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RESUMEN 

CARACTERIZACION BIOQU~MICA Y FUNCIONAL DE LA VARlANTE 

GLICOSILADA DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO 

La Hormona de Crecimiento (GH) es una familia de variantes moleculares, cuya existencia 

puede deberse al product0 de diferentes genes, a un procesamiento alternativo del ARNm o a 

modificaciones postraduccionales como agregacion, fosforilacion, desamidacion, proteolisis y 

glicosilacion. Con esta heterogeneidad puede explicarse, al menos parcialrnen~e, la gran 

diversidad hncional de la horr,iona La variante glicosi~ada de la GH se ha descrito en algunas 

especies de vertebrados, por ejtmplo, en el cerdo su proportion en plasma y en hipofisis varia 

durante el embarazo y el desarrollo fetal; ademas, su rasa de depuracion es rnenor que la de la 

forma no glicosilada. En este trabajo se purifico la GH glicosilada de pollo (G-cGH), con un 

nietodo alternativo que no recurre a la precipitacion con sulfato de amonio, a partir de hipofisis 

de pollos de engorda mediante cromatografia de inmunoafinidad (sefarosa 4B acoplada a 

anticuerpo monoclonal contra cGH) y por una columna de sefarosa acoplada a Concanavalina 

' A A1 analizarse con SDS-PAGE y We.stert1 Blot (WB), se identificaron dos bandas 

inmunorreactivas mayoritarias con pesos moleculares de 26 y 30 KDa en condiciones 

reductoras (R), y de 23 y 27KDa. en condiciones no reductoras (NR). Las bandas de 26 y 

23KDa correspondieron al monomer0 de cGH, mientras que las de 30 y 27 KDa, a la G-cGH 

evidenciandose por WBliincion para glicoproteinas (oxidacion de &cares-biotinilizacion). El 

tipo de glicosilacion se determino con las siguientes enzimas: PNGasaF, NANasa 11, 0- 

glicosidasaos, Endoglicosidasa F y H. La G-cGH h e  susceptible a la accion de la PNGasaF, 

dado que su peso molecular vario de 30 a 26 Kda (R), per0 no present6 cambios ante la accion 

de la NANasa, la 0-glicosidasa ni la Endoglicosidasa F ni H. Estos resultados sugieren que la 

G-cGH presenta un enlace N-glicosidico, lo que coincide con la presencia de una secuencia 

consenso para N-glicosilacion en su estructura primaria, ubicada en la posicion 188-190. La 

glicosilacion de hormonas proteinicas se traduce en cambios en su vida media, asi como 

modificacion en su union al receptor. Para la union a receptores hepaticos, la constante de 

afinidad de la G-cGH es de 0.07 nM y la capacidad o Bmax es de 4.77 fmovmg, mientras que 

para la hormona recombinante (r-cGH) son de 0.01SnM y 3.5 fmollmg, respectivamente. 
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La vida, desde la m L  pequefia celula hasta 10s complejos organismos multicelulares, 

consiste de sistemas fisicoquimicos complejos y abiertos que tienden a mantenerse en un 

estado estacionario y alejados del equilibrio termodinamico mediante el intercambio de 

energia y materia que establecen con su medio ambiente (Valverde, 19931, en donde queda 

implicit0 el manejo de information para mantener estos estados "organizados". En todos 10s 

organismos multicelulares. el crecimiento, diferenciacion y metabolismo de multitud de 

celulas en 10s distintos tejidos y organos estan coordinados por una elaborada red de 

comunicaciones intercelulares. Entre pequefios gmpos de celulas, la comunicacion se 

establece a menudo por contactos directos celula-celula, como por ejemplo en las sinapsis 

electricas o en 10s grupos celulares que tienen uniones comunicantes (en hendidura, gap 

junctior~s), asi como la sefializacion por contact0 por medio de moleculas unidas a la 

membrana plasmatica. Pero las celulas tambien tienen que comunicarse a traves de distancias 

mayores que aquellas que pueden facilitar las cadenas de contactos intercelulares. En estos 

casos hay productos celulares que acttian como mensajeros. Estas sustancias especiticas son 

sintetizadas y liberadas por las celulas que envian el mensaje y entonces se desplazan hacia 

otras celulas, entre las cuales solamente inducen una respuesta especifica en aquellas celulas 

blanco que poseen receptores para las moleculas mensajeras. Las celulas utilizan para 

comunicarse entre ellas una enorme variedad de sustancias quimicas y mecanismos de 

sefializacion; ejemplo de ello son las sinapsis quimicas ( d i h ~ ~ ~ .  1994. Dnrnen 19931. 

En un organismo complejo se hace uso de todos 10s tipos de comunicacion 

mencionados, para poder coordinar las hnciones en su conjunto y destaca la participation 

del sistema endocrino en donde una hormona. sustancia quirnica secretada en 10s liquidos 

corporales internos por una celula o gmpo de celulas denominado glandula, ejerce un efecto 

de control tisiologico sobre otras celulas del organismo (GU~IO.,  ,996,. 



La hipofisis, tambien denominada glandula pituitaria, es una de las glandulas 

endocrinas cuya produccion hormonal se ha estudiado ampliamente y su importancia se 

refleja incluso al haberse conocido como la "glandula maestra". El papel funcional de la 

glandula hipofisis fue reconocido por primera vez a traves de las manifestaciones clinicas 

generadas por hipersecrecion de la hormona de crecimiento (GH; por sus siglas en ingles 

Growth hormo~ie). Se atribuye a Pierre Marie (1886) el comienzo de la fisiologia de la 

hipofisis al describir el engrandecimiento de la glandula en la acromegalia y h e  Oscar 

Minkowski quien en 1887 refirio la asociacion del cuadro clinic0 de acromegalia con un 

tumor de la glandula. El nombre de pituitaria proviene del latin "pituita", que significa 

