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Glosario

Ab anticuerpo
Ag antigeno
BSA albémina serica bovina
c¢GH hormona de crecimiento de pollo
ELISA ensayc inmunoenzimatico
GH hormona de crecimiento
GRF factor liberador de la hormona de
crecimiento
IgG inmunoglobulina G
Kda kilo daltones
ND-PAGE electroforesis en geles de polia-
erilamida en condiciones no des-
naturalizantes.
PBS amortiguador de fosfatos salino
pl punte isceléctrico
PM peso molecular
Rf movilidad relativa
RIA radicinmuncandlisis
SDS-PAGE electroforesis en geles de polia-
crilamida en dodecll sulfato de
sodio
20Ab Begundo anticuerpo
SRIF factor inhibildor de la liberacidn de
somatotropina
T triyodotirenina
3
T.A. temperatura ambiliente
TRH hormona liberadora de la tiroctropina



I.~- INTRODUCCIOHN

1.1 GENERALIDADES

Las hormonas son moléculas organicas altamente potentes ¥
especilalizadas que sirven para regular y coordinar a las diversas
funciones biolégicas de 1los organiegmos en loa cuales fueron

gintetizadaa,

Ellas ejercen sue acciocnes Bobre células equipadas con
receptoras a los Que se unen, conh alta afinidad y especificidad,
acoplAndose para dar inicioc a una respuesta caracteristica.

Recientemente el desarrolleoe de métodos analiticos,
(bioquimicos, fisioldgicos, inmunolégices) ha permitido
profundizar en la naturaleza Quimica de 1las hormonas Yy sus
receptores; sus sitlos de biosintesis, activacidn y degradacidn;
Y sus mecanismos de accién a nivel molecular. Este desarrollo ha
llevado a conocer la amplia distribuciédn de célulias blanco, p¥-T:]
rdpidos cambios en las concentraciones de las hormonas presentes
en ellas y los factores qQue modifican el némeroc de receptores ¥y
sus funciones. Eitos v otros avances han modificado
sustancialmente nuestro entendimiento sobre el sistema endderino.

Dentro de la gran variedad de hormonas Que tienen una parti-
cipacidédn importante en el desarrolloc de 1los vertebrados, se
encuentra la hormona de crecimiento (GH), la cual es una proteina
con una gran versatilidad de funciones.

La GH se sintetiza en la glAndula hipéfisis, actha sobre una
gran variedad de tipos celulares ¥y puede afectar la secrecidn de

otras hormonas, comoc las somatomedinas.



La glAnduls pituitaria o hipéfisis pesa alrededor de 500 mg
en un humano adulto y de 10 a 12 mg en la rata adulta de 400 g.
de peso. En las aves el pegso de la hipédfisis depende del tipo
¥ de la edad del individuo. En el pollo de 8 semanaas la glanduls
pesa slrededor de 6 - 8 mg y en el de 32 semanas pesa
aproximadamente 12 mg.

A Pesar de s8u pequefic tamafio esta glandula ejerce
importantes efectos sobre el metabolismo de los carbohidratos,
proteinas, lipidos ¥y Acldos nucléicos; en el balance de agua y
electrolitico; aobre la diferenciacidn celular, el crecimiento ¥y
la maduracidén del organismo; influye en la tasa metabdlica y
temperatura corporalj en la funcidén cardiovascular y en la
reproductiva incluyendo la lactacidn; en la pigmentacidn de 1la
piel, la muda ¥y la conducta; y también en 1la resistencia al
estréds e infecciones (Martin, 1985).

El tejido hipofisiarioc puede ser dividido en adenohipéfisis

¥ neurchipdéfisis cada una con un origen embrionario diferente.

La adenohipédfisis de los mamifercs estA formada por la pars
distalis (glAndule hipofigiaris anterior), la pars intermedia vy
la pars tuberalis. Sin embargo, en aves no hay pare intermedia Vv
aquil l1a adenohipdfisia estd formada por la glAndula anterior y la
pars tuberalis dnicamente. La adenohipdfisis embrioclégicamente
deriva de l1la bolsa de Rathke y tiene su origen de una invagina-
cidn del ectodermo y del techo de la fosa bucal primitiva que
crece en direcciédn craneal formando una cavidad, por consiguiente
las células Bsecretoraa de la adenohipdfisis son de caracter

epitelial. Se sabe que la adenohipdfisis sintetiza y 8ecreta



cuando menos siete diferentes hormonas: hormona
adrenoccorticotréfica (ACTH); hormona tivrotrdfica (TSH); hormona
de crecimiento (GH); hormona estimulante del follculo (FSH):
hormona luteinizante (LH); prolactina (PRL) y beta 1lipotrofina
{B-LPH).

La neurchipdfisis forma la pars nervosa (el equivalente a 1la
parte posterior de la gléndula en lag aves) el talle infundibular
¥ la eminencila media, su origen embrionario es nervioso pues nace
de un crecimiento hacia abajo de la pared del diencdfalo que se
convierte en el suelo del tercer ventrliculo, Esta porecidén de 1la
hipdfisis almacena y secreta dos neurochormonas; la vasopresina ¥y

la occitocina (Scanes, 1986).

I.1.) Bormona de Crecimiento en Aves.-

El desarrollo y el crecimiento de los seres vivos pueden ser
vistos como una serie de procesos miltiples, perc integrados, que
involucran a factores nutricionales, ambientales ¥y genéticos. que
se encuentran dirigidos por mensajeros Qquimicos. En las aves,
como en otros organismos, el crecimiento y el desarrollo parecen
estar bajo un 1intrincado mecanismo de control qQue involucera
factores endocrinos, paracrinos y autocrinocs.

La hormona de c¢recimliento juega un papel importante en el
control del crecimiento y también en otros aspectos del mera-
bolismo en aves de corral.

El papel preciso de la GH en el control del crecimiento adén
no est4 bien definide en aves. Sin embarge su presencla en 1la

eirculacidn es esencial pars obtener una tasa de c¢recimiento



normal en el pollo doméstico y en otras especies de corral. Una
evidencia que apoya 1o anterior es que la administracidn de suero
contra GH de pollo, reduce el crecimliento (Scanee ¥y col. 1977).

La hormona de c¢recimiento ha sido aislada del tejido
hipofiasiario de pavos, patos, palomas, pollos y avestruces
(Farmer ¥ col.1974; Harvey ¥y Scanes 1977b; Papkoff vy col.1982;
Leung y col., 1983; Ardmburoc y col., 1989a).

En aves ¥y mamiferocsa, la GH es una hormonsa proteinica con 191
residuocs de aminocdAcidos, presentando cuatro residucs de cisteinas
Y por ello dos puentea digulfuro (Farmer y col.197#4, Papkoff vy
col.1982).

Se ha descrito que la hormona de crecimiento de pollo (cGH)
en realidad es una familla de proteinas homdlogas, pero no idén-
ticas, de manera Qque exhibe unas marcada heterogeneidad molecular
Yy funcional. La forma principal de c¢GH (monémerc) tiene un PM de
aproximadamente 26 KDa {(en SDS-PAGE bajo condiciones reductoras)
{ArAmburo b col.., 1989a). Existen ademhs octras formas
oligoméricas de mayor PM (ArAmburc ¥y col., 1990a). La forma
monomérica presenta variantes de carga, de las cuales se han
purificado +tres con Rf= 0.23, 0.30 vy 0.35 en geles semiprepa-
rativos por ND-PAGE (ArAmburo y col., 1989a). Los componentes de
esta familia muestran los siguientes pls en isocelectroenfoque
analitico: 5.9, 6.8, 7.21, 7.3, 7.5, 7.9, 8.05 y 8.18 (Houston ¥
Goddaard, 1988; ArAmburoc ¥y col.,1990a). La secuencia aminoterminal
de la forma monomérica mAs abundante es TFPAMPLSNLFANA... (Ara&m-
bureo y col.,1989a). Alrededor de la tercera parte de la poblacién

de moléculas de la cGH se encuentran fosforiladas, lo cual puede



contribuir a su heterogeneidad de carga (Ardmburo y col., 1989a),
¥ estudios recientes en nuestrc laboratorio han mostrado que 1a
¢GH puede ser fosforilada in vitro por la protein-cinasa A,
¥ que las células hipofieiarias de pollo en cultivo incorporan
fosfato radiocactivo en una molécula semejante al dimero de ¢GH,
cuya liberacidn es estimulada por GRF (Ar&mburc ¥y col., 1990b).
Por otra parte se sabe que una fraccidn significativa de la <¢GH
se encuentra glucosilada (Berghman y col., 1987), ¥y en nuesatro
laboratorio se ha descrito gque también presenta heterogeneidad de
carga Yy de masa (ArAmburo y col., 1990c). Por otra parte, los
estudios de nuestro laboratorio han revelado que las variantes de
carga 0.23 ¥ 0.3 de la cGH cuyo PM (26 KDa) e inmunorreactividad
son semejantes, Presentan diferentes actividadeg metabdlicas
(ArAmburo ¥ col., 1989b), La variante 0.23 tiene un potente
efecto lipolitico pero carece de efecto antilipolitico: mientras
que la variante 0.3 no eatimula la 1lipdlieis pero en cambio
muestra una clara actividad antilipolitica (Ardmburo y col.,
1990a). Ambag variantes, sin embargo, mantienen y comparten un

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

I.1.2 Secrecidn de GH en Aves

La 1liberacidn de 1l1a GH, en todos 1los vertebrados, Be
encuentra bajo el control hipotalamico (Harvey, 1983). Existe
evidencia de que tres son loe factores hipotalamo-
hipofisiotrédpicos para la secrecidn de GH en aves: GRF (factor
liberador de la hormona de erecimiento; somatoliberina,

estimulador); SRIF (factor 4inhibldor de 1la 1liberacidn de



somatotropinay somatostatina, inhibidor); ¥ al tripéptido
modificado TRH (hormona liberadora de la tirotropina), que en
condiciones normales estimula la liberacidén de GH del tejido
hipofisiario de aves., in vitro (Harvey y col. 1978b). Ademds el
TRH es un muy potente secretagogo de QH in vivo en pollos Jjévenes
(Harvey y ¢01.1978b), patos (Pethes y col. 1979) ¥ pavos
(Proudman y Oprel,1981).

Se ha observado que 1a liberacidn de GH in vivo se da de una

manera pulsdtil (Scanes y col., 1983a).

I.1.3 Influencias ambientales gsobre la liberacidn de GH,

Las concentraciones plasmaAticas de GH varian con los
diferentes patroneg estacionales, con un nmidximo en el versno y el
invierno en patos, gansoc de Canadd y la perdiz (Scanes y col.
1983a).

Existe muy poca informacidn aobre los efectoe de 1la luz ¥y la
temperatura sobre la gecrecidn de GH en aves. Una excepcidn a
esto, fue la observacidn de que el incremento en la concentracién
de GH plasmAtica en respuesta al TRH se reduce por la exposiciédn
al frio (100C), en patos adaptados (Pethes y c¢ol, 1979). Esto
puede ser consistente con la elevacién de hormonas tiroideas que
inhiben la secrecidn de GH.

Un factor ambiental qQue influye en forma importante en la
concentreciédn de GH plasmdtica en aves es 1la dieta. Estas
concentraciones Be ven marcadamente afectadas por varias

deficiencias nutricionales en aves, particularmente en pollos



Jévenes. Las concentracicones plasmAtices de GH en polloe, se
eleva por el ayuno (Harvey y col.1978a), ¥y restriccién crénica de
la ingesta de alimento (Engster y col. 1979).

Similarmente., en pavos de crianza, una dieta restringida da
como resultado un incremento tanto en la concentracidn basal de
GH en plasma, como en la magnitud del pico de concentracidédn de GH
en respuesta al TRH (Proudman y Opel,1981).

Existen evidencias de qQque 1la concentracidn de GH se
incrementa en pollos cuya dieta se encuentra deflclente en
proteinas. Pollos mantenidos con un; dieta consistente en 5X de
rroteina disponible ad libitum, tienen elevados los niveles de GH
comparado con pollos con libre accesoc a una dieta isocalérica del
20X de proteinas (Scanes y col. 1981a), Eastos datos sugleren que
son las proteinas, y no las calorias, las responsables de losa
cambios en las concentraciones circulantes de GH.

Algunos aspectos de los nutrientes macrominerales 8se ha
encontrado que influyven en la concentracién de GH en plasma en el
pollo doméstico. No 8dlo dietas bajas en calcio deprimen 1la
concentracidn de GH (Sommerville ¥ col. 1983), sinc también se ha

visto que esto ocurre con una Aieta deficiente en fésforo

(Gestone y col, 1982).

1.1.4 Concentraciones circulantes de GH durante &l crecimiento

Y desarrollo de lans aves.

Desde hace una década se han realizado estudios para
conocer como varlan 1las concentraciones de GH circulante en

plasma, en aves de corral a lo largo de su crecimiento. Se han



comparado los niveles de GH‘circulante tanto en pollos de engorda
como en gallinas ponedoras; asimiamo me han determinado 1las
concentraciones de esta hormona tanto en lsa etapa embrionaria

como a lo largo de su desarrollo.

I.1.4.1 En &l huevo ¥ alrededor de la ocloaidn.

Las c¢oncentraciones plasmdticas de GH son detectables a
partir del dila 17 del desarrollc embriocnario del pollo (Harvey y
col. 1979). Las concentraciones de GH en plasma s8se elevan
gradualmente con un gran incremento qQque ocurre durante la semana
siguiente a la eclosidn (Harvey y col. 1979).

