,285 (1976). 
j) P.K. Nakane y A. Kawaoi, J.Histochem.Cytochem.22,1084 (1974). 
k) A. Murayama, K. Shimada y T. YaIT'amoto, Immunochemistry 15,523 

(1978). 
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I.3,6 Sen•ib111d&d de1 BLISA. 

Para diseñar un ensayo con una 6ptima sensibilidad es esen-

cial1 a) esco~er un antisuero de alta afinidad; b) usar tiempos 

de incubaci6n que permitan lle~ar al equilibrio a la reacci6n 

anti~eno-anticuerpo; c) usar concentraciones bajas de anti~eno y 

anticuerpo y d) utilizar tiempos larKOS para el desarrollo del 

color. 

Con estos factores tomados en cuenta, la sensibilidad de un 

ELISA es comparable a la de un Radioinmunoenaayo (En~vall, 1980). 

I.4 Tipo• de Inmunoen•a¡¡oa.-

Los inmunoensayos enzimAticos se han clasificado en ensayos 

competitivos y no competitivos, dependiendo de si se involucra un 

paso en el cual el anti~eno marcado y no marcado compitan por un 

n6mero limitado de sitios de anticuerpo (ensayo competitivo), o 

si el anti~eno o anticuerpo a se~ medido, primero reacciona con 

el anticuerpo o antiKeno sobre una fase solida ee~uida de la 

cuantificaci6n de 

(En~vall, 1980). 

la enzima marcada (ensayo no competitivo) 

I.4.1 En•~o• competitivo•.-

Conju~ado antiKeno-enzima. Los ensayos para IKG Y Konado-

trof ina cori6nica humana (HCG) respectivamente fueron 1os 

primeros do• ejemplos de inmunoensavos enzimAticos cuantitativos. 
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Ambos estAn basados en 1a competencia del antizeno marcado 

con ia enzima, con e1 antizeno presente en estAndares o muestras 

prob1emas, por la uni6n de una cantidad 1imitada del anticuerpo 

acoplado a la fase s61ida. En este tipo de ensayos 1o primero es 

la uni6n (pezado) fisica o Quimica de una cantidad apropiada de 

anticuerpo a la fase s6lida. Esto se incuba con una so1uci6n 

conteniendo una concentraci6n fija de antizeno marcado, patrones 

con concentraciones conocidas del antizeno no marcado, o con 

muestras problemas de concentraciones no conocidas. Esta mezcla 

de reacci6n se incuba hasta que la reacci6n antizeno-anticuerpo 

11eza a1 equilibrio. Despu~s de 1avar, se determina la actividad 

de la enzima sobre 1a fase s61ida , zeneralmente por incubaci6n 

con un sustrato por un cierto periodo de tiempo. 

Las concentraciones del producto de la reacci6n enzimAtica 

son inversamente proporcionales a las concentraciones del 

dar o antizeno adicionado. 

es tan-

conju~ado anticuerpo-enzima. este es otro tipo de ELISA de 

competencia v emplea al anticuerpo marcado con 1a enzima, con el 

antizeno pezado a 1a fase s61ida. 

En esta t~cnica 1a uni6n de1 anticuerpo marcado a1 antizeno 

inmovilizado es competitivamente inhibido a1 adicionar estAndares 

del antizeno o muestras prob1emas. 

Como en e1 caso de1 ELISA competitivo con antizeno marcado, 

1a concentraci6n de1 producto de la reacción enzimAtica medidas 

a1 final, son inversamente proporcionalea a la• concentraciones 

de1 antizeno (estAndares o muestras prob1emaa). 
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Esta es la forma mAs versAtil v conveniente, y se le ha 

modificado al utilizar una anti-inmuno¡;lobulina (2oAb) marcada 

con la enzima . 

El anti~eno sobre la fase sblida es incubado con s:randes 

diluciones del anticuerpo con o sin la adici6n de estAndares de 

antis:eno o muestras problemas. Despu~s de lavar, loe anticuerpos 

unidos a la fase a6lida son detectados usando una antiI¡;G marcada 

con una enzima. El mismo conju¡;ado del 2oAb puede ser usado para 

diferentes anti¡;enos, siempre y cuando el primer anticuerpo sea 

preparado en la misma especie contra la que se prepar6 el 2oAb. 

Este m~todo se conoce tambi~n como el m~todo de "sandwich" 

de doble anticuerpo, y ha tenido una amplia aplicación en la 

endocrinolos:ia, especialmente para la cuantificación de 

peptidicas. 

1.4.2 Bna~o• no competitivo•.-

hormonas 

Ensayo del "sandwich".- El anticuerpo en exceso se inmovili-

za y se incuba con estAndares de anti¡;eno o muestras problema. 

Despues de lavar, el complejo anti¡;eno-anticuerpo inmovilizado se 

incuba con un exceso de anticuerpo acoplado a la enzima, el cual 

se une a uno o mAe sitios anti¡;~nicos libree. Alternativamente el 

se¡;undo anticuerpo puede estar o no marcado, y el proceso se 

alars:a incluyendo una incubación con un exceso de tercer anti-

cuerpo acoplado a la enzima, el cual es una inmuno¡;lobulina 

especifica contra la especie del animal en el cual el ee¡;undo 

anticuerpo fU6 levantado. 
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En este tipo de ensayo la concentraci6n del producto de la 

reacc16n enzim4tica ea directamente proporcional a la 

ci6n del antigeno eatandar o muestra problema. 

I.~.3 Bnaavoa para medir anticuerpo. 

Otro tipo de ELISA no competitivo es el m~todo 

concentra-

indirecto 

para medir la concentración del anticuerpo. Eate procedimiento 

emplea antigeno inmovilizado y segundo anticuerpo conjugado a la 

enzima. contra IgG de la especie en la cual los anticuerpos han 

sido producidos. 

Este m~todo ha sido utilizado para medir anticuerpos de una 

gran variedad de antigenos. 

1.5 Ventajaa v Desventajas da loa Ensayos InmunoenzimAticoa. 

A pesar de que el ELISA competitivo es una t~cnica muy 

especifica y facil de ejecutar, cuenta con algunas desventajas. 

Para llevar a cabo el ELISA de competencia utilizando an-

tigeno marcado, se requiere de ~~andes cantidades de antigeno 

para preparar el conjugado. En los casos en los que el antigeno 

no est~ disponible se puede utilizar anticuerpo marcado o anti

IgG marcada. 

Un problema serio en la aplicación del ELISA competitivo, se 

relaciona con la dificultad de incubar antigeno o anticuerpo 

marcado con fluido• bioló~icoa tales como1 sueros, orina o ex

tractos de tejido. Estos fluidos poseen proteasas, ademAs de que 

pueden presentar inhibidores de la enzima. Tales sustancias 
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cuando •e presentan pueden alterar la actividad de la enzima 

utilizada como marcador. Esta dificultad es evitada en el ELISA 

no competitivo, en el cual la incubaci6n con las muestras pro ble-

mas se lleva a cabo separadamente de la incubaci6n con el anti~e

no o anticuerpo marcado. 

El ELISA no competitivo ofrece ventajas adicionales, puesto 

que la ma.yoria de estos ensayos emplean anticuerpos marcados , la 

purificaci6n y marcaje especifico de anti~enoe individuales no es 

necesario. 

Por lo tanto el mismo procedimiento de marcaje y pe~ado a la 

fase s6lida puede ser usado para diferentes anticuerpos. 

Otra ventaja del ELISA no competitivo ee la posibilidad de 

unir muchas mol~culae de anticuerpo marcado a una sola molecula 

de anti~eno polivalente, lo que provee de un elemento de amplifi

caci6n. 
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II, OBJETIVOS DE LA TISIS 

1) Implementar ~ optimizar un Ensayo InmunoenzimAtico hom6lo~o 

para la Hormona de Crecimiento de Pollo (cGH). 

2) Aplicar esta t~cnica para cuantificar las concentraciones de 

cGH circulante en 5 razas de pollos de en~orda, haciendo un 

estudio onto~en~tico durante la etapa de crecimiento r!pido 

(1 - 8 semanas de edad). 



III.MATBRIAL Y MBTOOOS 

III.1 Material Bio16sico. 

III.1.1 Hormona de Crecimiento de pollo. 