"flema", pues se pensaba que servia para proveer de humedad a las fosas. Sin embargo, la 

relacion causa-efecto fue establecida hasta el aiio de 1900 por Hutchinson quien dijo " ... en 

el cuerpo de la pituitaria parece que tenemos una especie de centro regulador del 

crecimiento para todo el cuerpo, cuya alteracion en etapas iniciales de la vida producira el 

fenomeno de gigantism0 y mas tarde acromegalia" c~oui~et,. 199or. Para 1921 Evans y Long 

lograron inducir crecimiento en ratas mediante la inyeccion de extractos hipofisiarios; 

simultaneamente se reconocieron por primera vez efectos gonadotropicos. La hipofisectomia 

como modelo experimental fue introducida por Aschner en 1909, aunque no fue sino hasta 

1927 que Smith demostro sus consecuencias en ma~niferos. Smith observo que las ratas 

hipofisectomizadas no podian crecer, ademas de exhibir atrofia de las gonadas, tiroides y 

suprarrenales y que estos efectos se hacian reversibles mediante la colocacion de implantes 

hipofisiarios. ~ s t o  habia sido anticipado 10 aiios antes por Allen (1917) quien efectuo 

estudios paralelos en renacuajos (larvas de rana) hipofisectomizados describiendo varias 

funciones de la hipofisis que involucraban las descritas por Smith CThornererol. 19981. 

La hipofisis es una glandula pequeiia - alrededor de 1 cm de diametro y de 0.5 a I 

gram0 de peso en el humano hasta 0.005g en ranas - situada en la silla turca, cavidad osea 

en la base del craneo, y conectada con el hipotalamo por el tallo hipofisiario. Desde el punto 



de vista anatomico, la hipofisis se puede dividir en dos porciones distintas: hipofisis anterior, 

tambien denominada adenohipofisis, e hipofisis posterior, tambien conocida como 

neurohipofisis. La adenohipofisis se puede dividir en tres regiones o pars: pars distalis 

(anterior), pars tuheralis y una zona pequeiia y relativamente avascular denominada pars 

iwlermedia, que casi no existe en el ser humano y no existe en aves aunque es mucho mas 

grande y hncional otros vertebrados. En cuanto a la neurohipofisis, se pueden identificar 

dos regiones: la eminencia media y la pars iiervosa. ademas del tallo infundibular (tallo 

neural) i~;uyron. 1996. Nornr. 19x0). 

Desde el punto de vista embriologico, las dos porciones de la hipofisis tienen 

origenes diferentes: la 
.. ... .. .. hipofisis anterior en la bolsa 

de Rathke, invaginacion 

embrionaria del epitelio 

~ l i c ~ ~ ~  faringeo, y la hipofisis 
p~.".n(riCUi.r 

1.1 posterior en una 
.-_, N~cla~prernarn i lu  

~ l r ~ ~ ~ ~  ,,, excrecencia del hipotalamo 

N I C ~ O  ~ l i~ i -  rniml~v -infundibulo-. El origen de 

C U C T ~ O  mamhr 
la hipofisis anterior en el 

epitelio faringeo explica la 

naturaleza epiteliforme de 
Vaso portal hipmsiarm " 

sus celulas, mientras que el 
Lbbul. ante&. ' 

EI hipottiam0 humam, con uns representacibn -dii.nrns. ssbrcpuerto de 0rigen de la hipofisis 
10s vraosportalss hipaf l r i r~as (Gamnp, tWJ) 

posterior a partir de un 

tejido nervioso explica la presencia de gran numero de  celulas de tipo glial -pituicitos- en 

esta glandula 

La hipofisis anterior secreta hormona de crecimiento, hormona adrenocorticotropica, 

hormona estimulante de la tiroides, hormona foliculoestimulante, hormona luteinizante y 

prolactina, principalmente, mientras que la hipofisis posterior secreta oxitocina y 



vasopresina. Asimismo, la hipofisis sintetiza tambien hormona P-lipotropica y hormona 

estimulante de 10s melanocitos, entre otras sustancias y neurotransmisores. Las hormonas de 

la hipofisis anterior desempeiian papeles fundamentales en el control de hnciones 

metabolicas en todo el organismo. Las dos hormonas secretadas por la hipofisis posterior 

desempeiian otros papeles: 1) Hormona atrriditrrc'tica -tambien denominada vasopresina- 

controla la tasa de excrecion de agua por la orina y de este modo ayuda a controlar la 

concentracion de agua en 10s liquidos corporales; ademas tiene efectos en la contraccion del 

musculo liso vascular, estimula la sintesis de protaglandinas y la glicogenolisis hepatica. 2) 

Oxirocitm promueve la eyeccion de leche desde las glandulas mamarias hasta el pezon 

durante la succion, y ayuda a1 parto del recien nacido al termino de la gestacion. Las 

hormonas de la hipofisis posterior son nonapeptidos, y pueden encontrarse algunas variantes 

en diferentes especies de venebrados; por ejemplo, si el aminoacido 8 es arginina, la 

vasopresina se conoce como arginina vasopresina (AVP), per0 si es lisina, toma el nombre 

de lisina vasopresina (LVP). La LVP se puede encontrar en cerdos e hipopotamos, por 

ejemplo rsorrrs. 19801. 

i 
.. Horntot~os crdetrohipofisinrins - - I hlodilicsdo dr. .\brns. 1980. Tjreil er ol. 19941 - 

~ o m b r e  Abre- Sinonimos - - ' -cFuenrecelu lar  0rgano Funcion*' 
viatura -- blanco*' 

S o ~ n a t o ~ ~ ~ a ~ ~ l o t r o p i ~ ~ a s  (cvolucion;~ro~~ dc u n g e n  anccslral conllin) 

Prolactina PRL Mamotropina Lactotropo Glandula Estimula la sintesis 
mamaria de leche ....... ~ ....... ~ ~ ~ ~ . . ~  .................... ~.. ~~~ ~ ....... ~ ...................... ~. ~~~~ ...... ..................... ~...~ ....................... ~.~ ...................... 