Las bases fisiolégicas de egtos cambios en las
concentraciocnes c¢circulantes de GH ason atn desconocidas. Durante
la vida embrionaria 8se da un incremento logaritmico en el
porcentaje de somatotropos en la hipdfisis anterior (Malamed ¥
col., en prensa). De esta manera el ineremento en las
concentraciones plasmAticas de GH (probablemente debido a la tasa
de gecrecién) puede deberse a la presencia de una mayor
liberacién de GH en la hipdfisias. In ovo, el embriédn de pollo no
parece ser capaz de responder a secretagogos de GH: ne se
observan respuestas a ilnyecciones de GRF o TRH, sinco hagta 1los
dias 20 y 21 de la incubacién, respectivamente (Huybrechte ¥ col.
198%5; Decuypere y Scanes, 1983). Es probable que el incremento en
las concentraciones plasmdticas de GH que se observa en la etapa

post-eclosién se deba a una combinacidn que involucra un aumento



en el nimero de somatotropos y también una mayor capacidad de
respuesta de 1la hipdfilasis a factores estimuladores de la

liberacidn de GH (GRF y/o TRH).

I.1.8.2 Crecimiento y desarrollo post-eclosidn.

En pollos, las concentraciones plasmdticas de GH se
encuentran elevadas entre la ler. semana y la lUa. a 8a, 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
patrones similares en lae concentracionea plasmAticoe de GH
durante el desarrollo de otras aves, incluyendo pavos, patos v
palomas (Scanes, 1987).

El decremento en las concentraciones ecirculantes de GH
durante el desarrcllo refleja, tanto una tasa de secrecidn
reducias (ng/min) como un incrementc en la tasa de depuracidn
(ml/min) de GH (Lauterio y Scanes, 1988). El cambio en la tasa de
depuracidn metabdlica es explicable en términos de los cambiocs en
el peso corporal y del peso individual de los érganos, tales
como el higado y rifidn los cuales son los sitiocs probablea de
depuracidn de GH. Sin embargo, las bases fisloldégilcas para la
tasa de secrecién de GH son adn inciertas.

El decremento en las concentraciones plasmAdticas de GH
ocurre antes de la pubertad y no parece gser una consecuencia dé
los cambios en las c¢oncentraclones circulantes de esteroldes

sexuales (Scanes y Johnson, 1984).

10



La disminucién de la gecrecién de GH no parece deberse a un
decremento en el ndmeroc de somatotropos © la GH almacenada en 1la
hip&fiais, Se ha observado que tanto el némero de somatotropos
como el contenido de GH en la hipéfisis sme incrementan durante la
fase de desarrocllo post-natal. (Malamed y <col, en prensa;
vasilatos-Younken, 1986)

No existe evidencia a&tn de que 1la declinacidén de 1la
secrecidn de GH ae deba a un decremento en la liberacidn de TRH o
GRF de la eminencia medisa © a un incremento en la liberacidn del
SRIF. Hasta el momento no se han determinado las concentraciones
de los factores 1liberadoresa de GH en el s8ilstema porta-
hipofisiario. Por otro lado, se han inveatigado los camblos en el
funcionamiento de 1los asomatotropos. Se conoce Qque exiaten
diferencias en 1la estructura de los somatotropos entre pollos
Jbévenes y adultos. En particular, el tamafic de los graAnulos de
secrecidn disminuye con la edad (Malamed ¥y col.,1%988; Malamed y
col., 1985) con una concomitante reduccién en el contenido de GH
de cada grdnulo secretorio (Malamed y col., 1985). Este camblo en

la estructura puede influir en el funcionamiento del somatotropo.

Ademds, se han observado diferencias en 1la respuesta a
secretagoges de GH en pollos jévenes y adultes. En pollos
caoncilentes, la magnitud de la resgpuesta secretoria de GH al GRF

es menor en pollos adultos que en los Jjévenes, independientemente
de qQque las aves estén concientes o anestesciadas.

El TRH es8 un potente secretagogo de GH en pollos Jévenes
(Harvey y Scanes, 1984), De hecho se ha sugerido que el factor

liberador estimulador endigeno mis importante en los pollos esa el

11



TRH, en funcién de 1la capacidad qQue 1la inmunizacidn pasiva con
anti~-TRH muestra para suprimir la secreclén de GH (Klandorf ¥
col., 1985). Como es el caso con el GRF, el TRH evoca un
incremento menor en las concentraciones plasmAticas de GH en
pollos adultos anestesiados que en pollos Jjdvenes. De mayor
significancia fisidlogica son tal vez las observaciones de que el
TRH estimula 1la secrecldn de GH en polles Jovenes concientes,
mientras que en pollos adultos conclentes no se observa ningin
efecto.

In vivo la infusidn de SRIH reduce la respuesta tanto al TRH
como al GRF. Se han observado diferencias relacionadas con 1la
edad en la efectividad del SRIF para suprimir la liberacidn de GH
inducida por TRH, teniéndose que el SRIF es mas efectivo en 1los
pollog adultos que en los jdvenes. Es concebible, entonces, que
1la declinacién de GH se deba a diferencias en 1a sensibilidad y/o
en la capacidad de respuesta a los factores 1liberadores (con
decremento al TRH e incremento al SRIF).

Es posible que 1las hormonas periféricas que inhiben 1la
secrecidn de GH en aves (p ed: IGF-1 y/o T puedan estar
involucradas en el decremento de la secrecjbi de GH. Las
concentraciones circulantes de factor de crecimiento insulinoide-
1 (IGF-1) aumentan durante el crecimiento. Mag atin, el IGF-1
reduce el incremento en la secrecidn de GH evocada in vitro en
regpuesta al GRF y/o TRH (Pérez ¥y col., 1985). Mientras que 1las
concentracicnes de T no parecen incrementarse durante el
crecimiento, existen esidenciau Que sugieren un papel para la T

3

en el decremento en la secrecidn de GH relacionado con la edad,

tal vez debido a cambios en 1l1la sensibilidad/capacidad de

i2



respuesta a la T . Las hormonas tircideas inhiben la secrecién de
GH tanto en 201105 Jévenas como adultoss obsevandose un
ineremento en las concentraciones plasmdticas de GH posterior a
la ablacién tiroidesa y un decremento después de la administracidn
de T ¥ en menor grado de T (Harvey ¥ col., 1983, Harvey,
4

1983)?

Similarmente la T reduce la respuesta tanto del TRH como
del GRF (Scanes y Harvzy. 1989), siendo meyor la sensibilidada a
la pupresidn por T de la liberacidn de GH inducida por TRH, en
pollos adultos anesieaiados qQque en pollos jévenes. Eato puede ser
cuestionado sl la carencia de efecto del TRH sobre la liberacidn
de GH in wvivo en pollos adultos conclentes Yy restablecidos
durante 1la anestesia , se encuentra relacionada al estado
tiroideo. En conelusién, en pollos adultos con hipotiroidismo, el
TRH es capaz de evocar un incremento en la secrecidn de GH in
vive (Harvey vy col., 1984). Por el contrario 1la inyeccidn o
infueién de T reduce o abate completamente la liberacidn de GH

3

estimulada por TRH en pecllos adultos anesteslados (Scanea y

Harvey, 1989).

Por otra parte, en estudios comparativos se ha observadc que
las lineas selecclionadas (razas de engorda), que tienen una tasa
de crecimiento rapida y mayores pesos corporales, rresentan
conglstentemente menores niveles de GH que 1las 1llneas no
selaeccionadas (razas ponedoras), de tasa de crecimiento lento y
menores pesos corporalea (Leung, 1984 ; Scanes y Balthazart,
19811 Burke y Marks, 1982), durante su desarrollo. Como se puede

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

Valores de cGH circulante en pollos.

(ng/ml)
1 2 3 4
Edad Dw/dw S-Dw/Dw dw/dw F-Dw/Dw Pollo de Engor. P.Engor. G.Poned. P.Engor. G.Poned.
(semanas) H M
1 dfa 346.2+25.5 378.8+30.9 1584.8+346.7 414.5+35.0 380 410
(24) (24) (24) (25)
1a. 170 20 280 420 108+24.0 66+ 9.0
2a. 133.7+12.6 149.9+12.8 309.7431.9 107.8+5.5 140+30 35+13 250 550 174+25.0 62+11.0
(30) (19) (19) (20)
3a. 110+15  220+46 260 450 118+27.0 70+19.0
4a. 69.9+ 8.7  108.4+11.2  329.6+42.4 60.0+ 6.7 | 70+16  95+15 200 600 101420.0  136+26
(19) (20) (17) (19)
5a. 90+20 140+20 180 500 82+14.0  133+29
6a. 38.8+ 4.3 41.8+ 5.3  168.1+25.7 30.4+ 2.5 | 5045  130+30 170 350 70+12.0  119+24
(20) (20) (20) (18)
7a. 100416 110412 61+ 8.0  97+19
ga. 29.7+ 2.3 27.8+ 2.7  181.0+13.5 28.8+ 2.8 | 55+10 115+15 160 260 55+ 9.0  85+16
(19) (19) (19) (20) n=9 n=24 n=10
Dw/dw = heterécigos de engorda 1 Lilburn y col. 1986.
S Dw/Dw = hombécigos lento crecimiento 2 Harvey y col., 1979.
dw/dw = hombcigos enanos de engorda 3 Burke y Marks, 1982.
F-Dw/Dw = homécigos de engorda 4 Harvey y col., 1979.
H = hembras
M = machos
P.engord. = pollos engorda

G.poned.

= gallina ponedora



utilizado, ¥y del tipo de animal en estudio (pollo de engorda o
gallina ponedora) 1los niveles de cGH muestran un cierto grado de
variacidn.

En otro estudioc comparativo, Leung (1984) estudid 1las
concentraciones de GH circulante en razas de pollos de rapido
crecimiento con razas de pollos enanos, observando que las razas
enanas presentan niveles miAs altos de GH circulante, dursante todo
el proceso de desarrocllo.

Se ha descrito que los niveles circulantes de GH muestran
variaciones con reepecto al sexo, encontridndose que en machos las
concentraciones son méas elevadas, particularmente en pollos

Jévenes (Harvey y col., 1979b).

I1.1.%5 Efectos de la GH an las aves.

Los niveles elevados de GH no necesariamente indican una
alta tasa de crecimiento. Asl en pollos hipotirocidecas, los cuales
se caracterizan por bajas tasas de crecimiento, hay un paradddico
incremento en la concentracidn de GH en plasma. Egto s8e ha
encontrado también en pollos obesos con tiroiditis autoinmune
(Scanes y <¢0l.1976); en pollos deficientes en T , en pollos
enancs ligados al gsexo (Scanes ¥y <¢01.1983b); 3y en pollos
tiroidectomizados (Harvey ,1983).

Una evidencia directa para el papel que juega la GH en el
crecimiento del ©pollo doméstico se ha obtenido en estudios en
donde se extirpa la hipéfisis ¥y posteriormente se administra GH

exdgena. En el pollo la hipofisectomia es seguida por una marcada

reduccién en el crecimiento, en particular del crecimiento
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esqQuelédtico. Sin embargo es importante hacer notar que aunque la
hipofisectomia reduce grandemente el crecimiento, no lo abate por
completo @aino que sclo lo hace mAs lento. Es interesante que 1la
hipofisectomia ejerza un mayor efecto sobre el crecimiento
esquelético que sobre la ganancia del peso corporal (Scanes y
Harvey, 1984), esto se debe a la acumulacidn de grasa en las aves
hipofisectomizadas (Nalbandov ¥ Card, 1943). Lo que caussa un
incremento en la lipogénesis y un decremento en la lipdlisia en
polloe hipofimectomizados (Gibson y Nalbandov,1966; Kompiang V¥
Gibason, 1973).

Se conoce que la administracidn exdgena de cGH en pollos
hipofisectomizados restituye la funcidn del crecimiento corporal
¥ esquelético (Scanes y Harvey, 1984).

Existe evidencia de que la GH safecta el metabolismo de
lipidos, carbohidratoe y protelnas, y a otras glAndulas endéeri-
nas incluyendo el pdncreas, la tiroides y la glindula suprarrenal,
as! como tambidn a varias funciones inmunes (Scanes y Harvey,
1984). La hormona de crecimiento parece tener diferentes efectos
a corto plazo sobre el metabolismo en aves. Al actuar sobre el
metabolismo de los lipidos, estimula la 21ipédlisis, inhibe 1la
lipogénesis en el higado e incrementa la captura de 1la glucosa
en tejido adiposo (Scanes y Harvey,1982, Rudas y Scanes,1983).
Ademds de que la GH incrementa l1la concentracidn de glucosa y la

eirculacidn.

16



I.2 TECNICAS INMUNOMETRICAS

Los inmunoensayos son algunas de las técnicas inmunoquimicas
mAs poderosas. Ellas emplean un amplio rango de métodos para
detectar y cuantificar antigenos y anticuerpos y para estudiliar la
estructura de log antigenos. Con un apropladoe ensayo ase puede
obtener informacién de una manera rapida y facil.

Exlsten muchas variaciones para llevar a cabo un
inmunoensayo, Yy B8e pueden clasificar en base a diferentes
criterios. Hay tres clases de inmunoengayos: 1) ensayo de captura
del anticuerpo; 2) ensayo de captura del antigeno ¥y 3) ensayo del

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

En un ensayo de captura de anticuerpo, el antigeno se
inmoviliza a un soporte edlido y el anticuerpo marcado se une a
&1, Despues de lavar, el enmayo es cuantificado midiendo 1la
cantidad de anticuerpo retenida sobre el soporte asdlido. En un
ensayo de captura de antigeno, el anticuerpo se adsorhe al
soporte adlido y el antigeno marcado se une a él. Lag protelnas
no unidas son eliminadas por medioc del lasvado ¥ el ensayo es
cuantificado midiendo la cantidad de antigeno unido. En el ensayo
del '"'sandwich" de doble anticuerpo , un anticuerpo es adsorbido
al soporte sdlido y el antigeno se une al ler anticuerpo. El
ensayoc eg cuantificado midiendo 1la cantidad de un 20 Ab marcado
que puede unirse al antigeno.