Se purific6 cGH a partir de hip6fisis de pollos de la raza 

Pilch seg~n el m~todo de ArAmburo v col.(l989a). Se pes6 l m~ de 

hormona v se solubiliz6 en un amorti~uador de carbonatos O.l M pH 

l0.3, quedando la soluci6n a una concentraci6n de l u~/ul. Se tom6 

una alicuota v se cuantific6 la concentraci6n real de proteina 

por el m~todo de Lowrv (Hartree, 1972). 

A esta soluci6n se le a~re~6 mertiolate 0.01% v se mantuvo a UoC. 

111.1.2 Obt•nci6n del anticuerpo anti-cGH. 

La 1nmunizaci6n se llev6 a cabo en conejos de la raza Nueva 

Zelanda, machos, de apro>timadamente 2 k~ de peso. La inoculaci6n 

se realiz6 directamente en los ~anglioe popliteos del animal 

(ArAmburo v col., 1989c). 

El suero obtenido se diluy6 1110 en PBS 0.01 M pH 7.8 v se 

hicieron alicuotas de 20 ul, las cuales se mantuvieron en conge

laci6n hasta su uso. 

III.2 Muestra• Bio16cicas. 

Se estudiaron 5 razas comerciales de pollos (Arbor acres, 

Hubard hubard, Pilch pilch, Indian River vantree e Indian River 

Pil.ch). 
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Se obtuvieron muestras de san~re por punci6n cardiaca de 10 

animale• de cada raza. Deade el dia 1 (eclosión}, v después cada 

semana hasta la octava. 

Esto se realiz6 en una ~ranja experimental ubicada en 

cuernavaca, Mor., en donde los pollos fueron criados durante las 

primeras 8 semanas de vida, en condiciones controladas de 

alimento, luz, temperatura y espacio. 

El muestreo ae llevó a cabo entre las 9130 - 10:30 AM. 

III.3 Material v Reactivos. 

El se~undo anticuerpo (I~G cabra-anticonejo} conju~ado a 

Peroxidasa, la ortofenilendiamina, Tween-20 v el Affi~el-GlO 

fueron de BioRad Laboratories. Se utilizaron placas 

poliestireno de 96 pozos (IMMULON II} provenientes 

de 

de 

ovnatech. El per6xido de urea f ué de HyClone. se utilizó 

albómina bovina de SIGMA. 

Todos los demAs reactivos utilizados fueron de 

analítico. 

III,b METODOLOGIA 

III.b.1 Titulación de la cGH v del ler Ab IlrG anticGH. 

~rado 

Para titular tanto a la hormona como al anticuerpo se proba

ron dos aiatemae de amorti~uadores1 uno de Carbonatos de sodio 

0.1M pH 10.3 V otro de Fosfatos aalino (PBS} 0.01M pH 7.8. 
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Se probaron diferente• concentraciones 

(500,250,125,62.5,31.25,15.62,7.81,3,90 Y 1.95 n~/pozo) 

en PBS, Y diferentes diluciones del ler Ab (111,000; 

de cGH 

diluidas 

113,0001 

ltl0,000¡ 1130,0001 1160,000 y 1:100,000), en una solución de BSA 

1%, PBS 0.01 M pH 7.8. Tween-20 0.05%. 

Protocolo para la titulación: 

1) Se incuban 100 Ul/pozo de la solución de hormona a la concen

tración deseada en el amorti~uador de carbonatos o PBS en las 

Placas de titulación. Se deja toda la noche a 4oC (16 horas). 

2) Se lava la placa 5 veces con una solución de PBS, Tween-20 

0.05%,(empleando un lavador manual de placas de ELISA, NUNC). 

3) Se a~re~an 100 ul/pozo de una solución de BSA 1% en PBS, 

Tween- 20 0.05% y se deja por 1 hora a temperatura ambiente. 

4) Se lava 5 veces con la solución de lavado. 

5) Se a~re~an las diferentes dilucionea del ler Aben BSA 1%,PBS, 

Tween-20 0.05%. 

ambiente. 

esto se incuba dur~nte 2 horas a temperatura 

6) Se lava 5 veces. 

7) Se a~re~an 100 ul/pozo de la solución del 2oAb (I~G cabra-

anticonejo) en una dilucion 113000, en BSA 1%, PBS, Tween-20 

0.05%, y se incuba durante 2 horas a temperatura ambiente. 

8) Se lava 5 veces. 
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9) Se revela la Placa a~re~ando (100 ul) de una eo1uci6n de orto-

fenilendiamina (o.4 m~/ml) mAe una eo1uci6n de per6xido de urea 

(0.2 m~ml) aolubilizadoe en un amorti~uador de citratos de sodio 

O.OSM PH 5,0, se deja por 10 min. en la obscuridad. 

10) Se detiene la reacci6n a~re~ando 50 ul Acido aulf6rico 4 N. 

11) Se lee la O.O. de las soluciones presentes en loe pozos de 

la placa en un lector de placas de ELISA a 490 nm. 

Esta metodolo~ia ee llev6 a cabo en dos tipos de placas; una de 

baja afinidad (LINBRO) y otra de alta afinidad (IMMULON II). Con 

objeto de evaluar cuAl funcionaba mejor para el caso 

de la hormona de crecimiento de pollo. 

III.~.2 Optimizaoi6n de la curva Patr6n. 

particular 

Como se trata de un ensayo de competencia, las mues trae 

problema y las distintas concentraciones de cGH de la curva patr6n 

(diluidas en PBS 0,01 M pH 7,8) ee ponen a incubar con el ler 

Ab en tubos de ens~o a 4oc, toda la noche (16 horas). El inter

valo de conce~traci6n empleado fue de 0.125 - 32 n~ oGH/pozo. 

La condiciones del ELISA fueron las si~uientee1 

1) Forrado de la Placa con 100 ul/pozo de la eoluci6n de cGH en 

amorti~uador de carbonatos a 4oC (16 horas). 

2) Bloqueo de la superficie no ocupada del soporte con una 

aoluci6n de BSA 1% en PBS, Tween-20 o.OS% por 1 hora a temperatu

ra ambiente. 
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3) Competencia con el ler Ab, ae a~re~an 100 ul/pozo de cada una 

de laa muestras previamente incubadas (ver arriba), 

durante 1 hora a temperatura ambiente. 

se incuban 

4) Incubación con el 20 Ab (113000), durante 2 horas a T.A. 

5) Revelado de la placa 15 min. en la obscuridad. 

Se probaron varias concentraciones de cGH para eorrar la 

placa (62.5, 31.25, 15.62, 7.81, 6.0 y 4.0 n~/pozo). 

SimultAneamente se probaron dieerentes diluciones del ler Ab 

(1110,000. 1130,000 y 1:40,000). 

Una vez ele~ida la concentración de cGH para el rorrado de 

la placa y la dilución del ler Ab. Se procedió a optimizar el 

tiempo de competencia con el ler Ab .• 

tiempos; 15, 30, 60 y 120 min. 

probAndose dieerentee 

Una vez ele~ido el mejor tiempo se procedió a optimizar el 

tiempo de revelado de ln enzima. Por lo que se probaron direr

entes tiempos de revelador 15, 30, 45 y 60 min. 

Punto• ~ontro1. 

En cada ensayo se evaluaron el BLANCO • densidad óptica del 

pozo al que no se le adicionó ler Ab, y el 100% de UNION • densi

dad óptica del pozo al cual no se le adicionó estandar de cGH. 
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III ••• 3 Prueba d• Paraleli•mo •Identidad 

Para verificar si e1 anticuerpo anti-cGH reconocia por i~ua1 

tanto a 1a cGH purificada en e1 laboratorio como a 1a que se 

encuentra en circu1aci6n o en los tejidos, se probaron diluciones 
1 6 

de un homo~eneizado de hipófisis (lxlO - lxlO ) y diluciones de 

suero de po11o (112 - 11200). 

III.4.4 Prueba• de K•P•cifiaidad. 

1) Con ei objeto de saber que tan especifico era el ensavo, se 

decidió probar la inmunorreactividad cruzada de otras hormonas de 

crecimiento (bovina, rata y humana), asi como prolactina bovina. 

Se probaron las mismas concentraciones utilizadas como 

estAndares en la curva patr6n de cGH (0.125 -32 n~/pozo), adicio-

nando un punto de 2,000 n~/pozo. 