Hormona de GH Somatotropina Somatotropo Musculo Estimula la 
crecitniento Hormona incorporacion de 

solnatotropica aminoacidos en 
proteinas 

ACTH y pdptidos relacionados (todas derivan de 1111 coll~iln: la pro-opiomelanoconi~~a POMC. de 
peso molecular 28.500) *' 

Corticotropina ACTH Hormona Corticotropo Corteza Estimula la sintesis 
( ~ ' a  39) adrenocortico- 

tropa 
Adrenocortico- 
tropina 

Peptido tipo CLIP 
corticotropina 
del lobulo 
intermedio 

. 
(18a 39) ... ............................................. ~.~ ............................. 

adrenal y secrecion de 
(suprarre- corticosteroides 
nal) 



................ 

Corticotropoi? Tejido 

(42 a 101) licerol ....... -...--...----.-....... Y-.i% - 
Melanotropina MSH Intermedina, Pars Melanocito Estimula la sintesis 
a-MSH: Hormona del pigmento 

(1 a 33)  estimulante melanina 
j3-MSH: (a .  P7 Y) de 

(84 a 101) melanocitos 0 

y-MSH: melanoforos 
( ~ 5 5  a 4 4 )  . ............... 

Endorfinas Mortina Analgesia i? 
a-endortina: endogena Contienen la 

(61 a 76) secuencia del 
j3-endorfina: peptido 

(61 a91)  metencefalina 
(61 a 65) 

Glicoprotcinas: todas tienen 2 subunidades. la subunidad alfa es cornun para las ires. rnientras que 
la beta es espccifica para cada una 

Tirotropina TSH Hormona Tirotropo Glandula Estimula la sintesis 
estimulante de tiroides de hormonas 

foliculo desarrollo folicular 
estimulante en hembras y la 

espermatogenesis 
en machos; 
estrogen0 en 

luteinizante estimulante de de androgenos y 
las celulas progesterona en 
intersticiales hembras y la 
Lutropina secrecion de 

androgenos en 

- 
r - 

machos 
-- - 

*' se cita solo un organ0 blanco o una funcion 
** la numeracion refiere las posiciones de aminoacidos en la secuencia, 
tomando como base la secuencia de ACTH (se presentan posiciones con valor 
negativo para y-MSH, el peptido sefial y fragment0 aminoterminal comienza 
en -131) 

El reconocimiento anatomic0 hecho a principios de 1940 de que el aporte vascular 

de la hipotisis anterior se hacia con sangre que ya habia circulado por capilares de la 



eminencia media del hipotalamo, hizo intuir la existencia de un control neurohumoral. Ahora 

se sabe que el hipotalamo controla la secrecion de hormonas hipofisiarias mediante la 

liberacion de neurohormonas que pasan por un circuit0 portal denominado hipotalamo- 

adenohipofisiario. El eje hipotalamo-hipofisis consiste de (1) neuronas neurosecretoras que 

forman el nucleo neurosecretor de la region hipotalamica del cerebro, (2) la hipofisis o 

glandula pituitaria y (3) de glandulas y otros blancos a 10s que controlan directamente. 

Representa el enlace neuroendocrino entre el sistema nervioso y el traditional sistema 

endocrino r.vornr. 19.i0,. Las neurohormonas del hipotalamo regulan la secrecion de la hipofisis, 

al igual que las hormonas hipofisiarias regulan la secrecion de sus glandulas blanco. Por su 

parte, las propias hormonas de las glandulas blanco (perifericas) regulan la secrecion 

hipotalamica e hipofisiaria; este sistema de regulacion se denomina retroalimentacion. El tipo 

de regulacion que se establece entre hipotalamo e hipofisis se llama retroalimentacion de asa 

corta, mientras que la autorregulacion de la secrecion hipotalamica por su mismo product0 

se conoce como retroalimentacion de asa ultracorta. Una de las principales diferencias en 10s 

distintos ejes es si la accion de las hormonas perifericas se realiza fundamentalmente a nivel 

hipotalamico o hipotisiari~,..i~.~r~~. 17921 

Por otro lado, durante 10s afios cincuenta y sesenta, el desarrollo de tecnicas para 

analisis y purificacion de proteinas ayudo a rnejorar la calidad de 10s preparados hortnonales 

empleados en investigaciones biologicas. Asi, h e  posible percatarse que la actividad de la 

hormona de crecimiento era especifica para cada especie, culminando con el primer 

tratamiento exitoso de un nifio con deficiencia en la secrecion de hormona de crecimiento 

con extract0 hipofisiario humano por Raben en 1958. 

Aparte de la hormona de crecimiento, la mayor parte de las hormonas importantes de 

la adenohipofisis ejercen sus efectos principales mediante la estimulacion de glandulas blanco 

tales como la glandula tiroides, la corteza suprarrenal, 10s ovarios, 10s testiculos y las 

glindulas mamarias. Si bien en un principio se consideraba que las hnciones de cada una de 

las hormonas hipofisiarias se relacionaban tinica e intimamente con las funciones de sus 

respectivas glandulas blanco, ahora se tienen en consideracion funciones propias y 



diferenciales de estas hormonas; por su parte, la hormona de crecimiento ejerce sus efectos 

sobre todos o casi todos 10s tejidos del organismo. 