Cualquier inmunocensayo puede tener cuatro variaciones: 1)
Qque el ensayo tenga un excesc de anticuerpo; 2) un excesoc de

antigeno; 3) competencia por un anticuerpo y 4) competencia por
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un antigeno. Los ensayos en donde hay un exceso de anticuerpo o
antigeno para competir son utilizados para detectar y cuantificar
antligenos, mientras Que log ensayos en los Que hay un exceso de
antigenoc o anticuerpo para competir son utilizados para detectar
¥y cuantificar anticuerpos (Harlow y Lane, 1988).

En principilio los factores qQue deben ser considerados para el
dimefio correcto de un inmunocensayo son los tipos de anticuerpos
disgponibles (anticuerpos policlonales, anticuerpos policlonales
purificados por afinidad, un solo anticuerpo monoeclonal, o dos o
mAs anticuerpos monoclonales ) ¥ el grado de pureza del antigeno.

Los siatemas de deteccidn mAs comunmente utilizadoe para los
inmunoensayos son los agentes radiocactivoe y 1loe reactivos
marcados coh una enzima, Lo ensayos que utilizan agentes
radiocactivos son mAs facliles de cuantificar que los qQue utilizan
enzimas comc marcador, ein embargo el ensavo enzimdtico produce
resultados mds rdpidos (Harlow y Lane, 1988).

En el campo de la Endocrinologla, ¥y otras Areas de 1la
Biologia Experimental, por varias décadas se ha utllizado al
radicinmunoensayo como la técnica i1ddnea para la cuantificaciédn
de las hormonas tanto en circulacidn como en tejide. Sin embargo
con el gran avance en el conocimiento de nuevas técnicas, en los
dltimos tiempos se han venido implementando tédcnicas combarablea
al radicinmunoandlisis (RIA) en cuanto a su sensibilidad. Una de
estas técnicas es la conocida como ensayo inmuncenzimdtico, 1la
cual provee las mismas ventajas que el RIA pero utilizando
tiempos méds cortos de incubacién que el RIA en tédrminos

generales, ¥y ademds prescinde del uso de radiocactividad.
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I.2.1 Radioinmunoandlisis

El RIA, es una técnica de andlisis fisicoquimico, qQue deriva
del ensayo de unién proteinica competitiva (CPBA), establecido
en 1960 por Ekins (1974) y modificado posteriormente por Berson y
Yalow (1959). El término de RIA, se emplea para designar de
manera genérica a las técnicas que utilizan anticuerpos (Ab) como
protelnas receptoras. El procesgo Be rige por la ley de accidn de
masas ¥, dependiendo de la naturaleza gquimica del elemento
saturable se denomina a estas técnicas como: CPBA, REA (ensayo
radicenzimdtico) y RRA (andlisis de radioreceptores). Ademds
egtos procedimientos tienen como comin denominador el empleo de
antigeno o su equivalente radiocactivo y el principio fundamental
en todas esg el mismo (Ruilz, 1976; Chopra y col., 1971).

Este principio 8e ©bvpasa en 1la reactividad entre un
anticuerpo, cuya concentracidn fija en el sasistema 1limita el
ndmerc de sitice de acoplamiento por los que compiten: el
antigeno radicactivo, presente en concentraciones 1limitadas vy
escasa masa, Yy el antigenoc no marcado Que se agrega en cantidades
conocidas (puntos de la curva patrdn) vy en cantidades
desconocidas (muestras problema). Asi, a medida que se incrementa
la concentracidén del antigeno no marcado, disminuye la
posibilidad de que el antigeno radicactivo se acople al
anticuerpo y forme el complejo Ag marcado- Ab, siendo cada vez
mayor la proporcidn de complejos Ag-Ab formados, lo que da lugar

‘& una menf% cantidad de radiocactividad medible en el complejo.
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Para los lectores que se interesen en profundizar en el
Radiocinmunoanalisis se les sugiere consultar las siguientes
referencias: Chard, 1982; Thorell, 1983; Abraham, 1975: y Aceves ¥

Legarreta, 1982,

I.2.2 Inmuncensayo enzimhtico

Desde hace doas décadas se iniciaron los denominados Ensayos
InmuncenzimAticos (ELISA) por Van Weemen y Schurs (1971) y Eng-
vall y Perlmann (1971). Ellos combinaron el usco de)l antigeno o
anticuerpos inmovilizados sobre una fase asdlida, con conjugados
de antigeno o anticuerpo marcados con una enzima, para producir
engayos con la gensiblliad y especificidad de una técnica isotd-
plca.

Lag virtudes particulares del ELISA son qQue todos los reac-
tiveos son seguros, tienen una vida media larga ¥y el equipo Que se
utiliza es simple.

El ELISA es una t&cnica que tiene los mismos fundamentos que
el RIA, Bolo Que en el ELISA no se utilizan moléculas radioacti-
vas para marcar al asntigeno o al anticuerpo; en au lugar B8e
utiliza uia enzima qQue genere un producto colorido (Fig. 1).

En el campo de la endocrinologla muy pocos ELISAs se han

implementado. Para hormonas adenohipofisiarias se han reportado
los siguientes: para prolactina de rata (Signorella y Hymer,
1984) para hormona de crecimiento de rata (Farrington y Hymer,

1987); para hormona de crecimiento bovina (Secchil y col.,1988),
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% t.- Antigeno adsorbidc a la fase sblida

2.- Proteina adsorbida a los sitios no
ocupados por el antigeno

3.- Uni6n del anticuerpo presente en la
muestra con el antfgeno.

4,- Adici6n de un segundo anticuerpo
acopladr con una enzima.

5.- Adicién del substrato.

Fig. 1 Fundamento del método de ELISA para la deteccién de antigenos.



¥ para gonadotrofina de trucha (Salbert y col., 1990). Para
hormonas esteroides se ha reportado para progesterona bovina

(Prakash ¥ col.,1987).

I.2.3 Factores Qque determinan la aeleccidn de un Inmuncensayo.

Para la eleccidn de un inmunocensayo se deben tomar en cuenta
varias consideraciones en cuanto a los factores que se involucran
en el desarrollo del ensayo. Los factores que se deben considerar
gon en general: las concentraciones de los reactantes (antigeno y
anticuerpo); disponibilidad y calidad de reactivos; costo y
complejidad de la técnica. El intervalo de concentraciones y
sensibillidad de cualqQuier inmunoensayo depende principalmente del
tipo de marcaje utilizado, ya& sea una molécula radiactiva o una
enzima.

Si ase comparan el RIA con el ELISA, las dos técnicas resul-
tan ser altamente eensibles, sin embargo se ha reportado Que en
ciertas condiciones, cuando la calidad del antigeno y anticuerpo
son muy buenas, es decir que el anticuerpo sBea muy especlfico a
su antigeno, el ELISA logra sensibilidades adn mayores que lag

alcanzadag por el RIA.

21



I.3 Pactores Involuorados en sl disefio del ELISA

I.3.1 Inmovilizacidn del Antigeno o desl Anticuerpo.-

En el ELISA los antigenos y anticuerpos se adsorben fisica-
mente a acarreadores plAsticos (poliestireno, polivinilo, pold-
propilene o© policarbonato), ¥ a gomas de silicdn o a vidriocs
tratados.

La mayorla de las proteinae se adsorben a superficies plas-
ticas, probablemente como resultado de interacciones hidrofdbicas
entre las subestructuras no polares de las proteinas y la matriz
pldstica no polar del soporte.

El1 grado o extensién del 'pegado' al soporte depende del
coeficiente de difusidn de la moldcula adsorbente, del radio ¥
Area de superficie a ger pegado, al volumen de solucidbn de pega-
do, a la concentracidn de la suesetancia, a la temperatura y a la
durecidn de la reaccidn de pegado (Engvall, 1980).

El peliestirenoc es el compuesto que mAs ampliamente s8e ha
utilizado como soporte en el ELISA, por permitir un "forrado'" o
raecubrimientoe facil ¥y reproducible.

Una dificultad puede ser que el antigeno o el anticuerpo
8&lc se adsorben fisicamente, no se lleva a cabo ningin tipo de
enlace covalente a la fase s8dlida, Este tipo de 1lechos pueden
perder alguna cantidad de proteina en los procesos de lavado e
incubacién. Ademds ciliertas proteinas pueden experimentar cilerta
degradacidn ¥y en consecuencia disminulr su actividad inmunoldgi-

ca.
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Otra desventaja es Que la pérdida de adsorcidn conlleva a
una disminucién en 1la precisidén y probablemente también la sensi-
billidad del ensayo. Otra desventaja es qQue las superficiles plis-
ticas tienen una capacidad de adsorcidn limitada. Sin embargo es
facll y rdpida la separacidn del complejo antigeno-anticuerpo del
antigeno o anticuerpo libre, lo cual compensa todas las desventa-
Jas antes mencionadas.

E1l proceso de adsorciédn, a diferencia de 1as interacciones
antigeno-anticuerpo, no es egpecifico. Por lo Qque durante la
incubacién del antigeno o anticuerpo inmovilizado con el anti-
cuerpc o antigeno soluble pueden darse uniones no especificas
directamente sobre la fase 8dlida., Eata adsorciédn no especifica
se puede minimizar por la adicidn de detergentes no 1énicos,
tales como el Tritédn X-100 o el Tween-20. Estos no interfieren
con la reaccidn antigeno-anticuerpo y si previenen la formacién
de nuevag interacciones hidrofdbicas entre las proteinas adicio-
nadas y la fase 8dlida (Engvall, 1980).

La concentracién &éptima del antigenc o anticuerpo para
forrar, es generalmente de 1-10 ug/ml. Concentraciones superiores
permiten incrementar 1aAaduorci¢n. perc el porcentaje adsorbido
al final es menor. AdemAs una alta concentracién de proteina
durante el forrado incrementa la desadsorcidn durante las incuba-
ciocnes con los inmunorreactantes, dando como consecuencia el

llamado efecto de prozona.
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I.3.2 Blogqueo de sitios inespeaificos.

Otro factor importante que se debe tomar en consideracidn,
es el de prevenir la adsorcidn inespecifica sobre 1la fase sdlida,
Esta adsorcidn ilnespecifica se elimina si, posteriormente a 1la
inmovilizacién del antigeno o anticuerpo, se bloquean log sitios
no ocupades por los agentes inmunolédgicoe. Esto se lleva a cabo
agregando una solucidn qQue contenga proteinas y/o detergentes.
Para elegir 1la solucidn bloQueadora es importante conocer las
condiciones especificas del ensayo. En general se utilizan dos
tipos de soluclones que son compatibles para la mayoria de los
ensayos inmuncenzimdticos; una es utilizando leche deshidratada y
descremada (Johnson y col., 1989) ¥ otra empleando BSA (Towbin v
col., 1979). 81 las soluciones blogueadoras con proteinas causan
un alto "ruido basal", entonceg se pueden sustituir lae proteinas
por algdn detergente, por ejemplo, Tween-20 (Batteiger £Y

col.,1982).

I.3.3 Eleccidn de la concentracién del antigeno y Ael anticuerpo.

El antigeno puede ser cuantificado por su capacidad para
inhibir el pegado del anticuerpo al antigeno adsorbldo a la fase
sdliqaa.

La afinidad del antisuero es el factor mias importante entre
las variables que determinan la sensibilidad del ensayo.

Para determinar las concentraciones del antigeno y del anti-

cuerpo que se utilizardn, primero se deben hacer titulaciones del
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antigeno empleado para forrar el soporte ¥y del antisuero (fig.2A
v 2B).

Con este tipo de grAficas, se pueden elegilr las concentra-—
ciones adecuadas del antigeno y del anticuerpo. La gama de 1las
concentraciones del antigeno, como el de las diluciones del
anticuerpo, se elige tomando en cuenta el intervalo comprendido

al 50X del desplazamiento para cada caso (Engvall, 1980).

I.3.4 Seleccidn de l1la Enzima.

La enzima debe sBer covenientemente detectable al menocs al
nivel de nanogramos. Esto no solo significa que la enzima deba
tener un alto nimero de recamblo, es declr qQue pueda convertir a
un gran nimeroc de moléculas de sustrato en moléculas de producto
por unidad de tiempo, sino también que el producto sea detectable
con una alta sensibilidad.

Una consideracién importante en la eleccidn de la enzima es
que las muestras a ser medidasa no contengan sustancias que puedan

interferir con 1la actividad de la enzima o en asu medicidn.

Algunos ejemplos: se debe evitar que las muestras contengan
’ Q.
-»EDTA_BEQQQ gEnzima utilizada requiere de metales para su activi-

dad. Similarmente las oxidorreductasas no deben ser utilizadas
cuando las muestras contengan preservativos.

Las enzimas Que mAs se han utilizado sont B-galactosidasa,
Peroxidasa, Fosfatasa alcalina y Glucosa oxidasa. Para todas

esllas existen una gran variedad de sustratos cromogénicos.
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Fig. 2 CURVAS DE TITULACION DE LA éONCENTRAClON DEL ANTIGENO UTILIZADO PARA

FORRAR Y DE LA CONCENTRACION DE ANTICUERPO.