2) Otr& prueba de especificidad fue verificar Que el ensavo no 

reconocia a nin~una de las proteinas presentes en el suero de 

polio. Para e11o se proces6 suero de pollo en una columna de 

afinidad, acoplando Affi~e1 G-10 a I~G anti-cGH. , con el 

objeto de eliminar la cGH del suero, y obtener una fracci6n 

s6rica libre de hormona. 

Para poder preparar la columna de afinidad se purifica-

ron inmuno~1obulinas acGH a partir de suero de conejos previamente 

inmunizados con cGH. Para la purificaci6n se uti1iz6 el si~uiente 

protocolo: 
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1.- Se equilibra una columna previamente empacada con Sefarosa 4B 

acoplada a proteina A. con un amorti~uador de fosfatos de sodio 

0.1 M pH B.o (aproximadamente 3 vol6menes de columna). 

2.- Se aplica un flujo de 30 ml/hora con una bomba peristAltica. 

J.- Se aplica el suero de conejo previamente centrifugado (2 ml) 

v se deja incubar con la resina, a T.A. por dos horas. 

4.- Se eluve el suero, lavando la columna con el amorti~uador de 

fosfatos de sodio 0.1 M PH 8.0, hasta que la resina se vea com

pletamente blanca. 

5.- Para eluir a las inmuno~lobulinas acGH, se aplica Acido 

acAtico 0.1 M con cloruro de aodio 0.15 M, este paso se lleva a 

cabo sin bomba peristAltica, es decir, se destapa la columna y se 

le agre~a directamente el amortiguador. 

6.- Se colectan fracciones de 2 ml en tubos que contienen 100 ul 

de PBS 10X para neutralizar el pH. 

7.- Se juntan las fracciones de l~Gs v se ponen a dializar (a 

4oC) en agua bidestilada. Se le hacen vari·~s cambios. 

8.- Una vez dializadas las inmunoglobulinas se concentran en una 

camara de ultrafiltraci6n (AMICON) v se vuelven a dializar en el 

amortiguador de Hepes 0.1 M PH 7,5. 

9.- Una vez purificadas las lgG a cGH se preparó la columna de 

afinidad con el Affi~el G-10. 
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Preparaci6n de la columna de afinidad Affi~el G-10 - I~G a cGH 

se tomaron 4 ml de Affi~el G-10 

- Se lav6 con iaopropanol ( 3 voldmenes de reaina) 

- Poateriormente se activ6 la resina con a~ua desionizada fria (3 

vol~menes de reaina) 

Se aKre~aron las IKGB a cGH en un amortiKuador de Hepes 0.1 M 

PH 7.5 

- Se acoplaron aproximadamente 40 mK de inmunoKlobulinas 

- Se dejó la reacción toda la noche a 4oC 

Posteriormente se detuvo la reacci6n con una solución de 

etanolamina 1 M pH 8.0 (100 ul/ml ~el). 

Una vez sintetizada la columna de afinidad, v eQuilibrada en PBS 

0.01 M pH 7.81 

ae aplicaron a la columna 500 ul de suero de pollo V 

incubar por 2 horas a T.A. 

se dejó 

poateriormente se eluv6 el suero con PBS 0.01 M pH 7,8 v ee 

concentró, probAndolo posteriormente en el ELISA. 

- la cGH adsorbida a la resina se eluvó con Acido ac~tico 0.1 M + 

0.15 M de cloruro de sodio, colectando fracciones de 1 ml V 

neutralizAndolas con 100 ul de PBS 10 X. 

III ••• 5 Medic16n de la aGH cirauiant• en laa 5 razaa d• po11oa. 

Las 1nueetras de san~re se centrifu~aron para obtener el 

suero, ae hicieron alicuotas v se con~elaron hasta su uso. 

Para la cuantificación de 1a cGH se midieron 20 u1 de cada 

auero por duplicado. 
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Loa valores obtenido• se sraficaron en funci6n de la edad de 

los animales. 

lll.5 An4liai• Katadiatico. 

A los valores obtenidos de cGH circulante para las 5 razas 

de pollos, se les aplic6 una prueba estadistica de AnAlisis de 

Varianza de dos vias. 
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IV.RESULTADOS. 

IV.I.1 Preaervaci6n de ia cGH 

La cGH se mantuvo en soluci6n a 4oc con mertiolate al 0.01%. 

Este m~todo de preservar a la cGH result6 bastante eeiciente 

pues permiti6 que los ensayos eueran reproducibles. 

Esto se debe a que se observ6 que cuando la cGH era varias 

veces con~elada y descongelada, los ensayos perdian sensibilidad 

debido posiblemente a que con este proceso la hormona eormara 

agregados moleculares que ya no eran igualmente reconocidos por 

el anticuerpo. 

IV.1.2. Pr••ervaci6n del anticuerpo. 

El haber diluido el anticuerpo y haberlo alicuotado 

evitar pasos de congelaci6n y descongelaci6n, result6 un 

procedimiento pues evit6 la desnaturalizaci6n del anticuerpo. 

para 

buen 

Se observ6 que cuando el anticuerpo no se encontraba diluido 

y era con~elado y descongelado, la sensibilidad del ensayo 

disminuía. Es por esto que se decidi6 diluirlo y hacer alícuotas 

que se utilizaran en un mAximo de dos ensayos, de esta manera se 

alargaba la vida media del anticuerpo. 

Iv.1.3. Titulaci6n del antiseno v del anticuerpo. 

La hormona de crecimiento de pollo es una proteína con 

características eisicaquimicaa bAaicas, cuva •olubilizaci6n 



óptima ae lleva a cabo en soluciones alcalinas. Es por esto que 

ae probaron dos sistemas de amorti~uadores uno de Carbonatos pH 

10.3 y otro de PBS pH 7,8, dando mejores resultados el 

amorti~uador de carbonatos. Como se puede observar en la fi~ura 3 

en donde la aolubilización de la cGH se hizo en el amorti~uador 

de PBS 0.01 M pH 7,8, las curvas de titulación fueron mAs bajas 

que las obtenidas para el amorti~uador de carbonatos. Se puede 

apreciar en esta fi~ura (3) que el 50% del desplazamiento se di6 

entre la• diluciones del ler Ab de 1130,000 11100,000 con 

concentraciones de cGH Que iban de 31.25 - 62.0 n~/pozo. Mientras 

QUe para el amorti~uador de carbonatos de sodio 0.1 M pH 10.3 el 

50% del desplazamiento se di6 en el mismo ran~o de diluciones del 

1er Ab. (1130,000 1:100,000), sin embar~o el ran~o de 

concentraciones de cGH era mAa bajo (7.81 - 16.25 nlt/pozo 

~). Por lo Que se opt6 utilizar el sistema de carbonatos. 

(fi~. 

Estas titulaciones se llevaron a cabo en dos tipos de 

placas¡ una de baja afinidad (LINBRO) y otra de alta afinidad 

(IMMULON II). Se eli~i6 la placa IMMULON II debido a que loe 

valoree de loe BLANCOS eran casi de cero. 

IV.1.4. 0Ptimizac16n de la concentrac16n da ant!~eno para recubrir 

la ta•• a6lida. 

Para la optimización de la concentración del anti~eno fue 

necegario probar diferentes concentraciones de cGH para recubrir 

la placa y diferentes diluciones del 1er Ab con el objeto de 

encontrar la curva con mejor desplazamiento y por lo tanto con 

mejor sensibilidad. 
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Primero se forr6 la placa con dos concentraciones de cGH 

(62.5 y 31.25 nlt/pozo) y do• diluciones de ler Ab (1110,000 y 

1114,000) y como se puede observar en las fi~uras 5A y 58 practi-

camente no hubo desplazamiento en nin~una de las dos 

probadas. 

condiciones 

Se disminuyeron las concentraciones de cGH a 15.62 y 7.81 

n~/pozo con dos diluciones de ler Ab de ltl0,000 y 1:30,000. Para 

la concentraci6n de 15.62 n~/pozo, con ambas diluciones de ler 

Ab, si hubo desplazamiento, sin embar~o. el 50% de este se di6 en 

dosis muy altas de cGH (16 n~/pozo) en la diluci6n 1:30,000 y de 

32 n~/pozo para la diluci6n 1110,000 (fi~.6A). 

Para la concentraci6n de 7.81 n~/pozo, en ambas diluciones 

del ler Ab, el 50% del desplazamiento se di6 a los 8 nlt/pozo de 

la curva estAndar (fi~. 68), 

Sin embar~o como se queria que el ensayo fuera mAs sensible 

se prob6 una concentraci6n de cGH aón mAs baja (4.0nlt/pozo) con 

las mismas diluciones del ler Ab, dando como resultado un despla

zamiento muy bajo (fi~.7). 