HORMONA DE CRECWENTO 

El crecimiento puede describirse convenientemente como: el proceso mediante el 

cual aumenta de tamaiio el cuerpo como resultado de la adicion organizada de tejidos 

nuevos, el aumento del volutnen celular asi cotno del numero de celulas. La hormona de 

crecimiento (GH) es un polipeptido y representa la cantidad poco comlin de 5 a 10 % del 

peso seco de la hipofisis. Fue llamada asi como resultado de las notables distorsiones del 

patron postnatal de crecimiento que es causado por la secrecion anormal de la hormona. La 

deficiencia de GH se asocia con el enanismo y la secrecion excesiva de esta con el 

gigantism0 y acromegalia. La GH en si no es responsable de todos 10s efectos relativos al 

crecimiento, aunque no hay duda de que es necesaria para el crecimiento general del cuerpo 

despues del periodo postnatal jnmediato (el crecimiento fetal y neonatal temprano son 

relativamente independientes de GH), per0 muchos otros aspectos del crecimiento, 

incluyendo el crecimiento regenerative y la cicatrizacion de las heridas, el crecitniento del 

cabello y algunos de 10s cambios en la contiguracion del cuerpo que ocurren en la pubertad, 

no requieren de GH ~ i i , ~ d ~  I ~ ~ J J  

Es sorprendente observar que el nivel plasmatico de GFI solo esta relacionado con la 

velocidad del desarrollo en el periodo neonatal. Despues. no se vuelve a encontrar relacion 

con crecitniento o epocas de crecimiento, respondiendo en cambio tnuy facilmente a cambios 

metabolicos o de actividad, en especial la hipoglucemia. Por ejemplo, en la maiiana en 

ayunas, un gmpo de sujetos normales en una pmeba ordinaria de tolerancia a la insulina (0.1 

unidad de insulina zinc cristalina por Kg. de peso corporal, administrada por via intravenosa 

en 5 a 10 ml de solucion salina al 0.85%. en la cual se observa una disminucion promedio de 

glucosa sanguinea a 34% del valor del reposo aproximadamente), mostraron un aumento 

medio de la GH plasmatica desde menos de 1.0 ng/ml en el tiempo cero, hasta 45.2 ng/ml al 



cab0 de una hora (limites de 25 a 70 ngtml). Se observo que 10s esteroides 

corticosuprarrenales disminuian importantemente esta respuesta ; por ejemplo, en quienes 

recibian dosis equivalentes a mas de 60 mg de cortisona por dia, el aumento medio de GH en 

plasma solo h e  hasta 6.7 ng/ml (limites 1.5 a 13 ng/ml). Los pacientes con hipopituitarismo 

mostraron falta completa o disminucion importante de la respuesta de GH frente a 

hipoglucemia (Fron~yRoblon.  1964). Las celulas glucorreceptoras que inician la respuesta de GH a 

la hipoglucemia se encuentran en el hipotalamo. Sin embargo, el ejercicio tambien produce 

un aumento de la secrecion de GH, lo mismo que el ayuno. Un esfuerzo fisico tan ligero 

como el levantarse de la cama aumenta la secrecion de hormona de crecimiento. Los niveles 

normales de GH van de menos de 1 a 5 nglml aproximadamente. En la acromegalia, se 

encuentran cifras entre 50 y 200 ndml, que ya no disminuyen por administracion de glucosa 

rFrte.scn silslw'ood. 19651 

EFECTOS DE LA HORMONA DE CREClMIENTO 

Puesto que la vida media de la hormona de crecimiento en el humano no pasa de 23 
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minutos, se supone que debe ejercer algunos de sus efectos cuando menos, en particular el 

crecimiento, a expensas de factores intermedios. Se han identificado varios de estos factores, 



cuya presencia en el plasma depende de la existencia de GH. En 1957 Solomon y 

Daughaday, estudiando las actividades de la GH, observaron que irr vifro, la hormona no era 

capaz de estimular el crecimiento del cartilago, lo que si ocurria cuando al cultivo se afiadia 

plasma de animal normal. Postularon la existencia de un factor plasmatico responsable, 

diferente per0 dependiente de GH, ya que no se encontraba en el plasma de animales 

hipofisectomizados pero reaparecia cuando estos eran tratados con GH exogena. La accion 

basica de este factor seria la de estimular la incorporacion de sulfatos a 10s proteoglicanos 

del cartilago, por lo que h e  denominado "factor de sulfatacion". Comb ademas interview en 

otras actividades metabolicas, se conocio mas tarde como somatomedina, termino con el que 

- se expresaba su actividad de mediador del crecimiento somatico. En la actualidad se sabe 

que las somatomedinas son en realidad formas peptidicas estructural y fbncionalmente 

similares a la insulina, por lo que se propuso el termino de "factor de crecimiento 

insulinoide" (IGF i~~.stilitr like Growth IGcfor: IGF-I o somatomedina C, e IGF-11 o 

somatomedina A) ~ D e ~ e s o  E ,  01, 19921. 

En cl metabolisnlo profeinico, la GH aumenta la retencihn de nitrogeno (se observa 

disminucion del nitrogeno ureico de la orina y balance positivo de nitrogeno), acelera la 

entrada de acidos aminados a las celulas (disminucion en su concentracion sanguinea), la 

sintesis de ARN mensajero y ribosomico, y en forma general la produccion de proteinas. La 

hormona de crecimiento aumenta la lipolisis, eleva 10s acidos grasos libres del plasma (FFA), 

e inhibe la formation de grasas. En el metabolismo de carbohidratos, la GH es antagonista 

de la insulina, disminuyendo la entrada de glucosa a las celulas y bloqueando la accion de la 

insulina respecto a esta funcion. Se ha propuesto que la insulina y la hormona de crecimiento 

podrian ser 10s dos principales factores responsables de la homeostasis metabolica en 10s 

ciclos diarios de ayuno y alimentacion. La hiperglucemia durante la fase de absorcion que 

sigue a una comida eleva la secretion de insulina y suprime la de GH. Se produce asi una 

disminucion de FFA plasmaticos, con sintesis activa de grasas. Viene luego una etapa 

intermedia durante la cual, a1 cesar la absorcion de glucosa, la GH plasmatica empieza a 

aumentar, existiendo sin embargo todavia bastante insulina. Como tanto la insulina como la 

GH aceleran la entrada de aminoacidos a las celulas, actuan de manera sinergica en esta 



etapa intermedia, aumentando la sintesis de proteina. Finalmente, en el ayuno ulterior, la 

secrecion de horrnona de crecimiento aurnenta, disminuyendo la glucosa y la insulina 

disponibles. El aumento de GH significa lipolisis, y permite ahorrar glucosa, siendo asi 

menos necesaria la gluconeogenesis a partir de proteinas (FnerenyAmmood. 1965:Devesaeral19921 