A} Actividad Enzimdtica en funcidn de fa concentracién del antigeno para farrar para
diferentes diluciones de suero 1:25 (o), 105 {(+), 1:625 (0} y 1:3, 1:25 (a);

B] Actividad Enzlmética en funcién de la dilucién del antisuero en los pozos forrados
con == fetoprotelna lug/ml (0}, 300 ng/mf {+), 100 ng/ml {o), 30 ng/ml (&).
Engusll, 1980,



Los sustratos cromogénicos son generslmente usados en los
ensayosg enzimAticos en fase sbéblida. Egatos normalmente se
convierten en productos coloridos cuando son meodificados por la
accidn enzimdtica.

Para 1los conjugados con peroxidasa en general se utiliza
como sgustrato el perdxido de hidrégeno con ortofeniléndiamina,
sin embargo también se utiliza la orto-toluidina, el Acido 5-
amino-salicilico y ABTS (2,2'-Azino-di-3-etil-benzotiazolina-6-
Acido sulfénico). El para-nitrofenil fosfato es un buen sustrato

para la fosfatasa alcalina (Engvall, 1980).

I.3.5 Marcaje del Antigeno o el Anticuerpo con la Enzima

Existen muchos métodos para acoplar haptenos, proteinas ¥y
carbohidrateos a proteinas (tabla II).

Los reactivos acopladores proteina-proteina son generalmente
no eaapecificos, ya que reacciocnan con los grupos funcionales
comunes en todas las proteinas.

La enzima puede conjugarse ccn el anticuerpo empleando agentes
entrecruzadores como el glutaraldehido (Avrameas y Ternyck,1971)

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

Para obtener &ptimos resultados es aconsejable usar
anticuerpos purificados por cromatografla de afinidad en 1los
conjugados, ¥Ya Que el marcaje se lleva a cabo con la mayor parte
de la fraccidn total de inmunoglobulinas del suero. La
purificacidn de los conjugados por precipitacién salina o por

filtracién en gel pueden meJorar su funcionamiento.
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TABLA II

Agentes acopladores de enzimas a proteinas.

Compuesto Grupo reactivo en Referencia
la proteilna

Glutaraldehido ~-NH2 a,b

Diisoclanato de tolueno -NH2 c.d

p,p'-difluoro-m,m'dinotro- —~-NH2 e

fenil sulfona

Carbodiimidas ~-COOH f. g
-NH2

p-Benzoquinona -NH2 h
-SH

N,N'-o~fenilendimaleimida -SH i

m-Periodato —-NH2 J.k
-CHOH

a) S. Avrameas, Immunochemistry 6,43 (1969).

b) S. Avrameas y T,Ternycek, Immunochemistry 8,1175 (1971).

e) A.F. Schick ¥y S.J. Singer, J.Biol. Chem. 236,2477 (1961).

d4) R.R., Modesto ¥y A.J. Pesce, Biochim.Biliophys.Acta 229,384
(1971).

e) S.8. Tawde ¥ J.S. Ram, Arch.Blochem.Bilophys.97.,429 (1962)

£) S. Avrameas y J. Uriel, C.R. Acad,Seci.262,2543 (1966).

g) P.K. Nakane, J.S. Ram ¥y G.B. Plerce, J.Histochem.Cytochem.
14,789 (1966)

h) T. Ternyck y S. Avrameas, Immunochemistry 14,767 (1977).

1) K. Kato, Y. Hamaguchil, H. Fukui, y E, Ishlkawa, J.Biochem.
78,235 (1975):; Eur. J.Biochem. 62,285 (1976).

J) P.K. Nakane y A, Kawaoi, J.Hiatochem.Cytochem.,22,1084 (1974).

k) A. Murayama, K. Shimada y T. Yamamoto, Immunochemistry 15,523
(1978).
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I.3.6 Sensibilidad del ELISA.

Para disefiar un ensayo con una &ptima sensibillidad es esen-
clal: a) escoger un antisuero de alta afinidad; b) usar tiempoe
de incubacién Qque permitan llegar al equilibrio a la reaccidn
antigeno-anticuerpo; ¢) usar concentraciones bajas de antigeno vy
anticuerpo ¥y d) utilizar tiempoe largos para el desarrollo del
color.

Con estos factores tomados en cuenta, la sensibilidad de un

ELISA es comparable a la de un Radioinmunocensayo (Engvall, 1980).

1.4 Tipos de Inmunocensayos.-

Los inmunoensayos enzimdticos se han clasificado en ensayos
competitivos ¥y no competitivos, dependiendo de si se involucra un
paso en el cual el antigeno marcado ¥ no marcado compitan por un
ndmeroc limitado de sitios de anticuerpoc (ensayo competitivo), o
81 el antigeno o anticuerpo a ser medido, primerc reacciona con
el anticuerpo o antigenoc sobre una fase sdlida seguida de 1la
cuantificacidn de la enzima marcada (ensayo nco competitivo)

(Engvall, 1980).

I.4.1 Ensayos Competitivos.-~

Conjugado eantigeno-enzima. Los ensayos para IgG ¥y gonado-

trofina coriédnicae humana (HCG) respectivamente fueron los

primeros dos ejemplos de inmunoensayos enzimdticos cuantitativos.
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Ambos esBtAn basados en la competencia del antigenoc marcado
con la enzima, con el antigeno presente en estAndares © muestras
problemas, por la unidn de una cantidad limitada del) anticuerpo
acoplado & la fase sdlida. En este tipo de ensayos lo primero es
la unién (pegado) fisica o quimica de una cantidad apropiada de
anticuerpe a la fase sdlida. Easto se incuba con una soclucidn
conteniendo una concentracién fija de antigenc marcado, patrones
con concentraciones conocidas del antigeno no marcado, [ con
mueatras problemas de concentraciones no conocidass. Esta mezcla
de reaccidn se incuba hasta que la reaccidn antigeno-anticuerpo
llega al equilibrio. Después de lavar, se determina la actividad
de la enzima sobre la fase Bdlida , generalmente por incubacidn
con un sustrato por un clerto periodo de tiempo.

Las concentraciones del producto de la reaccidn enzimdtica
gon inverasamente proporcionales a las concentraciones del estan-
dar o antigeno adicionado.

Conjugado anticuerpo-enzima., este es otro tipo de ELISA de
competencia y emplea al anticuerpo marcado con la enzima, con el
antigeno pegado a la fase sdlida.

En esta técnica la unidn del anticuerpo marcado al antigeno
inmovilizado es competitivamente inhibido al adicionar estAndares
del antigeno o muestras problemas.

Como en el caso del ELISA competitivo con antigeno marcado,
la concentracién del producto de la reaccidn enzimdtica medlidas
al final, son inversamente proporcionales a las concentraciones

del antigeno (estdndares o muestras problemas).
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Esta es 1la forma mAs versAtil y conveniente, ¥y s8e 1le ha
modificado al utilizar una anti-inmunoglobulina (20Ab) marcada
con la enzima .

El antigeno sobre la fase sdlida es incubado con grandes
diluciones del anticuerpo con o 8in la adicidn de estAdndares de
antigeno o mueatras problemas. Después de lavar, los anticuerpos
unidos a 1a fase sdlida son detectados usando una antilgG marcada
con una enzima, El miesmo conjugado del 20Ab pruede ser usado para
diferentes antigenos, siempre ¥y cuando el primer anticuerpo sea
preparado en la misma especie contra la que se prepard el 20Ab.

Este mdtodo se conoce también como el método de ''gandwich"
de doble anticuerpo, ¥ ha tenido una amplia aplicacidn en 1la
endocrinologla, especialmente para 1la cuantificacidn de hormonas

peptidicas.

1.4.2 Ensayos no compatitivos.-

Ensayc del "“sandwich".- El anticuerpo en exceso se inmovili-
za ¥ se incuba con estAndares de antigenc o muestras problema.
Despueg de lavar, el complejo antlgeno-anticuerpo inmoviiizado se
incuba con un exceso de anticuerpo acoplado a la enzima, el cual
se une a uno o mAs gitios antigénicos libres. Alternativamente el
segundo anticuerpo puede estar o no marcado, ¥ el proceso se
alarga incluyendo una incubacidn con un exceso de tercer anti-
cuerpo acoplado a la enzima, el cual es una inmunoglobulina
egpecifica contra la especilie del animal en el cual el segundo

anticuerpo fuéd levantado.
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En este tipo de ensayoc la concentracién del producto de 1la
reaccidn enzimdtica es directamente proporcional a la concentra-

cidn del antigenc estandar o muestra problema.

I.4.3 Ensayocs para medir anticuerpo.

Otro tipo de ELISA no competitivo es el método indirecto
para medir 1la concentracidn del anticuerpo. Este procedimiente
emplea antigeno inmovilizado y segundo anticuerpo conjugado a la
enzima, contra IgG@ de la especie en la cual los anticuerpos han
sido producidos.

Este método ha sido utilizado para medir anticuerpos de una

gran varledad de antigenos.
I.5 Ventajas y Desventajas de los Ensayos Inmuncenzimiticos.

A pesar de que el ELISA competitivo es una técnica muy
especifica y facil de ejecutar, cuenta con algunas desventajas.

Para 1llevar a cabo el ELISA de competencia utilizando én—
tigeno marcado, se requiere de grandes cantidades de antigeno
para preparar el conjugado. En los casos en los que el antigeno
ne esté disponible se puede utilizar anticuerpo marcado o anti-
IgG marcada.

Un problema serio en la aplicacidn del ELISA competitivo, =se
relaciona con la dificultad de incubar antigenoc o anticuerpo
marcado c¢on fluidos bioldgicos tales como: sueros, orina o ex-
tractos de tejido. Estos f£luldos poseen proteasas, ademiAs de que

Pueden presgentar inhibidores de la enzima. Tales gustancias
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cuando se presentan pueden alterar la actividad de la enzima
utilizada como marcador. Eata dificultad es evitada en el ELISA
no competitivo, en el cual la incubacidén con las muestrae proble-
mas se lleva ‘a cabo separadamente de la incubacidn con el antige-
no o anticuerpo marcado.

El ELISA no competitivo ofrece ventajas adicionales, puesto
Que la mayoria de estos ensayos emplean anticuerpos marcados , la
purificacién y marcaje especifico de antigencs individuales no es
necesario.

Por lo tanto el mismo procedimiento de marcaje y pegado a la
fase 8dlida puede ser usado para diferentes anticuerpos.

Otra ventaja del ELISA no competitivo es la posibilidad de
unlr muchas moléculas de anticuerpo marcado &8 uha scla molecula
de antlgeno polivalente, lo que provee de un elemento de amplifi-

caclédn.
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II. OBJETIVOS DE LA TESBIS

1) Implementar y optimizar un Ensayo Inmunoenzimdtico homdlogo

para la Hormona de Crecimiento de Pollo (cGH).

2) Aplicar esta técnica para cuantificar las concentracilones de
¢GH circulante en 5 razas de pollos de engorda, haclendo un
estudio ontogendtice durante la etapa de crecimiento rdpido

(1 -~ 8 semanas de edad),
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IIX.MATERIAL Y METODOS

III.1 Materiasl Bioclégico.

III.1.1 Hormona de Crecimiento de pollo.

Se purificdé cGH a partir de hipédfisis de pollos de 1la raza
Pilch segin el método de Ardmburo y col.(1989a). Se pesd 1 mg de
hormona y se solubilizd en un amortiguador de carbonatos 0.1 M pH
10.3, qQuedando la solucidn a una concentracidn de 1 ug/ul. Se tomd
una alicuota y se cuantificd la concentracién reamal de proteilna
por el método de Lowry (Hartree, 1972).

A epta solucidn se le agregd merticlate 0.01X y se mantuvo a loC.

11X.1.,2 Obtencidn del anticuerpo anti-cGH.

La inmunizaciédn se llevd a cabo en conejos de la razs Nueva
Zelanda, machos, de aproximadamente 2 kg de peso. La 1noculacidn
8e realizd directamente en loe ganglios popliteos del animal
(Aramburo y col., 1989c).

El suero obtenido se diluyd 1:10 en PBS 0.01 M pH 7.8 y se
hicieron allicuotas de 20 ul, las cuales se mantuvieron en conge-

lacidn hasta gu uso.

IIXI.2 Muestras Bioldgicas,

Se estudiaron 5 razas comerciales de pocllos (Arbor acres,

Hubard hubard, Pilech pileh, Indian River Vantres e Indian River

Plich).
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Se obtuvieron muestras de sangre por puncién cardiaca de 10
animales de cada raza. Desde el dia 1 (ecloasidn), y después cada
semana hasta la octava.

Egto se realizd en una granja experimental ubicada en
Cuernavaca, Mor., en donde los pollos fuercon criados durante las
primeras 8 semanas de vida, en condiciones controladas de
alimento, luz, temperatura y espacio.

El muestreo se llevd a cabo entre las 9:30 - 10:30 AM.

11I.3 Material y Reactivos.

El segundo anticuerpo (IgG cabra-anticonejo) conjugado a
Peroxidasa, la ortofenilendiamina, Tween-20 y el Affigel-G1l0
fueron de BioRad Laboratories. Se utilizaron placas de
poliestireno de 96 pozos (IMMULON IL) provenientes de
Dynatech. El1 perdxido de urea fué de HyClone. Se utilizd
albimina bovina de SIGMA.

Todos 1los demds reactivos utilizados fueron de grado

analitico.