Por 6ltimo se prob6 forrar con 6 n~/pozo, con dos nuevas 

diluciones del ler Ab, 1:30,000 y 1140,000, resultando un despla

zamiento del 50% a la dosis de 6 n~/pozo de la curva eatAndar, 

para ambas diluciones (fi~. 8). 

IV.1.5, Tiempo• de Competencia con el 1er Ab. 

Para la optimización de la competencia con el ler Ab. y para 

obtener una mayor sensibilidad, se decidi6 que las muestras a 

competir con la cGH inmovilizada a la faae sólida se encontraran 

en el equilibrio. Es por esto Que estas muestras (estAndares de 
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cGH para la curva patr6n y muestras problemas con el ler Ab.) se 

preincubaron por 16 horaa a 4oc antes de ponerlas a competir en 

los POZOS previamente recubiertos con cGH, de esta manera nos 

aeeKurAbamos que la reacci6n en la preincubaci6n lleKara al 

equilibrio. Esto es importante de tomar en cuenta ya que si las 

muestras 

nuye, 

no son preincubadas la sensibilidad del ensayo dismi-

Posteriormente se probaron diferentes tiempos de competencia 

(15,30,60 y 120 min) con el ler Ab diluido 1:30,000 y 1140,000. 

Como se puede observar en la fi~ura 9 a loe 15 minutos de 

incubaci6n con el ler Ab, tanto para la diluci6n de 1:30,000 como 

para la de l:U0,000, las curvas de desplazamiento resultaron muy 

bajaa, pues el ranKo de lecturas de o.o. iba de 0.3-0.05 para la 

diluci6n de 1130,000 y de 0.2-0.03 para la diluci6n de 11Uo,ooo. 

Para el tiempo de 30 minutos se puede apreciar Que las lecturas 

de o.o. ei~uen siendo bajas para ambas diluciones. Para el tiempo 

de incubaci6n de 60 minutos las curvas de desplazamiento 

presentan una pendiente mAs ~rande con respecto a las curvas de 

loa tiempos de 15 y 30 min., ademAs el ran~o de lecturas de O.O. 

iba de 0.8-0.1 para l~ diluci6n de 1130,000 y de 0.7-0.05 para la 

diluci6n 1:Uo,ooo. Para el tiempo de 120 min. las curvas patr6n 

presentaban mayores lecturas de o.o. para ambas diluciones, sin 

embarKo la pendiente se mantenia similar a las obtenidas para loe 

60 min. de incubaci6n. Por lo Que se eli~i6 incubar por 60 min. 

la competencia, a la diluci6n 1140,000 del ler Ab por dar un 

desplazamiento del 50% a loe 6nK/pozo de la curva patrón 
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1v.1.6. T1empoa de revelado de la en&ima 

Finalmente se optimiz6 el tiempo de revelado de la enzima, 

probAndose diferentes tiempos (15,30,45 v 60 min. ). 

Como se puede observar en la fi~ura lOA a los 15 y 30 minutos 

de revelado de la enzima las curvas patrón presentaban un buen 

desplazamiento, sin embar~o, las lecturas de o.o. eran bajas pues 

la lectura mAxima fue de 0.5 a los 15 min. y de 0.7 a loa 30 min. 

En la fi~. 10B se puede apreciar que la mejor curva de 

desplazamiento se obtenia a los 60 min., debido a que la 

sensibilidad era mAs alta para este tiempo, ademAa de que el 

intervalo de lecturas de o.o. iba de 1.0-0.07, siendo un 

intervalo de lecturas bastante confiable. 

Por esto se decidió ele~ir el tiempo de 60 minutos de 

revelado de la enzima, debido a que se mantenian las condiciones 

de sensibilidad ya alcanzadas (concentración de cGH para forrar 

de 6 n~/pozo, dilución del ler Ab. de 1:40,000 y un tiempo de 

competencia de 60 min. ). 

XV,1.7 Optim1zaci6n de la Curva Patr6n. 

Una vez probadas y establecidas todas las variables que se 

pueden controlar, se procedió a optimizar las condiciones de la 

curva patrón de la si~uiente manera: 

1) Forrado 

poniendo a 

con 6 n~/pozo de cGH durante toda la noche a 4oC, 

incubar simultAneamente, en tubos por separado los 

eetAndares de cGH v 1ae muestras problema con el ler Ab diluido 

1t40,000, tambi6n en frio. 
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2) Lavado 5X 

3) Bloqueo del soporte p1Astico con una eo1uci6n de BSA 1% en 

PBS, Tween-20 0.05%, durante una hora a temperatura ambiente. 

4) Lavado 5X 

5) Poner a competir la mezcla de ler Ab v estAndaree de cGH (va 

preincubados) en cada pozo en donde se encuentra el anti~eno 

fijo, durante una hora a T.A. 

6) Lavado 5X 

7) Incubaci6n con el 20 Ab (113,000) durante 2 horas. 

8) Lavado 5X 

9) Revelado de la reacci6n enzimAtica a~regando el sustrato, por 

1 hora en la obscuridad. 

En la f ig. 11 se puede observar la curva patr6n promedio, 

con un coeficiente de variaci6n intraensayo (r1•8) de 3.53 ~ o.63% 

v un coeficiente interensayo (n-16) de 3.8~ 0.5%, para la dosis 

de 4 n~/pozo de la curva patr6n. Bajo las condiciones empleadas 

se obtuvo una sonsibilidad de 1.0 ng/pozo, con un desplazamiento 

del 50% en la dosis de 6.0 ng/pozo de la curva patr6n. 

IV.1.8. Kn•~o de Paraleli•mo e Identidad 

Se probaron diferentes diluciones de un homogeneizado de 

hip6f isis de pollo v diluciones de suero de pollo. Para comparar 

como se comportaban estas curvas con respecto a la curva patrón 

de cGH, v as! determinar si el Ag empleado en esta era 

inmuno16gicamente id~ntico al que ee encuentra en tejido v en la 

circulaci6n de manera natural. 
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Como ae puede obaervar en la fi~. 12, tanto el homo~eneizado 

de hipófiaia como laa diluciones del suero de pollo. presentaron 

curvas de desplazamiento paralelas a la curva patr6n de cGH. 

Debido 

circulante 

a Que se iban a hacer determinaciones de cGH 

(suero de pollo) para las 5 razas comerciales de 

pollos, se eli~i6 el intervalo de diluciones del suero de pollo 

las cuales estuvieran en la parte lineal de la curva patr6n, para 

de esta manera poder cuantificar la cGH circulante con mayor 

precisi6n. 

Como se puede observar en la fi~ura 12. para la curva de 

suero de pollo, el intervalo de diluciones Que correspondian a la 

parte lineal iba de 6.25-25 ul/pozo de suero. Se eli~i6 un 

volumen de 20 ul para llevar a cabo las determinaciones de las 5 

razas de pollos. Debido a Que era un volumen facil de medir y 

por lo tanto con menos fuente de error. ademAs de ser un volumen 

Que entraba en la parte lineal de la curva patr6n de cGH. 

IV.1.9 Kna~o• de K•p•cificidad. 

IV,1.9.1 Con reapeato a otraa hormona• adenohipofiaiariaa. 

En este ensayo se probaron diferentes hormonas de 

crecimiento (bovina, de rata y humana ) y prolactina bovina a las 

mismas concentracionea de la curva patrón de cGH, ademAs se 

a~re~6 un punto de 2,000 n~pozo, para ver la especificidad del 

anticuerpo en eate sistema. 
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Para la GH de rata ~ bovina ae losr6 ver un lisero 

desplazamiento del 50", pero a6lo para la concentración mAs alta 

(2000 ng;/pozo). Mientras que para la GH humana y prolactina 

bovina no se obtuvo desplazamiento al"uno. Estos resultados 

indican que el anticuerpo anti-cGH utilizado es altamente 

especifico, pues la inmunorreactividad cruzada fu~ menor al 

0.005" (fi¡¡;. 13). 

1v.1.9.2 Contra la• protainaa del auoro de pollo. 