( Olilsson et al. 1992 
Incrc~ncnto en la for~nacion dc colonias eritroides en medula osea in virro en presencia de I Stcenfos & lansson. 1992 

ACCIONES BIOLOGICAS DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO 
AA:~BOLICA 
7 CAPTACION TISLJLAR DE 
AMINOACIDOS 1 NEOSINTESIS PROTEICA 
f FABRICACION DE ARNm J 
f ACTIVIDAD ENZIMATICA BALANCE NITROGENADO 

POSITIVO*' 
/~s t i~nu lac ion  del creci~nic~ito aninla1 
Auniento en la incorporackjn dc sulfato ('IS) en sulfatos dc condroitina de cartilago (via 
IGF-I) 
E ~ ~ s a ~ ~ c l i a ~ ~ i i e n t o  dc la placa de canilago epifisiario de la tibia -rata 
Sintcsis dc ARN (bigado) 
Estis~ulacion de la captura de aminoacidos por tejido muscular in v i r ro  

Sintesis de proteinas plasniaticas 
Promue\,e la diferenciacio~~ de lincas cclulares derivadas dc ~nesenauima 

Evans & Long. 1922 
Solo~non y Daugl~ada), 
1957 
Greenspan et al. 1949 
JefTerson & Korner. 1967 
Kostyo JL, 1968 
GriK~n & Miller, 1974 
Green et al. 1985 

eritropoyctina 
Manteninliento de la poblacion del tcjido linfitico con linfocitos 

_1 
Estimulaci6n dela  libcracibn dc IGF-I hcpitica 

Snow et al, 1981 
McCon;lgllc!. & Sledgc. 
1970: Green et al. 1985 
Holley and Wass. 1989 

111.4 ~rrO(i~:.\;4 
1 UTILIZACION CELULAR I HIPERGLUCEMIA 
DE GLUCOSA .1 
f PRODUCCION HEPATICA HIPERINSULINISMO 
DE GLUCOSA -- 
Au~ocnto en 10s nivclcs dc gTucosa (efccto diabct6gcno) 
Inhibicion de captura basal !. csti~nulada por insulina. de 2-desosi( '~~glucosa y 3-0-r~~eli l-  
D-glucosa por adipocitos 3T3-F442A por administration cronic;~ de GH 
EFECTOS TIP0  IN.YL%I.~:~l*' 
Efecto inicial transitorio tipo i~~su l ina  (hutnanos) 
Estimulacion de la captura dc glucosa por tejido adiposo de pollo !. aulllellto en la sintcsis 
de lip~dos 

Cotes el al, I949 
Silvcrrrlan et al. 1989 
Tar et al. 1990 

MacGorn~an et al, 198 1 
Rudas & Scnnes. 1983 
Grecn ct ;!I. 1985 

.4ll/~o(;L.\7(:4 *: 
1 Esr~mulacion de la difcrcnc~acio~~ de prcadipocitos 3T3 I Morikatva et al. 1982 1 

L I P O L ~ ' ~ ( : ~  *: 
ACTIVACION EN DESTRUCC~ON DE 
ADIPOCITOS DE LA TRIGLICERIDOS 
TRIGLICERIDO-LIPASA 1 

f AC.GRASOS LIBRES 



Incremento en la circulation de acidos grasos libres (efecto lipolitico in uivo) 
Estimulacion de la li$lisis in vitro en tejido adiposo 
Efecto antilipogenico (antiinsulinico) 

REGULACION HIDR0,IfIh'ERAL 

Shimomura et al, 1982 
Panicipa en la osmorregulacion dnrante la transicion (migration) de salmonidos de agua Madssen, 1990 

Ych and Moog, 1975 
Fain el al, 1965 
Walton et al. 1986 

ANTI-LIPOL~TICA 
Inhib~c~on de la lifilis~s in vrrro ~nducida por agentes lipoliticos en extractos de tejido 
adiposo 

"Los parametros de medicion de creci~niento quc se e~nplean pueden ser: ganancia en pcso (con la 

desventaja potencial de considcmr l~epatomcgalia u obesidad conlo crecimiento): indices de crecimiento 

esqueletico. como altura (liu~nanos. caballos), longitud de cola (ratas. ratones). grosor de la placa de 

cartilago epifisiario en hnesos largos (tibia): y tanlbitn retention dc nitr6geno -representando crcci~nic~~to de 

mlisculo rHoinn,ej. Scones and Do~phadrr j .  19951. 

*'Se cncuentran diferentes respuestas de 10s adipocitos por exposicion a GH: efectos agudos (esposicion 

menor a 4 h. con EDso de 50-100 ng/ml) y efecros cronicos (mas de 4 11 de exposicion. con ED5" de 1-5 

ngl~nl). Los efectos tipo insulina son agudos. mientras qile el lipolitico. diabetogenico y adipogcnico son de 

tip0 cronico. (~ridre;-.4gurlor el 01. I P Y ~ I  

Goodman. 1970 
Aramburo et al. 1989a 

dulce a agua salada 
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de iones a~uonio 

La hormona de crecimiento, junto con la prolactina, el lactogeno placentario, la 

somatolactina y la proliferina, representan una familia de proteinas, con base en similitudes 

estmcturales per0 con funciones diversas /Leurr e ta /  1980: Srehur~ .  1 9 , ~ .  