IIXI.4 METODOLOGIA

I1X.48.1 Titulacidn de la cGH ¥y del ler Ab Igd antieGH.
Para titular tanto a la hormona como al anticuerpo se proba-
ron dos sistemas de amortiguadores: uno de Carbonatos de sodio

0.iM pH 10.3 ¥y otro de Foafatos salino (PBS) 0.01M pH 7.8.
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Se probaron diferentes concentraciones .de cG@H
(500,250,125,62.5,31.25,15.62,7.81,3.90 ¥ 1.95 ng/pozo) diluidas
en PBS, y diferentes diluciones del ler Ab (1:1,000; 1:3, 0003
1:10,000; 1130,000; 1:60,000 ¥ 1:100,000), en una solucidn de BSA

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

Protocolo para la titulacidn:

1) Se incuban 100 ul/pozo de la solucidn de hormona a la concen-
tracién desesada en el amortiguador de carbonatos o PBS en las

pPlacas de titulaciédn. Se deja toda la noche a U4oC (16 horas).

2) Se 1lava la placa 5 veces con una solucidn de PBS, Tween-20

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

3) §Se agregan 100 ul/pozo de una solucidn de BSA 1X en PBS,

Tween~ 20 0.05X y se deja por 1 hora a temperatursa ambiente.
4) Se lava 5 veces con la solucidn de lavado.

5) Se agregan las diferentes dilucionee del ler Ab en BSA 1X, PBS,
Tween-20 0.05%, esto se incubs durante 2 horas a temperaturs

ambilente.
6) Se lava 5 veces.

7) Se agregan 100 ul/pozo de la solucidn del 20Ab (IgG cabra-
anticonejo) en una dilucidn 1:3000, en BSA 1X, PBS, Tween-20

0.05%, ¥ se incuba durante 2 horas a temperatura ambiente.
8) Se 1ava 5 vaces.
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9) Se revela la placa agregando (100 ul) de una solucién de orto-
fenilendiamina (0.4 mg/ml) mde una solucidn de perdxido de urea
(0.2 mg/ml) solubilizados en un amortiguador de citratos de sodio

0.05M pH 5.0, se deJa por 10 min. en la obscuridad.

10) Se detiene 1la reaccién agregando 50 ul Acido sulfirico U N.
11) Se lee 1la D.0O, de las scluciones presentes en los pozos de

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

Easta metodologla se llevd a cabo en dos tipos de placas; una de
baja &finidad (LINBRO) y otra de alta afinidad (IMMULON II). con
objeto de evaluar cudl funcionaba mejor para el caso particular

de la hormona de crecimiento de pollo.

IITZ.48.2 Optimizacién de la Curva Patrdn.

Como se trata de un ensayc de competencia, las muestras
problema y las distintas concentraciones de cGH de la curva patrédn
(diluidas en PBS 0.01 M pH 7.8) Be ponen a incubar con el 1ier
Ab en tubos de ensayo a 4oC, toda la noche (16 horas). El inter-

valo de concentracién empleado fue de 0.125 - 32 ng cGH/pozo.

La condiciones del ELISA fueron las siguienteg:

1) Forrado de la placa con 100 ul/pozo de la solucidédn de cGH en

amortiguador de carbonatos a 4oC (16 horas).

2) Bloqueo de 1l1la superficie no ocupada del soporte c¢con una
solucidn de BSA 1X en PBS, Tween-20 0.05X por 1 hora a temperatu-

rs amblente.
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3) Competencia con el ler Ab, se agregan 100 ul/pozo de cada una
de las muestras previamente incubadas (ver arriba), se incuban

durante 1 hora a temperatura ambiente.

4) Incubacidén con el 20 Ab (1:3000), durante 2 horas a T.A.

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

Se probaron variae concentracionee de c¢cGH para forrar 1la
placa (62.5, 31.25, 15.62, 7.8, 6.0 ¥y 4.0 ng/pozo).

Simultédneamente sBe probaron diferentes diluciones del ler Ab
(1:10,000, 1:30,000 y 1:40,000).

Una vez elegida la concentracidn de cGH para el forrado de
la placa Yy la dilucidn del ler Ab. Se procedid a optimizar el
tiempo de competencia con el ler Ab., probdndose diferentes
tiempos; 15, 30, 60 y 120 min.

Una vez elegido el mejor tiempo se procedid a optimizar el
tiempo de revelado de 1la enzima. Por lo Qque se probaron difer-

entes tiempos de revelado: 15, 30, 45 y 60 min.

Puntos .vontrol.

En cada ensayc se evaluaron el BLANCO = densidad &ptica del

pozo al que no se le adiciond ler Ab, ¥y el 100X de UNION = densi-

dad éptica del pozo a2l cual no se le adiciond estandar de cGH.
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IIX. 4.3 Prueba de Paralelismo e Identidad

Para verificar si el anticuerpo anti-cGH recconocia por igual
tanto a la cGH purlficads en el laboratorio comoc a 1la que se

encuentra en circulacidn o en los tejidos, se probaron diluciones

1 [
de un homogeneizado de hipdfisis (1x%10 - ix10 )} y dilucicnes de
auero de pollo (1:t2 - 1:200).
IIXI.A.4 Pruebas de Especificidad.
1) Con el objeto de saber que tan especifico era el ensayo, se

decidid probar la inmunorreactividad cruzada de otras hormonas de

erecimiento (bovina, rata y humana), asi como prolactina bovina.
Se probaron las mismas concentraciones utilizadas como

estAndares en la curva patrdn de cGH (0.125 -32 ng /pozo), adicilo-

nando un punto de 2,000 ng/pozo.

2) Otra prueba de especificidad fue verificar Que el ensayo no
reconocia a ninguna de lasg proteinas presentes en el suero de
pollo. Para ello ae procead suero de pollo en una columna de
afinidadg, acoplando Affigel G-10 a IgG anti-cGH., con el
cbjeto de eliminar 1l1la cGH del sueroc, ¥y obtener una fraccildn
sérica libre de hormona.
Para poder preparar la columna de afinidad se purifica-

ron inmunoglobulinas acGH a partir de suero de conejos previamente
inmunizados con cGH. Para la purificacidén se utilizé el siguiente

protocolot
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1.- Se equilibra una columna previamente empacada con Sefarosa UB
acoplada a protelna A, con un amortiguador de fosfatos de sodio
0.1 M pH 8.0 (aproximadamente 3 volimenes de columna).

2.~ Se aplice un flujo de 30 ml/hora con una bomba peristdltica.
3.- Se aplica el suero de conejo previamente centrifugado (2 ml)

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

L.~ Se eluye el suero, lavando la columna con el amortiguador de
fosfatos de sodio 0.1 M pH B.0, hasta que la resina se vea com-

pletamente blanca.

5.- Para eluir a las inmunoglobulinas acGH, se aplica Acido
acédtico 0.1 M con cloruro de sodio 0.15 M, este paso se lleva a
cabo sin bomba peristdltica, es decir, se destapa la columna y ase

le agrega directamente el amortiguador.

6.~ Se colectan fracciones de 2 ml en tubos que contienen 100 wul

de PBS 10X para neutralizar el pH.

7.- Se Jjuntan las fracciones de Ig3s y se ponen a dializar (a

40C) en agua bidestilada. Se le hacen varing cambioe.

8.- Una vez dializadas las inmunoglobulinas se concentran en una
camara de ultrafiltrascidn (AMICON) y se vuelven a dializar en el

amortiguador de Hepes 0.1 M pH 7.5.

9.- Una vez purificadag las 1gG a cGH se prepard la columna de

afinidad con el Affigel G-10.
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Preparacidn de la columna de afinidad Affigel G-10 - IgG a cGH

- Se tomaron 4 ml de Affigel G-10

~ Se lavd con isopropanol ( 3 volémenes de resina)

- Posteriormente se activd la resina con agua desionizada fria (3
volimenes de resina)

- Se agregaron las Igds a cGH en un amortiguador de Hepes 0.1 M
PH 7.5

- Se acoplaron aproximadamente 40 mg de inmunoglobulinas

-~ Se dejd la reaccidn toda la noche a l4oC

~ Posteriormente 8e detuvo la reaccidn con una solucidén de
etanoclamina 1 M pH 8.0 (100 ul/ml gel).

Una vez sintetizada 1la columna de afinidad, y equilibrada en PBS
0.01 M pH 7.8:

-~ 8e aplicaron a la columna 500 ul de suero de pollo y se dejd
incubar por 2 horas a T.A.

~ posteriormente se eluyd el sueroc con PBS 0.01 M pH 7,8 ¥y s8e
concentrd, probandolo posteriormente en el ELISA.

~ l1la cGH adsorbida a la resina se eluyd con Acido acético 0.1 M =+
0.15 M de cloruro de sodlo, colectando fracciones de 1 ml y

neutralizAndolas con 100 ul de PBS 10 X.

IXI.A.5 Medioidén de ia cGH circulante en las 5 razas de pollos.

Las muestras de gangre se centrifugaron para obtener el

suero, se hicileron allcuotas y se congelaron hasta su uso.

Para la cuantificaciédn de la ¢cGH se midieron 20 ul de cada

suero por duplicado.
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Los valores obtenidos se graficaron en funcidn de la edad de

los animales.

III.5 Andlisis Estadistico.

A los valores obtenidos de c¢GH clrculante para las 5 razas

de pollos, se les aplicd una prueba estadiatica de Andlisis de

Varianza de dos vias.
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IV.RESULTADOS.

IV.1.1 Praeservacién de la cGH

La cGH se mantuvo en solucién a 4oC con merticlate al 0.01X.

Este método de preservar a la cGH resultd bastante eficilente
pues permitid que los ensayos fueran reproducibles.

Eato se debe a Qque se observd que cuando la cGH era varias
veces congelada y descongelada, los ensayos perdian sensibilidad
debido posiblemente a Qque con este proceso la hormona formara
agregados molecularesg Que ya no eran lgualmente reconocidos por

el anticuerpo.
IV.1.2. Prasarvacién del anticuerpo.

El haber diluidé el anticuerpo y haberlo alicuotado para
evitar pasos de congelacidn y descongelacidn, resultd un buen
procedimiento pues evitd la desnaturalizacidn del anticuerpo.

Se observd que cuando el anticuerpo no se encontraba diluido
¥ era congelado Yy degcongelado, la sensibililidad del ensayo
disminula. Es por esto qQue pge decidi§ diluirlo y hacer alicuotas
Qque se utilizaran en un mAximo de dos ensayos, de esta manera se

alargaba la vida media del anticuerpo.
IV.1.3. Titulacién del antigeno y del anticuerpo.

La hormona de crecimiento de pollo es una proteina con

caracteristicas fisicoquimicas basicas, cuya solubllizacidn
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dptima =me lleva a cabo en soluciones alcalinas. Es por esto que
se probaron dos sistemas de amortiguadores uno de Carbonatos pH
10.3 y otro de PBS pH 7.8, dando mejores resultados el
amortiguadcr de carbonatose. Como se puede observar en la figura 3
en donde l1a solubilizacién de la cGH Be hizo en el amortiguador
de PBS 0.01 M pH 7.8, las curvas de titulacidn fueron mAs bajas
que las obtenidas para el amortiguador de carbonatos. Se puede
apreciar en esta figura (3) que el 50X del desplazamiento se dié
entre las diluciones del ler Ab de 1:30,000 -~ 1:100,000 con
concentraciones de cGH que iban de 31.2% - 62.0 ng/pozo. Mientras
Que para el amortiguador de carbonatos de sodio 0.1 M pH 10.3 el
50X del desplazamiento se did en el mismo rango de diluciones del
i1exr Ab. (1:130,000 -~ 1:100,000), ain embargo el rango de
concentraciones de ¢GH era mids bajo (7.81 - 16.25 ng/pozo (fig.
4). Por lo Que se optd utilizar el sistema de carbonatos.

Extas titulaciones se 1llevaron a cabo en dos tipos de
placas; una de baja afinidad (LINBRO) y otra de alta afinidad
(IMMULON II). Se eligié 1la placa IMMULON II debido a que los

valorens de los BLANCOS eran casi de cero.

IV.1,48. Optimirzacién de 1la concentracidédn de antigenoc para recubrir

la fase sdlida.

Para la optimizacidn de la concentracidn del antigeno fue
necesarioc probar diferentes concentraciones de cGH para recubrir
la placa ¥y diferentes diluciones del ler Ab con el objeto de
encontrar la curva con mejor desplazamiento y por lo tanto con

mejor sensibilidada.
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Curvas de titulacién de ¢GH y del suero anti-cGH en PBS

0.01 M pH 7.8. Se incubaron 100 ul/pozo de cGH (1,9-
125 ng/pozo}, 16 hrs. a 4°C; se agregaron 100ul/pozo de
las diluciones del suero anti-cGH 2 horas a T.A.; se adi-
cionaron 100ul/pozo del 2° Ab-HRP (1:3000) 2 h. a T.A.;
se adicioné el sustrato (100ul/pozo) 15 min. y se leyé la
D.0. de la placa en un lector de ELISA a 490 nm.
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Fig. 4 Curvas de titulacién de c¢GH y del suero anti-cGH en Car
bonato 0.1 M pH 10.3. Mismas condiciones que la Fig. 3.
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Primero se forréd la placa con dos concentraciones de cGH
(62.5 y 31.25 ng/pozo) ¥y dos diluciones de ler Ab (1:10,000 y
1114,000) ¥y como se puede observar en las figuras 5A y 5B practi-
camente no hubo deaplazamiento en ninguna de las dos condiciones
probadas.