Para verificar que el ELISA s6lo reconocia a la cGH presente 

en las muestras de suero, obtenidas para el estudio ontog;en~tico 

de las concentraciones de hormona en las 5 diferentes razas de 

pollos, se procedi6 a eliminar a la cGH de una muestra de suero 

de pollo. 

Para lo cual como ya se mencion6 en la secci6n m~todos, el 

suero se eepar6 por una cromato"rafia de afinidad (Affi"el-Ig;G 

anti-cGH) para de esta manera limpiar al suero de la cGH 

presente, y posteriormente probarlo en el ELISA verificando que 

el anticuerpo no reconocia a nin¡¡;una proteina d~ las existentes 

en el suero, como se puede obeevar en la ei¡¡;uiente tablar 

suero de pollo 
normal 

auero de pollo 
sin cGH 

20 ul 

20 Ul 
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1v.1.10 Kiv•1•• airau1ante• d• aGH en 1•• 5 raza• de po11o. 

Se midieron los niveles de cGH para las 5 razas de pollos de 

en~orda, a partir del dia 1 (eclosi6n) hasta la octava semana de 

edad. (tabla # III). 

Los valores obtenidos de hormona de crecimiento se ~rafica-

ron con respecto a la edad y al peso corporal de los animales 

(ver ~rAficas 14,15,16,17 y 18). 

Las tres razas puras (Hubard hubard, Arbor acres y Pilch 

pilch presentaron perf ilea hormonales similares entre si, 

presentando en la la y 2a semana los picos de mAxima concentra

ci6n de cGH, para posteriormente decrecer. 

Las dos razas hibridas (Indian River Vantres e Indian River 

Pilch) a su vez tambi~n presentaron perfiles hormonales similares 

entre si, pero li~eramente diferentes a las razas puras. En estas 

razas se obaerv6 que loa picos de mayor concentraci6n de cGH se 

dieron a la la y 5a semana de edad. 

Los valores obtenidos para cGH oscilaron en un intervalo de 

600-300 n¡¡/ml. Valores que resultaron relativamente altos con 

respecto a lo reportado en la literatura. 

No se observaron diferencias con respecto al sexo entre 

machos y hembras. 

Se puede apreciar Que loe niveles de cGH presentan una 

relaci6n inversa con respecto al peso corporal, corroborando lo 

reportado en la literatura. 

se puede apreciar Que los niveles de cGH presentan 

una relaci6n casi directa con respecto a la ~anancia relativa de 

peso corporal a lo lar~o del crecimiento (fi~uras 1n - 18). 
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Flg. 17 Perfil de las concentraciones de cCH circulante en pollos de la raza INDIAN 
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TABLA 111 

Concentración de cGH circulante durante la ontogenia de pollos de engorda 

Arbor acres Hubard hubard Pilch pilch 

Edad cGH Peso cGH Peso cGH 

Semanas (ng /ml:!:_SEM) (grs) (ng /ml:!:_SEM) (grs) (ng/ml:!:_SEM) 

1 día 275 48 3110 110 225 

la. 638+108 d 90 615+31 d 90 492+37a 

2a. 488+111 a 230 500+35 e 208 496+17a 

3a. 291+9 e 473 297:!:_15 a,h 454 344+31c 

l!a. 325+13 b,c 810 363+23 a 769 340+18c 

5a. l!36+30 a,h 1160 296+10 b 1105 491+52a 

6a. 294+7 e 1562 3202:_13a,b 1510 4582:_39.1,h 

7a. 256+16 e 2048 ·3362:_15 a,b 1917 3732:_51 h,c 

8a. 364+6 a,c 2493 354:!:_21 a,b 2345 3942:_30a,c 

Para el día 1 el valor representa una mezcla de sueros de 1 O animales 

De la la. a 8a. semana n = 10 

Peso 

(grs) 

45 

100 

231 

466 

791 

1122 

1540 

2010 

2450 

lndian River Vantres 

cGH Peso 

(ng/ml:!:_SEM) (grs) 

260 50 

591:!:_(80)c 110 

421:!:_(36)n 243 

255:!:_(8 )b 482 

272:!:_(15)b 806 

l!11:!:_(92)a 1136 

3072:_( 11) b 1506 

255:!:_(8 )b 1930 

3662:_(53)a,h 2359 

El análisis estadístico se hizo por ANOVA ( P '--O. 05), letras diferentes indican diferencias significativas. 

lndian River Pilch 

cGH Peso 

(ng /ml:!:_SEM) (grs) 

290 so 
1186:!:_(30) e 101 

324:!:_(24) a 234 

259:!:_(13) b 456 

295:!:_(25) a,b 793 

382:!:_( 15) d 1128 

2782:_( 8) a,b 1498 

2772:_( 1 O) a,b 1967 

301:!:_(10 a,b 2334 



XV,11,1 An61i•i• B•tadl•tiao. 

El anAliBill de varianza de dos vias, compare'> las 

concentraciones de cGH circulante entre la• 5 razas de pollos 

estudiadas. Este anAlisia concluye'> Que la raza Pilch pilch, es 

si~nificativamente diferente a las otras cuatro razas de pollos. 

Que las razas 

i~uales entre 

caracteriBticaa 

Indian River Vantres e Indian River Pilch son 

si. Que la raza Indian River Vantres comparte 

similares con las razas Arbor acres y Hubard 

hubard. Con una si~nificancia de p ~ 0.05). 

Tambi~n se compare'> para cada raza, ei las concentraciones de 

cGH obtenidas para cada semana de edad eran si~nificativamente 

diferentes. Con respecto a este anAlisis se observe'> que la ler 

semana es ei~nificativamente diferente a las demAe, Que la 2a y 

5a semana fueron similares entre ei, pero diferentes a las otras 

edades. y que la 3a, 4a, 6a, 7a y 8a fueron semejantes entre si 

(ver tabla III). 
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V. DIBCUSION 

En la ultima década se han hecho considerables pro~resos en 

el campo de la Endocrinolo~ia, acercAndonos cada vez més al 

entendimiento de la ~ran diversidad de funciones en las Que se 

involucran las hormonas. Estos estudios nos han llevado a tratar 

de entender a nivel molecular lo• cambios que se dan, tanto en la 

secreción como en la re~ulación de las hormonas, en condiciones 

~isioló~icas muy particulares. 

Es por esto Que cobra una ~ran importancia el contar con 

técnicas altamente sensibles que nos permitan determinar las 

concentraciones de las hormonas, tanto de las Que se encuentran 

en circulación como de las almacenadas en tejidos. 

A pesar de Que en el laboratorio ya se había optimizado el 

radioinmunoanAlisis (RIA) para la cGH, se decidió implementar un 

ensayo inmunoenzimAtico (ELISA) para la determinación de cGH, 

debido a que esta técnica cuenta con varias ventajas sobre el 

RIA. Si bien ambos inmunoenaa.yos se basan en los mismos 

fundamentos, 

decaimiento, 

en el RIA la molécula marcada solo da una senal de 

mientras que en el ELISA el sustrato de la enzima 

continua tranaform&ndose en un producto, a menudo en un ran~o de 

aproximadamente 100,000 moléculas por minuto. Més aún el ELISA no 

requiere de un eQuipo costoso, y elimina el uao de materiales 

radiactivos, aún tomando en consideración que ciertas sustancias 

Que se utilizan en el ELISA pueden ser tóxicas. El ELISA no 

requiere de licencias para poder adquirir los reactivos, los 

loa cuales aon muy establea, no aon tan costoso• como 

utilizados en el RIA, ademé• de Que poseen una vida media mAa 
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Aunado a esto el ELISA no requiere de tiempos de incuba-

ci6n tan largos como los del RIA, lo cual ea una gran ventaja. 

Con estos antecedentes el ELISA tiene importantes ventajas sobre 

el RIA, loerando sensibilidades similares y en ciertaa circune-

tancias obteniendo sensibilidades aún mayores que las loeradas 

por el RIA. 

A continuación se discutirAn loe factores involucrados en el 

diseno del ELISA para cGH, haciendo comparaciones con el RIA de 

cGH. 

Como se mencion6 anteriormente la hormona de crecimiento de 

pollo (cGH), es una proteina con caracteristicas fisicoquimicas 

bAsicas, lo cual es muy importante de tomar en cuenta pera su 

caracteriz~ci6n. A lo lareo de la experiencia que se ha tenido al 

trabajar con esta hormona, hemos tenido que considerar ciertos 

factores Que la afectan. 