Conrilain & Abramow. 
1964: Welbourne & 
Crooin. 1991 

La hormona de crecimiento (GH) es una proteina hipofisiaria con 191 aminoacidos y 

alrededor de 22.000 daltones de peso molecular, descrita en todos 10s grupos de 

vertebrados. La GH es heterogenea tanto estructural como hncionalmente. Existen cuatro 

residuos de cisteina presentes en todas las GHs de especies evolutivamente tan disimiles 

como el humano y el tiburon, con 10s que se forman puentes disulhro (posiciones 53-164 y 



18 1-189) generando dos asas en la molecula, una grande y una mas pequeiia 6cones and(.ompball 

1995) 

Oracias a 10s estudios de cristalografia de rayos X de alta resolution realizado con la 

GH porcina ( .bde~-~(egurd er 01, 1 9 8 ~  y de 10s cristales de la GH humana unida a1 dominio 

extracelular del receptor de hormona de crecimiento (D. 110~ er 01.19921, ha sido posible conocer 

la estructura secundaria y terciaria tanto de la hormona como de su receptor, de donde se 

han deducido las siguientes caracteristicas: se trata de una proteina formada por cuatro a- 

helices antiparalelas que se extienden en 10s segmentos 7-34, 75-87, 106-127 y 152-183, en 

donde cada helice presenta diferente caracter anfifilico, siendo la helice 4 mayoritariamente 

hidrofobica; ademas, la estructura primaria de las GHs de vertebrados conocidas, dentro de 

estas regiones a-helice, exhibe considerable homologia. Se tienen tambien dos formaciones 

a-hdlice 2 CUUH 

HORMONA DE CRECIMlENTO 

de a-hdices pequefias en las regiones 53-58 (-1.5 giro) y 89-96 (-2 giros), con lo que la 

conformacion de la GH es aproximadamente 50% a-hdice. 



Los dominios que interactuan con el receptor se han identificado mediante 

mutagenesis dirigida (('~nnnn~horn el OL IYYOJ y el grado de afinidad de cada mutante se ha 

evaluado por ensayos de radiorreceptor por union de la hormona (marcada 

radioactivamente) a su receptor. Mediante estos estudios y otros en donde se analizan 10s 

efectos de anticuerpos monoclonales sobre epitopes especificos en la molecula de GH se 

identiticaron algunos requerimientos estructurales para la union al receptor. Hay de hecho 

dos sitios distintos en 10s que se puede unir el receptor de GH (GHR) a la molecula de la 

hormona. El sitio 1 incluye la helice 4 desde su region central a carboxiterminal, y 10s 

residuos del asa (54-74), que forman enlaces de hidrogeno y puentes salinos entre K41, 

(L45), Q46, P61, (R64), R167, K168, D171, (K172), T175, (F176), R178 y el GHR. El 

segundo sitio incluye la helice 3 y la hdice 1, con puentes entre 10s residuos N12, R16, R19 

y el GHR flconesd ~ . O , , , ~ ~ ~ I I .  I Y Y S : J , , ~ ~ ~ = ~ ~ C I ,  I Y Y Y ~ .  

De esta manera, la GH y su receptor forman un heterotrimero ("sandwich"), con 

uniones (puentes de hidrogeno y 

salinos especificos) entre las dos 

moleculas de receptor (ne 1.0. ,.lor. I Y Y ~ J .  

La hdice tres por su parte participa 

ademas como pivote en la accion de 

la GH comer and ('a,wphsIl. 19951. Se 

piensa que una molecula de GHR se 

une primer0 al sitio I de la GH y 

subsecuentemente otra molecula de 

GHR ocupa el sitio 2 (Firherul, 19921. La 

evidencia que aportan 10s estudios 

cristalograficos y de union a 

receptor sobre la interaccion de la GH con sus receptores no refleja necesariamente la 

actividad biologics de la molecula. Estudios de actividad adipogenica de moleculas 

quimericas de hGWhPL sugieren que efectivamente existen dos sitios de union en la 

molircula, en donde el segundo sitio se compone de dos subdominios estructurales. Para 



mantener una actividad adipogenica es necesario contar con el sitio I y alguno de 10s dos 

subdominios del sitio 2. La molecula puede ser biologicamente activa a pesar de mostrar 

reducida la dimerizacion de receptores en experimentos in vitro (Judrezerol. 1999,. 

HETEROGENEIDAD MOLECULAR 

Con anterioridad se veia con escepticismo la posibilidad de la heterogeneidad. 

molecular nativa de la hormona de crecimiento, por considerar que se debia a artificios 

experimentales Sin ,embargo, con tecnicas mas sofisticadas y el uso de poderosos 

inhibidores de proteasas se confirma la presencia de mtiltiples forrnas, por lo que ahora se 

acepta ampliamente que esta hormona proteinica esta compuesta par una familia de 

moleculas que tiene diferentes fientes de procedencia, ya sea par la existencia de mas de un 

gen para la GH, como por el procesamiento alternativo de su ARN mensajero (mARN) o las 

modificaciones postraduccionales que pueda sufrir la proteina, tales como fosforilacion, 

glicosilacion, proteolisis, desaniidacion, acilacion y agr~gacion. lncluso se pueden considerar 

las formas generadas despues de la secrecion, como la formation de complejos con proteinas 

unidoras en el plasma (GH-BP por sus siglas en ingles (;ro\c~/h Horttrort~. Hitrdi~g Pro~ritr), o 

la metabolizacion en diferentes tejidos. Estas variantes -isohormonas para el caso de las que 

sean product0 de genes diferentes- se han identificado tanto en extractos hipofisiarios como 

en plasma y preparaciones puras de la hor~nona , L ~ w , s ,  1 ~ x 4 .  A T ~ U ~ ~ U ~ O  .i 01. 1nv.i" io.,,,onn. I W I ,  SC, ,~ , ,  

ond ('ompbrll. 1995). 

Se han descrito isoharmonas derivadas de duplication genica para la GH humana 

(h(;H-N,'h(;H-l') ISeehvry. 1983. I ~ 1 1 ~ ~ x . l ~  r.r 01 1 9 . V  f'ukd,irn~ er ui IUS3: Rarri and loIt,~an. I V s <  i.ionkenne, r.z a1 IY,<'. 