Se diaminuyeron las concentraciones de c¢GH a 15.62 ¥y 7.81
ng/pozo con dos diluciones de ler Ab de 1:10,000 y 1:30,000. Para
la concentracién de 15.62 ng/pozo, con ambas dilucicnes de 1ler
Ab, sl hubo desplazamiento, sin embargzo, el 50X de este se Ald en
doais muy altas de ¢GH (16 ng/pozo) en la dilueidn 1:30,000 y de
32 ng/pozo para la dilucidn 1:10,000 (fig.6A).

Para 1la concentracidn de 7.81 ng/pozo, en ambas diluciones
del ler Ab, el 50X del desplazamiento se did a los 8 ng/pozc de
la curva estdndar (fig. 6B).

Sin embargo como me queria gque el ensayo fuera mis s8ensible
se probd una concentracidn de cGH atin mAs baja (4.0ng/pozo)} con
las mismas diluciones del ler Ab, dando como resultado un despla-
zamiento muy bajo (£1ig.7).

Por #ltimo se probd forrar con 6 ng/pozo, con dos nuevas
diluciones del ler Ab, 1:30,000 y 1:140,000, resultandoc un despla-
zamiento del 50X a la dosia de 6§ ng/pozc de la curva estiandar,

para ambas diluciones (fig. 8).

IV.1.5. Tiempos de Compataencia con el ler Ab,.

Para la optimizacidn de la competencisa con el ler Ab. y para
obtener una mayor sensibilidad, se decidid que las muestras a
competir con la ¢GH inmovilizada a la fase sdlida se encontraran

en el equilibrio. Es por eato que estas muestras (estidndares de
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Se utilizaron dos concentraciones de cGH para forrar la placa, A} 62.5 ng/pozo y en
B} 31.25 ng/pozo, con dos dliuciones del suero anti-cGH {o} 1:10,000 y {+) 1:30,000.
Sigulendo el mismo protecolo de la fig. 3.
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¢GH para la curva patrén y muestras problemas con el iler Ab.) se
preincubaron por 16 horas a 40C antes de ponerlas a competir an
los pozos previamente recublertos con c¢cGH, de esta manera nos
asegurdbamos que 1la reaccidn en la preincubacién llegara al
equilibrio. Eato es importante de tomar en cuenta ya que si las
muestras no son preincubadas la sensibilidad del ensayo dismi-
nuye.

Posteriormente se probaron diferentes tiliempos de competencia
(15,30,60 ¥ 120 min) con el ler Ab diluido 1:30,000 y 1:40,000,.

Como se puede observar en la figura 9 a los 15 minutos de
incubacidn con el ler Ab, tanto para la dilucién de 1:30,000 como
para la de 1:40,000, las curvas de desplazamiento resultaron muy
bajas, pues el rango de lecturas de D.O. iba de 0.3-0.05 para la
dijucidn de 1:30,000 y de 0,2-0.03 para la Adllucidébn de 1:40,000.
Para el tiempo de 30 minutos se puede apreciar qgque las lecturas
de D.O. siguen siendo bajas para ambas diluciones. Para el tiempo
de 1incubacidn de 60 minutos las curvas de desplazamiento
presentan una pendiente mldes grande con respectoc a las curvas de
los tiempos de 15 y 30 min., ademlds el rango de lecturas de D.O.
iba de 0.8-0.1 para 1l#& dilucidn de 1:30,000 ¥y de 0.7-0.05 para la
dilucidn 1:40,000. Para el tiempo de 120 min. las curvas patrdn
presentaban mayores lecturas de D.O. para ambas dilucicnes, sin
embargo la pendiente se mantenia similar a las obtenidas para los
60 min. de incubacidn. Por lo que se eligid incubar por 60 wmin.
la competencia, a la dilucidn 1:40,000 del ler Ab por dar un

deasplazamiento del 50X a los 6ng/pozo de la curva patrdn .
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Fig. 9

Tiempos de Competencia con el ler, Ab anti-cGH. Se probaron diferentes tiempos
de competencla de las muestras previamente incubadas (16 hs) de los esténdares _
de cGH de la curva patrén con dos diluciones del ler. Ab A) 1:30,000 y en B)
1:40,000, 15 min (o}, 30 min (&), 60 min (e2), 120 min (& ). Se utllizaron 6ng/
pazo de cGH para forrar la placa, Mismo protocolo de la fig. 3.



Iv.1.6., Tiempos de revelado de la encima

Finalmente 8e optimizd el tiempo de revelado de la enzima,
probAndose diferentes tiempos (15,30,45 y 60 min.).

Como se puede observar en la figurs 10A a los 15 ¥y 30 minutos
de revelado de la enzima las curvas patrdn presentaban un buen
desplazamiento, sin embargo, las lecturas de D.O. eran bajas pues
la lectura mAxima fue de 0.5 a los 15 min. y de 0.7 a los 30 min.
En 1la fig. 10B 8se puede apreciar que la mejor curva de
desplazamiento se obtenia a los 60 min., debido a que 1la
senaibilidada era mhs alta para este tiempo, ademids de que el
intervaloe de lecturam de D.O. iba de 1.0-0.07, siendo un
intervalo de lecturas bastante confiable,

Por esto se decidid elegir el tiempo de 60 minutoe de
revelado de la enzima, debido a que se mantenlan las condicilones
de s8ensibilidad ya alcanzadas {concentracidén de cGH para forrar
de 6 ng/pozo, diluciédn del ler Ab. de 1:40,000 y un tiempo de

competencia de 60 min. ).

IV.1.7 Optimirgacidn de la Curva Patrén.

Una vez probadas y establecidas todas las variables Que 8e
pueden controlar, se procedidé a optimizar las condiciones de 1la

curva patrén de la siguiente manera:

1) Forrade con 6 ng/pozo de c¢GH durante toda la noche a ldocC,
poniendo a incubar simultdneamente, en tubos por separado 1los
estAndares de cGH y las muestras problema con 8l ler Ab diluildo

13140, 000, también en frio.
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2) Lavado 5X

3) Bloqueo del soporte plastico con una solucidn de BSA 1X en
PBS, Tween-20 0.05X, durante una hora a temperatura amblente.

4) Lavado 5X

5) Poner a competir la mezcla de ler Ab ¥ estindares de cGH (ya
preincubados) en cada pozo en donde ge encuentra el antigeno
fido, durante una hora a T.A.

6) Lavado 5X

7) Incubacidn con el 20 Ab (1:3,000) durante 2 horas.

8) Lavado 5X

9) Revelado de la reacciédn enzimAtica agregando el sustrato, por
1 hora en la obscuridad.

En 1la fig. 11 se puede observar la curva patrén promedio,
con un coeficiente de variacidn intraengayo (n=8) de 3.53 + 0.63X
¥ un coeficiente interensayo (n=16) de 3.8+ 0.5X, para la dosis
de U ng/pozo de la curva patrdn. BajJo las condiciones empleadas
se obtuvo una sensibllidad de 1.0 ng/pozo, con un desplazamiento

del 50X en la dosig de 6.0 ng/pozo de la curva patrédn.

IV.1.8. Ensayo de Paralelismo e Identidad

Se probaron diferentes dilucicones de un homogeneizado de
hipdfiasis de pollo y diluciones de suero de pollo. Para comparar
como se comportaban estas curvas con respecto a la curva patrdn
de ¢GH, y asl determinar a8i el Ag empleadc en esta era
inmunolégicamente idéntico al Que se encuentra en tejido y en 1la

circulaciédn de manera natural.
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Como se puede obpervar en la fig. 12, tanto el homogeneizado
de hipdfisis como las diluciones del suero de pollo, presentaron
curvas de desplazamiento paralelas a la curva patrén de cGH.

Debido a Que 8e iban a hacer determinaciones de ¢GH
circulante (suero de pollo) para las 5 razas comerciales de
pollos, se eligid el intervalo de diluciones del suero de pollo
las cuales estuvieran en la parte lineal de la curva patrdn, para
de esta manera poder cuantificar la ¢GH ecirculante <¢on mayor
precisidn.

Come 8Se puede obgervar en la figura 12, para la curva de
suero de pollo, el intervalo de diluciones que correspondian a la
parte 1lineal 1{iba de 6.25-25 ul/pozo de suero. Se eligld un
volumen de 20 uJl para llevar a cabo las determinaclones de las 5
razag de pollos. Debido a Que ers un volumen facll de medir y
por lo tanto con mence fuente de error, ademdAs de ser un volumen

que entraba en la parte lineal de la curva patrén de cGH.

IV.1.9 Ensayos de Kspecificidad.

1v.1.9.1 Con respecto & otras hormonas adenchipofisiarias.

En este ensayo se probaron diferentes hormonas de
crecimiento (bovina, de ratsa ¥ humana ) vy prolactina bovina a las
mismas concentraciones de 1la curva patrén de cGH, ademds se
agregd un punto de 2,000 ng/pozo, para ver la especificidad del

anticuerpo en este sistema.
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Fig. 11 Curvas de Paraielismo e ldentida. Se probd un homo-
geneizado de hipdfisis de pollo (ix10’ - 1x108 (&), di
luciones de suero de pollo de 1:1 - 1:125 {*x), compa-
rando con la curva patrén (o). ’

El ensayo se llevéd a cabo bajo las condiciones de la cur

va patroén.
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Para 1a GH de rata ¥ bovina se logrd ver un ligero
desplazamiento del 50X, pero sdlio para la concentracidn mds alta

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

bovina no se obtuvo desplazamiento alguno. Estos resultados
indican que el anticuerpo anti-cGH utilizadoc es sltamente
eapecifico, pues 1la i1nmunorreactividad cruzada fué menor al

0.005% (fig. 13).

IV.1.9.2 Contra las proteinas del suero de pollo.

Para verificar que el ELISA 84lo reconocia a la cGH presente

en las muestras de suero, obtenidas para el estudio ontogenético

de lasg concentraclicnes de hormona en las 5 diferentes razas de

pollos, se procedid a eliminar a la e¢GH de una muestra de 8uero
de pollo.
Para 1o cual como ya se menciond en la seccidn miétodos, el

suero se separd por una cromatografia de afinidad (Affigel-IgqG
anti-cGH) para de esta manera limpiar al Buero de 1la c¢GH
presente, ¥ posteriormente probarlo en el ELISA verificando qQue
el anticuerpo no reconocia a ninguna proteina d~ las existentes
en el suero, como ae puede obsevar en la siguiente tabla:

ng de cGH

suerc de pollo 20 wul 6.0
normal

suero de pollo 20 ul o
ein eGH
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IV.1.10 Niveles circulantes de oGH en las 5 raras de pollo.

Se midieron los niveles de ¢GH para las 5 razas de pollos de
engorda, &a partir del dla 1 (eclosidn) haata la octava semana
edad. (tabla # III).

Loe valoree obtenidoas de hormona de crecimiento se grafica-
ron  con  respecto a la edad y al peso corporal de los animales
(ver grAficas 14,15,16,17 y 18).

Las tree razas puras (Hubard hubard, Arbor acres y Pileh
pileh ) presentaron perfiles hormonales similares entre si,
presentando en la la y 28 semana los plcos de mAxima concentra-
cidn de cGH, psara posteriormente decrecer.

Las dos razas hibridas (Indian River Vantres e Indian River
Pilch) a su vez también presentaron perfiles hormonales similares
entre s8l, pero ligeramente diferentes a lae razas puras. En egtas
razes 8e observd que los pilcos de mayor concentracidn de cGH se
dieron a la 1a y 5a semana de edad.

Los valores obtenidoas para ¢GH ocascilaron en un intervalo de
600-300 ng/ml. Valores que resultaron relativamente altos con
regpecto a 1o reportado en la literatura.

No se observaron diferencias con respectc al sexo entre
machoe y hembras.

Se puede apreciar que los niveles de <¢GH presentan una
relacién 1inversa con respecto al peso corporal, corroborando 1lo
reportado en la literatura.

Tamblién se puede apreciar que los niveles de cdH presentan
una relaciédn casi directa con respecto a la ganancia relativa de

peso corporal a lo largo del crecimiento (figuras 14 -~ 18).
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TABLA 1

Concentracién de cGH circulante durante la ontogenia de pollos de engorda

Arbor acres Hubard hubard Pilch pilch Indian River Vantres Indian River Pilch

Edad cGH Peso cGH Peso cGH Peso cGH Peso cGH Peso

Semanas (ng/mi+SEM)  (grs) (ng/ml+SEM) (grs) {ng/mi+SEM} (grs) (ng/ml+SEM) (grs) (ng/mI+SEM} (grs)
1 dia 275 48 340 40 225 45 260 50 290 50
1a. £38+108 d 90 615+31 90 4924374 100 591+(80)c 110 486+(30)c 101
2a. 488+41 4 230 500+35 208 496+17a 231 §21+(36)a 243 324+(28) s 234
3a. 29149 ¢ 473 297+15a,5 454 344431 ¢ 466 255+(8 )b 482 259+(13) b 456
4a, 325413 b,c 810 363+23a 769 340+18¢ 791 272+(15)b 806 295+(25) a,b 793
5a. 436+30 a,uv 1160 296+10 v 1105 491+452a 1122 411+(92)a 1136 382+(15) d 1128
6a. 294+7 c 1562 320+13 a4, 1510 458+39a,b 1540 307+(11)v 1506 278+( 8) a,» 1498
7a. 256+16 ¢ 2048 -336+15 4,0 1917 373+51n,¢ 2010 255+(8 )b 1930 277+(10) a,p 1967
8a. 36446 a,c 2493 354+21 a,b 2345 394+30a,c 2450 366+(53)a,b 2359 301+(10 a,b 2334

Para el dia 1 el valor representa una mezcla de sueros de 10 animales
De la 1a. a 8a. semana n = 10

El andlisis estadistico se hizo por ANOVA (P < 0.05), letras diferentes indican diferencias significativas.