Se observó que la cGH no debe ser congelada y desconeelada 

varias veces, pues esto provoca que la hormona posiblemente forme 

agreeados que el anticuerpo no reconoce dando como consecuencia 

que la reproducibilidad del ensayo disminuya. 

Ea por esto que se decidió mantener a la cGH en una solución 

de carbonatos de sodio pH 10.3 con mertiolate al 0.01% y almace-

nada a á" c., lo cual di6 muy buenos resultados pues . 
manera ae obtuvieron ensayos bastante reproducibles. 

de esta 

De isual manera se razon6 con el anticuerpo anticGH, pues se 

vi6 que si era varias veces conselado y deeconeelado su afinidad 

disminuia, haciendo que el ensayo perdiera sensibilidad, por lo 

que se decidi6 diluirlo en PBS 1110 y hacer alicuotas pequenas 
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que ao1o se uti1izaran en dos enea.vos. De esta manera e1 

cuerpo siempre mostró una buena respuesta en 1os ensayos. 

anti-

TITULACION DEL ANTIGENO Y DEL ANTICUERPO 

Para los ensayos de titulación se probaron dos amortizua-

dores uno de carbonatos pH 10.3 y otro de fosfatos salino pH 7.8 

dando mejores resultados el amortizuador de carbonatos, debido a 

que como posee un pH mAs alcalino. hace que la cGH se encuentre 

mejor solubilizada Y Por lo tanto sea mAs estable. 

Con respecto a los dos tipos de placas que se probaron1 con 

la de baja afinidad (LINBRO), loe valores del blanco eran altos, 

es decir que probablemente se dieran interacciones no especifi

cas, por poseer una baja afinidad para la cGH, Mientras que para 

la placa de alta afinidad (IMMULON II) loa valoree del blanco. 

fueron bastante bajos o izual a cero, lo que nos indicó que esta 

era la mejor placa para trabajar con menos fuente de error, 

debido a que la cGH se adsorbia con mayor afinidad. 

Para las titulaciones de la cGH y del anticuerpo anti-cGH, 

se e1izieron concentraciones de ambos que abarcaran un ranzo 

amplio para poder visualizar mejor las curvas de titulación. 

Aei, para el amortizuador de carbonatos se obtuvo que el 50% 

de desplazamiento se dió entre las concentraciones de cGH de 

16.25 - 7.81 nz/pozo1 y emp1eando al ler Aba la di1uci6n entre 

1110,000 a 1:50,000. Por otra parte, para e1 amortizuador de PBS 

e1 50% de desplazamiento se dió para la dosis de cGH de 62.5 

31.25 nz/pozo, 

11100,000. 

y de1 ler Ab a las diluciones entre 
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Con estos resultados se decidió utilizar el amortiKuador de 

carbonatos ya que con éste se requerian concentraciones mAs 

bajas de cGH para obtener un desplazamiento al 50%, ea decir se 

aumentaba la sensibilidad se obtenia una buena 

reproducibilidad. 

En cuanto a la dilución del 1er Ab se vió que del 

intervalo de 1:10,000 a 1:50,000, la dilución Optima para obtener 

un desplazamiento al 50% fue de 1:Uo,ooo. 

En cuanto a las condiciones del ELISA para la titulación con 

respecto a los tiempos de incubación con el 1er Ab y 2o Ab, se 

decidió que fueran de 2 horas para aae~urarnoa que la reacción 

anti~eno-anticuerpo 11e~ara al equilibrio. 

Para los demAe pasos de este protocolo, nos basamos en las 

metodoloKias descritas en la literatura Para ensayos de titula

ción. Es decir, el tiempo de forrado de la placa (toda la noche a 

ú"C), el tiempo de bloqueo con BSA 1X (1 hora) y la concentración 

del sustrato (o.a m~ml y o.2m~/ml de peróxido de urea) mAa 15 

min. de tiempo de revelado. 

Optimización de la Curva Patrón 

Como ya se mencionó anteriormente, se probaron diferentes 

diluciones de cGH para forrar la placa, y diferentes diluciones 

del 1er Ab. con el objeto de encontrar la curva con la mejor 

sensibilidad. 

Se observó que si se utilizaban altas concentraciones de cGH 

(62.5,31.25 y 15.62 n~pozo ) y bajas concentraciones del ler 
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Ab (1110,000 y 1114,000), la aenaibilidad del ensayo no era tan 

buena, pues el 50% del desplazamiento se daba en dosis altas de 

la curva patr6n (16 y 32 n~/pozo). 

Por el contrario cuando se decidió disminuir la concentra

ci6n de cGH (4 n~/pozo) con dos diluciones del ler Ab (1:10,000 y 

1130,000), prActicamente no habia desplazamiento. 

Sin embar~o al probar 6 n~/pozo para forrar la placa y una 

dilución de 1140,000 del ler Ab, la curva patrón presentó un 

desplazamiento del 50% en la dosis de 6 n~/pozo de 

patrón. 

la curva 

Se decidió utilizar estas concentraciones tanto de cGH como 

de anticuerpo, pues las lecturas de densidad óptica al 100% de 

unión eran de 1 unidad, lo que resultaba bastante prActico, pues 

de esta manera se trabaja con lecturas que se podian detectar con 

~ran reproducibilidad. Si comparamos estas condiciones para la 

optimización de la curva patrón en el ELISA con respecto al RIA, 

se puede apreciar que en el ELISA se requiere de una menor 

cantidad de cGH, pues para forrar la placa y para los estAndares 

de la curva patrón solo se requiere de 1 µ~ de hormona, mientras 

que para el RIA ae requiere de mAs hormon~ (6 µ~ para la yodaci6n 

mAs la necesaria para loa estAndares de la curva patrón). Con 

respecto al antisuero en el ELISA se utiliza en una dilución de 

1140,000 mientras que para el RIA se utiliza 1:24,000 (ArAmburo y 

col. 1989c). En este sentido se puede ver QUe el ELISA requiere 

de menores cantidades tanto de hormona como de antisuero, con 

respecto al RIA. 
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Para la optimización de los tiempos de incubación se tomó en 

cuenta Que loa tiempos cortos de incubación hacen disminuir la 

sensibilidad del ensayo, ademAs de Que la variabilidad aumenta 

debido a Que las reacciones pueden no lle~ar al eQuilibrio. 

Esto se demostró al probar los diferentes tiempos de compe-

tencia con el ler Ab, pues como se puede observar en la fi~. 9 , 

el mejor tiempo fué a los 60 min. 

De i~ual manera sucedió con el tiempo de revelado, pues se 

vió Que cuanto mAs tiempo se dejaba la incubación las lecturas 

eran mejores y la sensibilidad se mantenia estable, 

por el tiempo de 60 min. 

decidiéndose 

Con respecto al 2"Ab. nos basamos en la literatura, y en la 

experiencia en el laboratorio con las inmunoelectrotransferencias 

(ArAmburo y col., l990a) en donde se utiliza en una dilución de 

1:3000 y una incubación de 2 horas. Como se puede apreciar el 

ELISA reQuiere de menores tiempos de incubación Que el RIA. El 

ELISA se lleva a cabo en aproximadamente 21 horas, mientras Que 

el RIA reQuiere de mayores tiempos de incubación, en total 96 

horas. En cuanto a la dilución del 2· Ab, en el ELISA se utiliza 

en una dilución de 113000 mientras Que en el RIA se requiere más 

concentrado (1120), sin embar~o es importante hacer notar Que el 

2o Ab cumple funciones diferentes en cada tipo de ensayo, en el 

ELISA se reQuiere más diluido Que en el RIA puesto Que en este 

tipo de inmunoensayos, el 2o Ab se utiliza para marcar al ler 

anticuerpo que ae unió al anti~eno, y de esta manera poder hacer 

la cuantificación, mientras Que en el RIA el 20 Ab sirve para 

precipitar el complejo anti~eno-anticuerpo, y es por esto Que se 

reQuiere de una mayor concentración. Como se puede o~servar en la 
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11 1as condiciones que se manejaron de rutina permitieron 

trabajar con un ELISA a1tamente sensib1e (1,0 n~/pozo) y repro-

ducib1e pues tanto e1 coeficiente de variación intraensayo, como 

e1 interensayo fueron pequenos (3.53% v 3.8% respectivamente). 

Ensayo de Paralelismo e Identidad. 