I.oo~<, er 01 19sx1 v para la GH de trucha (rl(;H-J r/(;H-I/) ,Awellon. er (71 19,vn. Las GHs humanas 

derivadas de 10s dos genes difieren en 13 residuos aminoacidos y su sintesis tiene diferentes 

sitios de origen: el gen hGH-N se expresa principalniente en la hipotisis mientras que el gen 

hGH-V se expresa en la placenta; la proteina del gen hGH-V es la forma predominante de 

GH en circulation en mujeres en el tercer trimestre de embarazo (Frnnkcnnc er 01. 198:: Fronlrnne er a / ,  

1vh.s). No hay evidencia de dos genes de GH en otras especies, except0 en salmonidos, en 



donde pueden representar diferencia en genes o rnicroheterogeneidad en diferentes 

poblaciones de estos peces ,/lgeiion, el a i  1988). Se tiene evidencia de microheterogeneidad en 

bovinos: en la bGH, el aminoacido 127 puede ser valina o leucina; hipofisis individuales 

pueden producir 100% de bGH Va1127. 100% Leu127 o 50% de cada una. De esta manera 

parece haber polirnorfismo alelico de GH en ganado fieoveyeraI, 19i1). 

El ARNrn de GH tambien puede sufrir procesamiento alternativo dando origen a 

proteinas diferentes: este es el caso con el transcrito del gen hCH-N, las proteinas 

resultantes son respectivamente hGH de 22 kDa con 191 residuos aminoacidos y hGH de 20 

kDa con una delecion de 15 residuos aininoacidos (residuos 32 a 46) (LWU er 01. 19-8,, 

representando de 5 a 10% de la hGH monomerica en la hipofisis. Puede haber 

procesamiento alternativo del ARNm de rGH que resulte en la delecion del exon 3 o corte 

en dicho exon dando lugar a moleculas que no tienen 10s aminoacidos 32 a 71 y 42 a 46 

respectivamente 1989: Howlond 198-I. En el caso del transcrito bovino puede retenerse el 

intron D debido a un factor irat,s de 35 kDa que se une a secuencias cis localizadas en el 

esbn 5 , . ~ ~ ~ n r r o / .  ,993); tambien se ha observado la retencion del intron D en unh proporcion de 

transcritos de hGH-C' y h('.'$-A a f ~ ~ ~ i ~ ~ d ~ r ~ ~ .  1992,. 

La GH, al igual que muchas otras proteinas, se sintetiza primeramente en el 

somatotropo como un precursor que contiene un peptido seiial; este peptido se remueve 

proteoliticamente y durante esta transformation es posible que se presente heterogeneidad 

N-terminal. como se ha observado en algunas especies. Por ejemplo, el extremo N-terminal 

de la GH bovina u ovina tiene ya sea fenilalanina (Phe) o una alanina (Ala) extra. Esto es 

resultado del procesamiento diferencial del precursor pro-GH rL L.I 01, IYS;I. 

Despues de la sintesis, la GH puede sufrir modificaciones postraduccionales que 

lleven a diferentes variantes de la molecula. Se han descrito variantes para la GH derivadas 

de agregacion de la forma principal de la GH, para formar dimeros y otros oligomeros, 

trimeros, tetrameros y hasta pentameros ((-hou,ia er 01. 198;: SloIor ond Uuzt,nann. 19861. Estas formas 

parecen representar aproximadamente 40% de la GH inmunorreactiva que se secreta al 



plasma en humanos, estimado con la premisa de que las formas oligomericas tienen la misma 

inmunorreactividad inherente. La forma dimerica parece tener dos monomeros de 22 KDa 

ligados ya sea no covalentemente o por puentes disulfuro @ O W ~ O " ~ ,  ,991). Sin embargo, al 

menos algo de la GH dimerica (de pollo) permanece incluso despues del tratamiento con 

dodecilsulfato de sodio (SDS) y con 2-mercaptoetanol (que romperian enlaces no covalentes 

y puentes disulhro) (Ardmburo er a/. 1989b). NO se conoce la naturaleza de estos dimeros ligados 

covalentemente. 

Se han caracterizado dos formas desamidadas de GH en la hipofisis humana (Asp- 

152 hGH y Glu-137 hGH), que tambien se encuentran en cirsulacion. Tambien se ha 

demostrado la forma desamidada para la GH bovina (I.ewtsero/. 1979: s e ~ ~ h g  e t ~ c .  1986). 

Tambien se han observado distintas formas de GH cortada y fragmentos de la misma. 

En la hGH parece ocurrir un cone enzimatico en la region de aminoacidos entre 10s residuos 

133 a 146 y 10s residuos 43 y 44. El corte entre 10s residuos 133 y 146 (sitios susceptibles a 

corte por enzimas tip0 tripsina: Ars 134, Lys140 y Lys145 en hGH) abriria el asa grande de 
I 

la molecula dando origen a un tamafio molecular aparentelnente mayor (24 kDa); despues de 

la reduccion de 10s puentes disulfuro se originarian dos fragmentos, de 14 y 8 kDa. 

respectivamente. Se ha reportado tal corte proteolitico en tejido hipofisiario con enzi~nas 

exogenas y con plasmalema de tejidos blanco de la GH. Hay considerable controversia sobre 

si el cone proteolitico del asa grande ocurre itr sillr o representa un artificio experimental. 

Por su pane las hipofisis humanas contienen un fragment0 de GH, hGH~.jj, bien 

caracterizado aunque su contrapane no se ha identificado aun IStnghernl IYS;). 

Existe tambien evidencia de formas fosforiladas, que se han encontrado en 

preparaciones de rata, oveja y pollo ,oerong cr 01. ivs6: i them a 01, 19,q.i: Ltherrr ei 01, 19x6: Aronthirro UI. 

1989ol. Ademas, la GH humana puede fosforilarse por una tirosina cinasa y la de pollo por 

proteina cinasa A o C ,&,Idurn er 01. IYS~. .~ru,,thuro F,u~, i ~ ~ > o h : . ~ ~ o ~ , ~ h , ~ ~ o e r  01. IP~:I, 



El gmpo amino terminal de una pequefia proporcion de hGH se encuentra acetilado. 