IV.11.1 Andlisis Estadistico.

El andlisis de varianza de dos vias, compard las
concentraciones de c¢GH ¢irculante entre las 5 razas de pollos
estudiadas. Eate anAlisis concluyd Que la raza Pileh pilch, es
significativamente diferente a las otras cuatro razas de pollos.
Que las razas Indian River Vantree e Indian River Pilech son
iguales entre ai. Que la raza Indian River Vantres comparte
caracteristicas similares con las razas Arbor acres y Hubard
hubard. Con una significancia de p £ 0,05).

También se compard para cada raza, si las concentraciones de
¢GH obtenidas para cada semana de edad eran significativamente
diferentes. Con respecto a este andligis se observd que 1la 1ler
semana es8 significativamente diferente a las demés, Que la 28 ¥
5a semana fueron similares entre si, pero diferentes a las otras
edades, y qQue la 3a, la, 6a, 7a y 8a fueron semejJantes entre si

(ver tabla III).
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V. DISCUSION

En la ultima década se han hecho considerables progresos en
el campo de 1la Endocrinologia, acercéndoncs cada vez més al
entendimiento de la gran diversidad de funciones en las que ge
involuceran las hormonas. Estos estudios nos han llevado a tratar
de entender a nivel molecular los cambios que g8e dan, tanto en la
secrecidén como en la regulaciédn de las hormonas, en condiciones
fislolégicas muy particulares.

Es por esto que cobra una gran importancia el contar con
técnicas altamente sensibles qQque nos permitan determinar las
concentraciones de las hormonas, tanto de las Qque se encuentran
en circulacidédn como de las almacenadas en tejidos,

A pesar de Que en el laboratorio ya se habfia optimizade el
radioinmuncandélisis (RIA) para la cGH, se decidid implementar un
ensayo inmuncenzimético (ELISA) para la determinacién de c¢GH,

debido a que esta técnica cuenta con varias ventajas eobre el

RIA. Si bien amboeg i1inmuncensayoca se basan en loa miamos
fundamentos, en el RIA la molécula marcada solo da una sefial de
decaimiento, mientras que en el ELISA el sustrato de 1l1la enzima

continua transformidndose en un producto, & mehudo en un range de
aproximadamente 100,000 moléculas por minuto. MAs aln el ELISA no
requiere de un equipo costoso, ¥y elimina el uso de materiales
radiactivos, aGn tomando en consideracién que ciertas sustancilas
qué se utilizan en el ELISA pueden ser téxlcas. El ELISA no
requiere de licencias para poder adquirir los reactivos, los
cuales son muy estables, ¥ no son tan costosos como los

utilizados en el RIA, ademAs de que poseen una vida media més
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larga. Aunado a esto el ELISA no requiere de tiempos de incuba-
eiédn tan largos como l1los del RIA, 1o cual es una gran ventaja.
Con estos antecedentes el ELISA tiene importantes ventajas sobre
el RIA, logrando sensibillidades similares y en clertas circuns-
tanclias obtenlendo sensibilidades aGn mayores que las logradas
por el RIA.

A continuacién se discutirén los factores involucrados en el
disefic del ELISA psara cGH, haciendo comparaciones con el RIA de
cGH.

Como se mencioné anteriormente la hermona de crecimiento de
pollo (ecGH), es una proteina con caracteristicas filsicoquimicas
baAsicas, lo cual eg muy importante de tomar en cuenta para su
caracterizaciédn, A lo largo de la experiencia gue se ha tenido al
trabajar con esta hormona, hemos tenido que considerar ciertos
factores qQue la afectan.

Se observd que la cGH no debe ser congelada y descongelada
varias veces, puas esto provoca que la hormona posiblemente forme
agregados Qque el anticuerpc no reconoce dando comoe consecuencia
Qque l1la reproducibilidad del ensayo disminuya.

Es por aesto que Be decidid mantener a la cGH en una soluciédn
de carbonatos de sodio pH 10.3 con mertioclate al 0.01X y almace-
nada a 4° C., lo cual dié muy banoa resultados pues de esta
manera se obtuvieron ensayos bastante reproducibles.

De igual manera se razoné con el anticuerpo anticGH, pues se
vié que si era variag veces congelado y descongelado su afinidad
diaminuia, hacliendo Que el ensayo perdiera sensibilliidad, por 1o

Que ge decidid diluirlec en PBS 1:10 y hacer alicuotas pequefias
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Qque s8solo ae utilizaran en dos ensayos., De esta manera el anti-

cuerpo slempre mostrd una buena respuesta en los ensayos.

TITULACION DEL ANTIGENO Y DEL ANTICUERPO

Para los ensayos de titulacidn se probaron dos amortigua-
dores uno de carbonatos pH 10.3 y otro de fosfatos salino pH 7.8
dando mejores resultados el amortiguador de carbonatos, debido a
que como posee un pPH més alcalino, hace que la ¢GH se encuentre
mejor solubilizada ¥ por lo tanto sea mAs estable.

Con respecto a los dos tipos de placas que gse probaron: con
la de baja afinidad (LINBRO), los valores del blanc¢o eran altos,
eg decir que probablemente se dieran interacciones no eapecifi-
cas, por poseer una baja afinidad para la ¢GH. Mientras que para
la placa de alta afinided (IMMULON I1) los valores del blanco,
fueron bastante bajos o igual a cero, lo que nosg indicé 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,
8e eligieron concentracionese de ambos Que abarcaran un rango
amplioc para poder visualizar mejor las curvas de titulaciédn.

Asi, para el amortiguador de carbonatos se obtuve que el 50X
de desplazamiento mse Alé entre las concentracionea de cGH de
16.25 - 7.81 ng/pozol y empleando al ler Ab a la dilucid4n entre
1:110,000 a 1:50,000. Por otra parte, para el amortiguador de PBS
el 50X de desplazamiento se dié para la dosis de cGH de 62.5 -
31.25 ng/pozo, ¥y del ler Ab a las diluciones entre 1:30,000 a

1:100,000.
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Con estos resultados se declidié utilizar el amortiguador de
carbonatos ya Que con éste se requerian concentraciones més

bajas de ¢GH para obtener un desplazamiento al 50X, es decir se

aumentaba la sensibilidadad y 8e obtenia una buena
reproducibilidad.
En cuanto & 1la dillucidédn del ler A , se vié que del

intervalo de 1:10,000 a 1:50,000, la diluciédn Sptima para obtener
un desplazamiento al 50X fue de 1:40,000.

En cuantec a las condiciones del ELISA para la titulacidn con
respecto a los tiempos de incubacién con el ier Ab ¥ 20 Ab, se
decidié qQque fueran de 2 horas para asegurarnosg que la reacciédn
antigeno-anticuerpo llegara al equilibrio.

Para 1los demés pasos de este protocolo, nos basamos en las
metodologias descritas en la literatura para ensayos de titula-
c¢ién. Es decir, el tiempo de forrado de la placa (toda la noche &
4°C), el tiempo de bloqueo con BSA 1X (1 hora) y la concentraciédn
del sustrato (0.4 mg/ml y 0.2mg/ml de peréxido de urea) m&s 15

min., de tiempo de revelado.

Optimizacién de la Curva Patrén

Como ya se mencioné anteriormente, se probaron diferentes
diluciones de cGH parsa forrar la placa, y diferentes diluciones
del 1ler Ab. con el objeto de encontrar la curva con la mejor
sensibilidaa.

Se observéd que sai se utilizaban altas concentraciones de cGH

(62.5,31.25 ¥ 15.62 ng/pozo ) ¥ bajas concentraciones del 1ler

75



Ab- (1:10,000 y 1:14,000), la sensibilidad del ensayo no era tan
buena, pues el 50X del deaplazamiento se daba en dosis altas de
la curva patrén (16 y 32 ng/pozo).

Por el contrario cuando se decidié disminuir la concentra-
c¢idén de cGH (4 ng/poze) con dos diluciones del iter Ab (1:10,000 y
1:30,000), précticamente no habia desplazamiento.

Sin embargo al probar 6 ng/pozo para forrar la placa ¥ una
dilucidn de 1:40,000 del ler Ab, la curva patrén presentd un
desplazamiento del 50X en l1la dosis de 6 ng/pozo de la curva
patrén.

Se decildié utilizar estas concentraciones tanto de ¢GH como
de anticuerpo, pues las lecturas de denasidad éptica al 100% de
unidén eran de 1 unidad, lo que resultaba bastante préctico, pues
de esta manera se trabaja con lecturas que se podian detectar con
gran reproducibilidad. Si comparamos estas condiciones para 1la
optimizacién de la curva patrédn 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 parsa los esténdares
de la curva patrén solo se requiere de 1 ug de hormona, mientras
Que para el RIA se requiere de mas hormone (6 ug para la yodacién
més l1la  necegaria para los estAndares de la curva patrén). Con
respecto al antisuero en el ELISA se utiliza en una dilucidén de
1: 40,000 mientras que para el RIA ge utiliza 1:24,000 (Arémburo ¥y
eol. 1989c). En emte sentido se puede ver qQque el ELISA requiere
de menores cantidades tanto de hormona como de antisuero, con

respectoc al RIA.
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Para la optimizacién de los tiempos de incubacién se tomé en
cuenta Qque los tiempos cortos de incubacidn hacen disminuir 1la
sensibllidad del ensayo., ademas de gque la variabilidad aumenta
debido a que las reacciones pueden no llegar al equilibrio.

Eato se demostré al probar los diferentes tiempos de compe-
tencia con el ler Ab, pues como Be puede observar en la fig. 9 ,
el mejor tiempo fué a loe 60 min.

De igual manera asucedid con el tiempo de revelado, pues se
vié Que cuanto més tiempo se dejaba la incubaciédn lag lecturas
eran mejores y la sensibllidad se mantenfa esgstable, decidié&ndose
por el tiempo de 60 min.

Con respecto al 2°Ab. nos basamos en la literatura, y en la
experiencia en el laboratorio con lae inmuncelectrotransferencias
(Ardmburo y col., 1990a) en donde ge utiliza en una dilucién de
1:3000 ¥y una incubacidn de 2 horas. Como s8e puede apreclar el
ELISA requiere de menores tiempos de incubacién que el RIA. El
ELISA 8e lleva a cabo en aproximadamente 21 horas, mientras que
el RIA prequiere de mayoree tiempos de incubaciébn, en total 96
horas. En cuanto a la dilucidén del 2° Ab, en el ELISA se utiliza
en una dilucién de 1:13000 mientras que en el RIA se requiere més
concentrado (1:20), sin embargo es8 importante hacer notar que el
20 Ab cumple funciones diferentes en cada tipo de ensayo, en el
ELISA se requiere mas diluido Qque en el RIA puesto que en este
tipo de inmunoensayos, el 20 Ab se utiliza para marcar al Ller
anticuerpo que se unié al antigeno, ¥y de esta manera poder hacer
la cuantificacién, mientras Que en el RIA el 20 Ab asirve para
precipitar el complejo antigeno-anticuerpo, ¥ es por esto que ae

requiere de una mayor concentracién. Como se puede observar en la
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rig. 11 lam condiciones que se manejaron de rutina permitieron
trabajar con un ELISA altamente sensible (1.0 ng/pozo) ¥y repro-
ducible pues tanto el coeficiente de variacién intraensayo. como

el interensayo fueron pequefics (3.53X y 3.8X respectivamente),

Ensayo de Paralelismo e Identidad.

El ELISA reconoce de igual manera, tanto a la hormona pursa
como a la nativa que se encuentra circulante en la sangre, asi
como a la Que se encuentra en tejido hipofisiario, como se puede
observar en la fig. 12 en donde lag curvas fueron paralelas a la
curva patrdn de c¢GH pura.

Estos resultados prueban que en la hormona purificada se
mantienen sitiocs antigénicoe qQue tamblén estan presentes en la
hormona nativa, los cuales son reconocidos de igual forma por el
anticuerpo empleado.

Estos resultados fueron similares a 1o observadeo por medio
del radioinmunoensayo (Ardmburoc y col., 198%9c), lo cual corrobors
que esta técnica es igualmente sensible a una técnica isotépica.
Sin embargoc en 21 RIA el volumen de muestra que gse requiere para
hacer las determinaciones de las mueastrae problema es de 50 -~ 100
Mul, mientras que en el ELISA los vollmenes de muestras problema
aon menores de 10 - 20 ul.

Como 8e puede apreciar, en general el ELISA posee c¢lertas
ventajas sobre el RIA. 10 que la hace una técnica alternativa

para la cuantificaciédn de las concentraciones de cGH.
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Ensayo de Especificidad con hormonas adenohipofisiarias.

Como ya se vid en los resultados obtenidog en este ansayo,
el anticuerpo utilizado para el ELISA fue totalmente especifico
para la hormona de c¢recimiento de pollo, pues la inmunorreactivi-
dad cruzada con otras hormonas adenohipofisiarias (GH bovina, GH
rata, GH humana y prolactina bovina ) fue del 0.0O05X. Esto su-
giere que loes anticuerpos anti-cGH reconocen epitopos conforma-
cionales muy especificos de la hormona y que no son compartidos
con otras hormonas debido, posiblemente a que no se encuentran
expuestos o© presentes a pesar de la gran homologia a nivel de

estructura primaria con la cGH (60 -~ 80X).

Estudio ontogenético de la circulante en S razas de pollos de

engorda.