E1 ELISA reconoce de i~ual manera, tanto a 1a hormona pura 

como a 1a nativa Que se encuentra circu1ante en la san~re, asi 

como a 1a que se encuentra en tejido hipofisiario, como se puede 

observar en 1a fi~. 12 en donde las curvas fueron parale1as a la 

curva patrón de cGH pura, 

Ea tos resultados prueban que en la hormona purificada se 

mantienen sitios anti~énicos que también estan presentes en la 

hormona nativa, los cuales son reconocidos de i~ual forma por el 

anticuerpo empleado. 

Estos resultados fueron similares a lo observado por medio 

de1 radioinmunoensayo (Ar~buro y col., l989c), lo cual corrobora 

que esta técnica es i~ua1mente sensib1e a una técnica isotópica. 

Sin embar~o en ~l RIA e1 vo1umen de muestra que se requiere para 

hacer 1as determinaciones de 1as muestras prob1ema es de 50 - 100 

µ1, mientras que en e1 ELISA 1os vo1Gmenes de muestras problema 

son menores de 10 - 20 µl. 

Como se puede apreciar, en ~eneral e1 ELISA posee ciertas 

ventajas sobre el RIA. lo Que la hace una técnica alternativa 

para 1a cuantificación de las concentraciones de cGH. 
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Ensayo de Espacificidad con hormonas adenohipofisiarias. 

Como ya ae vi6 en los resultados obtenidos en este enaa~o, 

el anticuerpo utilizado para el ELISA fue totalmente especifico 

para la hormona de crecimiento de pollo, pues la inmunorreactivi-

dad cruzada con otrao hormonas adenohipofieiarias (GH bovina, GH 

rata, GH humana y prolactina bovina ) fue del 0.005%. Esto su-

Kiere Que los anticuerpos anti-cGH reconocen epitopos conforma-

cionales muy específicos de la hormona y Que no son compartidos 

con otras hormonas debido, posiblemente a Que no se encuent:ran 

expuestos o presentes a pesar de la Kran homolo~ía a nivel de 

estructura primaria con la cGH (60 - 80%). 

Estudio ontogenético de la circulante en 5 razas de pollos de 

engorda. 

Las razas utilizadas para este estudio fueron diferentes en 

cuanto a sus características Kenéticas. 

Tres de ellas son razas consideradas Kenéticamente puras 

(Hubard hubarJ, Arbor acree v Pilch Pilch), mientras Que las 

otras dos fueron razas híbridas (Indian River Vantres e Indian 

Rivel' Pilch). 

Esto es impol'tante de mencionar porQue pal'te del objetivo 

de este estudio el'& vel' ai existían difel'encias en los niveles 

cil'culantee de cGH con respecto a sus cal'acterísticas Kenéticas. 

Como se pudo observar en los patrones de concentración para 

las razas puras (fiK. 14,15 v 16) estas tres razas presentaron un 
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perfil de cGH bastante similar, observándose en la 1a y 2a sema

na• de edad loe picos de mAxima concentración de cGH, 

Mientras que para las razas hibridas el perfil de 

similar entre ellas pero ligeramente diferente al de 

puras. 

cGH fue 

las razas 

En las razas hibridas como se puede observar en las figs. 17 

Y 18, los picos de mayor concentración de cGH fueron en la la y 

5a semana de edad. 

También es importante hacer notar que en las primeras dos 

semanas de edad los coeficientes de variación fueron altos, esto 

se puede deber muy probablemente a que la secreción de GH se da 

de una manera desincronizada (Harvey y col.,1979b), ademAs de que 

se debe tomar en cuenta la variabilidad que existe entre indivi-

duos de la misma raza. Según el anAlisis de varianza de dos 

vias, cuando se compararon los niveles de cGH entre las 5 razas 

se vió que la raza Pilch pilch resultó si~nificativamente dife-

rente de las otras cuatro razas. Que las razas hibridas (Indian 

River Vantres e Indian River Pilch) resultaron ser similares 

entre si, con respecto a sus concentraciones de cGH. Las razas 

Arbor acres, Hubard hubard e Indian River Vantres, también com

parten similitudes entre si. 

con respecto a las concentraciones obtenidas de cGH para 

cada raza, se observó que para todas las razas la 1er semana fue 

la que presentó los valores mAs altos de cGH , las semanas 2a y 

5a fueron similares entre si pero diferentes a las demás, Y las 

semanas 3a, 4a, 6a, 7a y 8a son semejantes entre si. 

Esto coincide con los perfiles de cGH obtenidos para cada 

raza, en donde en general la 1a, 2a y 5a semana fueron las edades 
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con mayores concentraciones de cGH, mientras que en la 3a, 6a, 7& 

y 8a loa niveles son menores, en particular en las últimas tres 

edades los niveles de cGH se mantienen con poca variación. 

Se corroboró Que existe una relación inversa entre la con-

centración de cGH y el peso corporal. Sin embar~o se vio una 

correlación casi directa entre las concentraciones de cGH Y la 

tasa de crecimiento. Ea decir, que cuando los pollos son jóvenes 

y presentan altas tasas de crecimiento, las concentraciones de 

cGH también son elevadas y conforme los pollos se van haciendo 

adultos y eu tasa de crecimiento disminuye, los niveles de cGH 

también decrecen. 

También se observó que no hubo diferencias en las concentra

ciones de cGH con respecto al sexo, lo cual se contradice con lo 

reportado en la literatura, en donde se ha visto Que los machos 

jóvenes presentan concentraciones mAs elevadas Que las hembras. 

Sin embar~o esto puede tener una explicación y es Que el número 

de animales con los QUe se trabajó fué peQue~o n~10 (5 para 

e/sexo) mientras que en lo reportado manejan números mAs ~randes 

de animalee. 

Otro aspecto interesante que ee pudo observar en este 

estudio fué el hecho de que las concentraciones obtenidas de cGH 

para todas las razas fueron de 2 - 6 veces mAs altos que lo 

reportado en la literatura. 

Para tratar de darle una explicación a esto se deben de 

hacer varias consideracionesr primer&111ente hacer referencia que 

loa valoree reportado• en la literatura han sido cuantificados 

por RIA lo cual crea ciertas diferencias en cuanto al tipo de 
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sistema uti1izado, pues ai bien estas dos técnicas tienen 1os 

mismos fundamentos, en e1 RIA tan~o la hormona como el anticuerpo 

ae encuentran en soluci6n, mientras que en el ELISA la hormona se 

encuentra inmovilizada a una fase s6lida. 

Esto 

sensible, 

da como consecuencia que el ELISA sea un método mAs 

debido a que al estar el ant1¡¡;eno inmovilizado a una 

fase s61ida sus determinantes anti¡¡;énicos se encuentran 

totalmente expueatoe. mientras que en el caso del RIA al 

encontrarse en eoluci6n los reactantes es muy posible que el 

anticuerpo no ten¡¡;a la misma facilidad para reconocer a als:unos 

determinantes antis:énicos. 

Otro factor que se debe tomar en cuenta es lo referente a 

las concentraciones a las cuales se encuentra el ant1s:eno y el 

anticuerpo, como ya se mencion6 la calidad del anticuerpo utili

zado en este ensayo es muy buena y esto se ve reflejado en la 

diluci6n a la cual se utiliza (ltU0,000). AdemAs de que también 

la concentraci6n de la hormona es baja (6 ns:/pozo). Dando como 

consecuencia un ensa.vo altamente sensible y especifico. 

Otro hecho que valida la especificidad del ensayo fue el 

control de suero sin cGH, el cual a1 haber dado lecturas de cero, 

.nos indicaba que el anticuerpo no reconoc1a a nin¡¡;una otra pro-

teina presente en el suero de pollo. 

E ato se corrobor6 no solo con el ELISA sino con una 

inmunoelec~rotransferencia que se realiz6 paralelamente (datos no 

presentados) en donde nins:una de las prote1nas que se 

transfirieron al pape1 de nitrocelu1osa fueron reconocidas por el 

anticuerpo. 
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Por io que respecta a 1os vaiores obtenidos para ios sueros 

de po11o, pudieran ser valoree reales si consideramos que el 

ELISA en ciertas ocasiones resulta ser una técnica hasta 10 veces 

mAs sensible que el RIA (Prakaeh y col.,1987), 

Salbert y col, (1990), reportaron un ELISA para ~onadotrofina 

de t~ucha., en donde observaron que el limite inferior de 

sensibilidad para el RIA era de 300 p~/ml mientras que para el 

ELISA fue de 70 p~/ml. 

Esto es una evidencia mAe, que apoya el hecho de que el 

ELISA es una técnica que detecta menores concentraciones que las 

detectables por RIA, siendo esto una posible explicación 

altos valoree encontrados de cGH en la circulación de los 

estudiados. 

Como se puede observar a lo lar~o de la discusión 

a los 

pollos 

de los 

resultados el ELISA para cGH resultó ser una técnica, que bajo 

nuestras condiciones fue altamente sensible y especifica. En 

comparación con el RIA para cGH el ELISA puede ser una 

alternativa para las determinaciones de la hormona, pues 

técnica 

ademé.e 

de superar la sensibilidad, ofrece varias ventajas como eon1 un 

menor tiempo de duración del e~sayo; concentraciones mAe bajas de 

cGH v de antieuero; volúmenes mAe p~quenoa de muestra problema; v 

sobre todo la eliminación de material radiactivo. 
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VI. PERSPECTIVAS FUTURAS. 

E1 contar con una técnica tan sensib1e y especifica como 10 

fue e1 ELISA para cGH, nos permitirA se~uir caracterizando a 1a 

hoI'mona de CI'ecimiento de po11o (cGH), en cuanto a sus 

caI'acteI'isticas de su estt'uctul'a-fun~ión. 

En este sentido, tI'ataI'emos de ver si 1as vat'iantes de cal'~a 

y de masa que ae han I'epol'tado pal'a esta hol'mona, que poseen 

actividades independientes, pueden sel' detectadas en 1a 

cil'culación, esto tendl'ia una ~I'an I'elevancia pues trataríamos de 

sabe?' en donde se lleva a 

variantes. 

cabo el procesamiento de estas 

POI' otl'o lado se podría deteI'minaI' la cGH que 

tanto en ensayos in vivo como in vitl'o, bajo 

fiaioló~icaa muy particu1area. 
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VII. CONCLUSIONES. 

Se implementó un Ensayo InmunoenzimAtico (ELISA) para la 

determinación de la hormona de crecimiento de pollo (cGH). 

La curva patrón presentó una sensibilidad al 50% del 

desplazamiento a la dosis de 6.0 n~/pozo de cGH. El intervalo 

util de medición bajo eotas condiciones fue de 1.0 - 32 n~/pozo. 

El ELISA reconoce por i~ual tanto a la hormona de crecimiento 

de pollo Que se encuentra circulante en la san~re, asi como la 

QUe se encuentra en el tejido hipofisiario, ~enerando curvas 

paralelas. 

El ELISA para cGH, resultó ser especifico para la hormona de 

crecimiento de pollo, pues la inmunorreactividad cruzada con 

otras hormonas adenohipofisiarias fue menor de 0.005%. 

Se obtuv6 un coeficiente de variación interensayo de 3,8 

±0.5% (na16), Y un coeficiente de variación intraensayo de 3.53 

±0.63% (n-8). 

Los valores obtenidos para los sueros de las 5 razas de 

pollos estudiados, resultaron ser de 2 a 6 veces mAs altos QUe 

los reportados por al RIA. 

Con respecto a loa patrones de concentración de cGH a lo 

lar~o del crecimiento obtenidos para las 5 razas de pollos ~e 

en~orda, la raza Pilch Pilch resultó ser si~nificativamente 

diferente a las otras n razas. 

En conclusión se obtuvó un E LISA altamente sensible, 

hom6lo~o y especifico para la cuantificación de la hormona de 

crecimiento de pollo (cGH), 
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IX, APSNDIOI, 

Soluciones amortiguadoras.-

- Amortiguador de fosfatos de sodio salino. P.BS 0.01 M pH 7.8 + 
0.15 M de cloruro de sodio. 

Sol. A Fosfatos de sodio 0.5 M pH 7,8 

Fosfato de sodio monobAsico 

137.99 - 1 M 
X - 0.5 M 
x 68.995 1trs 

Fosfato de sodio dibAsico 

141. 965 - l M 
X - O. 5 M 

68.995 grs - 1000 ml 
X - 50 ml 
x = 3. U4 grs en 50 ml de H O 

2 

70.98 1trs - 1000 ml 
X - 200 ml 

x ~ 70.98 grs x = 14.19 grs en 200 ml de H O 
2 

Se disuelve el fosfato dibAsico (14.19 grs) en aproximadamente 
100 ml de H O bidestilada, se ajusta el pH a 7.8 con la soluci6n 

2 
de fosfato monobAsico. Se afora a 200 ml con H o. 

2 

PBS 0.01 M pH 7.8 

De la soluci6n A se toman 20 ml y se afora a l litro con H O, 
2 

agre1tando 8.76 1trs de cloruro de sodio. 

- PBS, Tween 20 0.05% 

A un litro de PBS se le agrega Tween 20 0.05%, es decir 500 ul de 
Tween a un litro de PBS. 

- PBS, Tween 20 0,05%, BSA 1% 

Se pesan la alb~mina bovina necesaria y se solubiliza en el 
amorti~uador de PBS, Tween 20 0.05%. 

- Amo.rti~uador de Carbonatos O. l M pH 10. 3 

Carbonato de sodio 0.1 M 
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105.993 - l M 
X - 0,1 M 
x • 10. 59 grs 

Bicarbonato de sodio 0.035 M 

64.0l - l M 
X - 0.035 M 
x = 2.24 sera. 

10.59 gre - 1000 ml 
X - 100 ml 
x - l.05 gre 

2.24 si:rs - 1000 ml 
X - 100 ml 
x = o. 224 grs. 

Se disuelven tanto el carbonato como el bicarbonato de sodio en 
100 ml de H O bideetilada. El pH queda en aproximadamente l0,3. 

2 

- Amortiguador de Citrato de sodio O.l M pH 5.0 

Citrato de sodio 0.5 M pH 5,0 

Acido citrico 0.5 M 

210.146 - l M 
X - 0.5 M 
x = 105.073 si:rs. 

fosfato de sodio dibAsico l M 

141. 965 - l M 

105.073 - 1000 ml 
X - 100 ml 
x = 10.50 grs 

141.965 - 1000 ml 
X - 50 ml 
x = 7,09 si:rs en 50 ml de H O 

2 
Se disuelve el Acido citrico en aproximadamente 50 ml de H O, se 

2 
ajusta el pH en un ransi:o de 5.0 - 5.2 con la soluci6n de fosfato 
l M y se afora a 100 ml con H O. Esta solucion se filtra para 

2 
evitar su contaminación. 
De la eoluci6n 0.5 M se toman 3 ml • 12 ml de H O para obtener 

2 
una solución final de citrato de sodio O.l M pH 5.0. 

Acido aulf~rico 4 N 

29 ml - 1 N 116 ml - 1000 ml H o 
2 

X ml - 4 N X ml - 100 ml 
X = 116 ml X = 11. 6 ml de Acido sulf6rico en 

100 ml de H o 
2 
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loluoion•• para el B~tlA 

- Soluci6n para forrar la placa. 

La cGH se disuelve en el amorti¡¡:uador de carbonatos para forrar 
la placa. 
Los estAndares de la curva patr6n y las 
dilul."en en PBS. 

- Soluci6n bloqueadora. 

muestras problema se 

Para bloquear los sitios no ocupados por la hormona, se a¡¡:re¡¡:a a 
cada pozo una soluci6n de PBS, Tween 20 0.05X, BSA 1%. 

- Solución para diluir al ler Ab y 20 Ab. 

Los anticuerpos se diluyen en PBS, Tween 20 0.05X, BSA 1%. 

- Soluci6n del sustrato. 

ortofenilendiamina 0.4 m¡¡:/ml 

o.4 m¡¡: - l ml 
x m¡¡: - 15 ml 

x = 6 m¡¡: en 15 ml de amorti¡¡:uador de citratos. 

peróxido de urea 0.2 m¡¡:/ml 

0.2 m¡¡: - l ml 
x m¡¡: - 15 ml 

X - 3 rn¡¡: 

Se prepara un solución concentrada 100 veces es decir: 

se pesan 20 m¡¡: y se disu~lven en l ml de H O 
2 

20 m¡¡: - 1000 Ul 
3 m¡¡: - x ul 

X * l.50 Ul 

La solución del sustrato se prepara en el momento de utilizarla. 
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