Las razas utilizadas para este estudio fuerocn diferentes en
cuanto & sus caracteristicas genéticas.

Tres de ellas son razas consideradas genéticamente puras
{(Hubard hubard, Arbor acres ¥y Pilch pilch), mientras que las
otras dos fueron razas hibridas (Indian River Vantres e 1Indian
River Pilch).

Esto ee importante de mencionar porque parte del objetive
de este estudio era ver 81 existian diferencias en los niveles
circulantes de cGH con respecto a sus caracteristicas genéticas.

Como se pudo obserwvar en los patrones de concentracién para

las razes puras (fig. 14,15 y 16) estas tres razas presentaron un
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perfil de cGH bastante similar, observAndose en la l1a y 28 sema-
nas de edad los picos de m&xima concentracidédn de cGH,

Mientras que para las razas hibridas el perfil de ¢GH fue
aimilar entre ellas pero ligeramente diferente al de 1las razase
puras.

En las razas hibridas como se puede observar en las figs. 17
¥ 18, los picos de mayor concentracidn de cGH fueron en la 1la y
5a esemana de edad.

También es importante hacer notar que en las primeras dosg
semanas de edad los coeficientes de variaciédn fueron altos, aeato
se puede deber muy probablemente a Que la secrecidn de GH gse da
de una manera desincronizada (Harvey ¥y col.,1979b), ademas de que
se debe tomar en cuenta la variabilidad que existe entre indivi-
ducs de la misma raza. SegGn el anAlisis de varianza de dos
vias, cuando ase compararon los niveles de ¢GH entre las 5 razas
se vié que la raza Pillch pileh resultd significativamente dife-
rente de las otras cuatro razas. Que las razas hibridas (Indian
River Vantres e Indian River Pilch) resultaron ser similares
entre 81, con respecto a sus concentraciones de c¢GH. Las razas
Arbor acres, Hubard hubard e Indian River Vantres, también com-
parten similitudes entre si.

Ccon respecto a las concentraciones obtenidas de <¢GH para
cada raza, se observéd que para todas las razas la ler semana fue
la que presentd los valores méAs altos de cGH , las semanas 2a ¥
$a fueron similares entre sl pero diferentes a las demAs, ¥ las
semanas 3a, 4a, 6a, 7a y 8a son semejantes entre si.

Esto coinecide con los perfiles de cGH obtenidos para cada

raza, en donde en general la la, 2a ¥y 5a semana fueron las edades
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con mayores concentraciones de cGH, mientras que en la 3a, 6a, 7a
y 8a loa niveles son menores, en particular en las fGltimas tres
edades los niveles de cGH Be mantienen con poca variacién.

Se corrobord que existe una relacidn inversa entre la con-
centraciédn de ¢GH y el peso corporal. Sin embargo se vio una
correlacidén casl directa entre las concentraciones de e¢GH ¥y 1la
tasa de crecimiento. Es decilr, que cuando los pollos son Jévenes
¥ pregentan altas tasas de crecimiento, las concentracionea de
¢@GH tambilén son elevadas y conforme loe pollos se van haciendo
adultos Yy su taga de crecimiento disminuye, loa niveles de cGH
también decrecen.

También se observdé que no hubo diferenclas en las concentra-
cliones de ¢GH con reapecto al sexo, lo cual se contradice con 1lo
reportade én la literatura, en donde se ha visto que los machos
Jévenes presentan concentraciones més elevadas que las hembras.
Sin embargo esto puede tener una explicacién y es Que el nimero
de animales con los Que se trabajd fué pequefic n=10 (5 para
e/Bexo) mientras que en lo reportado manejan numeros mAs grandes
de animales.

Otro aspecto iIinteresante Que se pudo observar en esate
astudio fué el hecho de que las concentraciones obtenidas de <cGH
para todase las razas fueron de 2 - § veces mds altos qQue 1lo
reportadoe en la literatura.

Para tratar de darle una explicacidn a eato se deben de
hacer varias consideraciones; primeramente hacer referencia que
los valores reportados en la literatura han eido cuantificados

por RIA 1o cual crea clertas diferencias en cuanto al tipo de
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sistema utilizado, pues si blien estas dos técnicas tienen 1los
mismos fundamentos, en el RIA tanto 1la hormona como el anticuerpo
se encuentran en solucidédn, mientras Que en el ELISA la hormona se
encuentra inmovilizada a una fase sdlida.

Esto da como consecuencila qQue el ELISA sea un método més
sensible, debido a que al estar el antigeno inmovilizado a una
fase sélida sus determinantes antigénicos se encuentran
totalmente expuestos, mientras que en el caso del RIA al
encontrarse en golucidn los reactantes es muy posible que el
anticuerpo no tenga la misma facilidad para reconocer a algunos
determinantes antigénicos.

Otro factor qQue se debe tomar en cuenta es lo referente a
las concentraciones a las cuales se encuentra el antigeno y el
anticuerpo, como ya se mencioné la calidad del anticuerpo utili-
zado en este ensayo es muy buena y esto se ve reflejado en la
dilucién a 1a cual se utiliza (1:40,000). Adem&s de que también
la c¢oncentracidédn de la hormona es baja (6 ng/pozo). Dando como
consecuencia un ensayo altamente sensible y especifico.

Otro hecheo que valida la especificidad del ensayo fue el
control de suero sin cGH, el cual al haber dadc lecturas de cero,
nose indicaba qQque el anticuerpo no reconocia a ninguna otra pro-
teina presente en el suero de pollo.

Esto se corrobord no s8olo con el ELISA aino c¢con una
inmunoelectrotransferencia que se realizé paralelamente (datos no
presentados) en donde ninguna de 1las proteinas que ae
tranafirieron al papel de nitroceluloss fueron reconocidas por el

anticuerpo.
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Por lo Que respecta a los valcres obtenidos para los sueros
de pollo, pudieran ser valores reales sl consideramos que el
ELISA en ciertas ocasiones resulta ser una técnica hasta 10 veces
mées aensible qQue el RIA (Prakash y col.,1987).

Salbert y col.(1990), reportaron un ELISA para gonadotrofina
de trucha, en donde observaron que el 1l1limite inferior de
sensibilidad para el RIA era de 300 pg/ml mientras que para el
ELISA fue de 70 pg/ml.

Eato es una evidencia mAs, que apoya el hecho de que el
ELISA es una técnica que detecta menores concentraciones qQue las
detectables por RIA, siliendo esto una posible explicacidén a losa
altos valores encontrados de cGH en la circulaciédn de Los pollos
estudiados.

Como se puede observar a lo largo de la discusiédn de los
resultadoas el ELISA para cGH resultdé ser una técnica, que bajo
nuestras condicliones fue altamente sensible y especifica. En
comparaclédn con el RIA para c¢GH el ELISA puede ser una técnica
alternativa para las determinaciones de la hormona, pues ademés
de auperar la sensibillidad, ofrece variaag ventajas como sont un
menor tiempo de duraciédn del ensayo; concentraciones mAs bajas de
edH ¥y de antisuero: volGmenes mAs psaquefios de muestra problema; y

sobre todo la eliminacién de material radiactivo.
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VI. PERSPECTIVAS FUTURAS.

El contar con una técnica tan sensible y especifica como 1lo
fue el ELISA para ¢GH, nos permitird seguir caracterizando a 1la
hormona de crecimiento de pollo (cGH), en cuanto a sus
caracteristicas de su estructura-funcidén.

En este sentido, trataremos de ver si las variantes de carga
¥ de masa Qque se han reportado para esta hormona, que poseen
actividades independientes, pueden gser detectadas en la
circulacidn, esto tendria una gran relevancla pues tratarfamos de
saber en donde 8e 1lleva a cabo el procesamiento de estas
variantes.

Por otro lado se podria determinar la ¢GH que s8se secreta
tanto en ensayos in vive como 1in wvitro, bajo condiciones

fisliolégicars muy particulares.
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VII. CONCLUSIONES.

- Se d1implementd un Ensayo InmunocenzimAtico (ELISA) para 1la
determinacidén de la hormona de crecimiento de pollo (eGH).

- La curva patrén presentd una sensibilidad al 50X del
desplazamiento a la dosis de 6.0 ng/pozo de cGH. El 1intervalo
util de medicién bajo emtas condicicnes fue de 1.0 - 32 ng/pozo.
- El ELISA reconoce por igual tanto a la hormona de crecimiento
de pollo Que se encuentra circulante en la sangre, asi como la
Que s8e encuentra en el tejido hipofisiario, generando curvas
paralelas.

- El ELISA para cGH, resulté ser especifico para la hormona de
crecimiento de pollo, pues la Iinmunorreactividad cruzada con
otras hormonas adenohipofisiarias fue menor de 0.005X%.

- Se obtuvé un coeficiliente de variacidn interensayo de 3.8
+0.5X (n=16), ¥ un coeficiente de variacién intraensayo de 3.53
+0.63% (n=8).

- Lea valores obtenidos para loa sueros de lag 5 prazas de
pollos estudiados, resultaron ser de 2 a 6 veces mads altos que
los reportados por el RIA.

- Con respecto a los patrones de cohncentracidén de <e¢GH a 1o
largo del creaecimiento obtenidos para las 5 razas de pollos de
engorda, la raza Pilch Pilech resultd ser significativamente
diferente a las otras 4 razas.

- En conclusién se obtuvé un ELISA altamente seneible,
homélogo y easpecifico para la cuantificacién de la hormona de

erecimiento de pollo (cGH).
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IX. APENDICE.

Soluciones amortiguadoras. -

- Amortiguador de fosfatos de sodic salino. PBS 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 68.995 grs - 1000 ml
X - 0.5 M X - 50 ml
®x = 68.995 grs X = 3.44 grs en 50 mli de H O
2
Fosfato de sodio dibaAsico
141.965 - 1 M 70.98 grs - 1000 ml
X - 0.5 M x - 200 ml
X = 70.98 grs X = 14,19 grs en 200 ml de H O
2

Se disuelve el fosfato dibdsico (14.1¢ grs) en aproximadamente
100 ml1 de H O bidestilada, se ajusta el pH a 7.8 con la 8olucién
2
de foefato monobdsico. Se afora a 200 ml con H O.
2
PBS 0,01 M pH 7.8
De 1la 8olucidn A e toman 20 ml y se afora a 1 litro con H O,

agregando 8.76 grs de clorurc de sodio.

- PBS, Tween 20 0.05X

A un 1litro de PBS se le agrega Tween 20 0.05%, es decir 500 ul de
Tween a un litroc de PBS.

- PBS, Tween 20 0,05X, BSA 1X%

Se pesan 1la albtmina bovina necesaria y se s8solublliza en el
amortiguador de PBS, Tween 20 0.05X%.

- Amortiguador de Carbonates 0.1 M pH 10.3

Carbonato de sodic 0.1 M
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105.993 - 1 M 10.59 grs - 1000 ml
X - 0.1 M X - 100 ml
X = 10,59 grs x = 1.05 grs

Bicarbonato de sodio 0.035 M

64.01 - 1 M 2.24 grs - 1000 ml
x - 0.035 M X - 100 ml
x = 2.240 gras. x = 0.224 grs.

Se disuelven tanto el carbonato como el bicarbonato de sodio en
100 ml de H O bidestilada. El pH Queda en aproximadamente 10.3.
2
- Amortiguador de Cilitrato de sodio 0.1 M pH 5.0
Citrato de sodio 0.5 M pH 5.0

Acido citrico 0.5 M

210.146 - 1 M 105.073 - 1000 ml
x - 0.5 M x - 100 ml
x = 105.073 grse. X = 10.50 grs

fosfato de sodilo dibdsico 1 M

141.965 - 1 M 141.965 - 1000 ml
X - 50 ml
X = 7.09 gre en 50 ml de H O
2
Se disuelve el &cido ciltrico en aproximadamente 50 ml de H O, se
2
ajusta el pH en un rango de 5.0 - 5.2 con la solucidn de fosfato
1 M y Be afora a 100 ml con H O. Esta soluclon se filtra para
2

evitar su contaminacidn.

De la solucidn 0.5 M se toman 3 ml + 12 ml de H O para obtener
2

una solucidén final de citrato de sodio 0.1 M pH 5.0.

Acido sulférice U4 N

29 ml - 1 N 116 ml - 1000 ml H O
2
X ml - 4 N X ml - 100 ml
X = 116 ml % = 11.6 ml de &clido sulférico en
100 ml de H O

2
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Soluciones para el ELISA

- Soluciédn para forrar la placa.

La ¢GH se disuelve en el amortiguador de carbonatos para forrar
la placa.

Los estdndares de la curva patrédn y las muestras Problema se
diluyen en PBS.

- Solucidn bloqueadora.

Para bloqQuear los sitios no ocupados por 1la hormona, se agrega a
cada pozo una solucidn de PBS, Tween 20 0.05X, BSA 1¥X.

- Solucién para dilulr al ler Ab y 2o AD.

Los anticuerpos se diluyen en PBS, Tween 20 0.05%, BSA 1X.

- Solucidn del sgsustrato.
ortofenilendiamina 0.4 mg/ml
0.4 mg - 1 ml
X mg - 15 ml
x = 6 mg en 15 ml de amortiguador de citratos.
perdxido de ures 0.2 mg/ml
0.2 mg - 1 m}
X mg - 15 ml
X = 3 mg
Se prepara un solucidn concentrada 100 veces es decir:
se pesan 20 mg ¥y s8e disuelven en 1 ml de H O
2
20 mg - 1000 ul
3 mg - x ul
X = 150 ul

La solucién del sustrato se prepara en el momento de utiliizarla.
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