~ s t o  no parece tener influencia sobre su actividad biolbgica per0 la acetilacion si afecta el 

punto isoelectrico y, por ende, el patron electroforetico. A la forma acetilada se le conoce 

como GH "rapida" (Ba,'monn. 19911. 

Se han caracterizado o identificado formas glicosiladas de la GH (G-GH) en el 

human0 (~gnho ondLewts. 19861, cerdo ,s,nho er 01. 199001, raton (Srnho and Jocobsen. 19871, rata (Bolleng8er er 01. 

19~q9, y pollo Berghrnan er 01. 19,qq,. Aunque hasta ahora no hay evidencia clara de que la G-GH 

tenga acciones diferentes a las de la no glicosilada, en el cerdo se han visto diferencias en la 

proporcion que tiene en plasma y en hipofisis durante el embarazo y desarrollo fetal c s m h ~  a"/. 

19900. sdnho er 01. 1990h). Se han estudiado algunas actividades de G-GH; en particular la GH 

humana variante (hGH-V) que se encuentra N-glicosilada, se une a receptores de prolactina 

y GH 1991. RO,, el GI, 19~91,  es mitogenica ,.Gcker .r0i 19901 y estimula el aumento de peso en 

ratas hipofisectomizadas , , A I ~ c I ~ . , ~ ~  er 01. IPOIJ .  La G-GH de pollo (G-cGH) pura estimula 5'- 

monodesyodacion de T4 en el embrion de pollo mergh,noneror. 19sm 

V.4RIANTES MOLECULARES EN LA GH DE POLL0 

La existencia de la hormona de crecimiento de pollo fue evidenciada por Nicoll y 

Licht en 1971. Farmer. Papkoff y Hayashida ( 1974) encontraron heterogeneidad de la GH 

de pollo (cGH) en sistemas electroforeticos a diferentes pH (4.5 y 8.3). lo cual explicaro~i 

por una posible desamidacion de la GH. Harvey y Scanes purificaron cGH despues de una 

estraccion de glicoproteinas, mediante homogeneizacion del residuo remanente. 

alcalinizacion, precipitacion salina y cromatografia de intercambio ionico. con u n  

rendimiento de 0.4 mg/g de tejido hipofisiario (peso h~imedo). un Rf de 0.3 1 ,  peso molecular 

de 23.300 Da y por isoelectroenfoque resolvieron tres componentes cuyos puntos 

isoelectricos heron: 7.5, 6.5. 5.8: atribuyeron la heterogeneidad encontrada a la 

desamidacion parcial de la hormona. a la union no especifica a 10s anfolitos o a la presencia 

de monomeros con diferentes residuos amino-terminales. 



lnvestigaciones realizadas por nuestro gmpo han mostrado que las variantes de la 

hormona de crecimiento de pollo existen (Ardrnhuro er 01. 19890: rlrdmburo el a/. 1989h) y hemos 

constatado que puede ser un sistema muy util tanto como un modelo para la investigation 

general sobre la GH, como por la importancia pecuaria de la especie. De acuerdo con 10s 

metodos de analisis utilizados para estudiar la heterogeneidad molecular de la GH se pueden 

observar variantes de carga y variantes de masa En estudios electroforeticos las variantes de 

carga electrica aparecen cuando se lleva a cab0 isoelectroenfoque o electroforesis nativa no 

desnaturalizante. La cGH monomerica (22 kDa) consiste al menos de tres variantes de carga - 

por electroforesis no desnaturalizante en geles de poliacrilamida. con movilidades relativas 

de 0.23, 0.3 y 0.35 ',I. 19,790 . - ~ r d , , l h ~ , ~ ~  e l  01. IYBOOJ. LOS estudios sobre la diversidad 

funcional de la cGH muestran que. al menos dos variantes de carga (Rf=0.23 y 0.3) 

presentan diferente bioactividad en el metabolismo de lipidos, siendo la 0.23 esencialmente 

lipolitica mientras que la 0.3 manifiesta una actividad antilipolitica (Ara,,8huro er 01. 1990": Ardmhiiro er 

01. 1989h1. Ambas variantes, sin embargo, presentan una actividad somatotropica equivalente 

(Scones er 01. 1990). Cuando se analizo la cGH por isoelectroenfoque, mostro ocho componentes 

inmunorreactivos con puntos isoclectricos de 5.9, 6.6, 7.1 1 ,  7.3, 7.5, 7.9. 8.05 y 8.18 

t l rd r~hsro  er OL 199001, datos que correlacionaron bien con 10s hallazgos de Houston y Goddard 

(1988). quienes identiticaron entre ocho y diez variantes de carga de la cGH en extractos 

hipofisiarios, algunas de las cuales parecian estar reg~~ladas durante el desarrollo de estos 

animales 

Los analisis por electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones 

desnaturalizantes utilizando dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) seguido por Western blot 

e inmunotincion. muestran las diferentes variantes de masa, evidenciando que para la cGH, 

bajo condiciones no reductoras el rnonomero de 22 kDa es la forma mas abundante en la 

hipofisis. Hemos de~nostrado que, tanto en la hipofisis como en el plasma , . ~ l ~ o ~ ~ ~ h u r o  I.?~(IOI 

estan presentes formas de mayor peso molecular que corresponden probablemente a 

oligomeros unidos mediante enlaces disulfuro que dan lugar a dimeros (44 kDa), trimeros 

(66 kDa). tetrameros (88 kDa). etc Cuando se analizaron bajo condiciones reductoras -en 

presencia de 5% de p-mercaptoetanol-, la mayor parte de las bandas de alto peso molecular 



desaparecieron, incrementandose la concentracion de la forma monomerica de la hormona, 

aunque tambien prevalecio una cantidad significativa de la forma dimerica, aparentemente 

resistente a la reduccion I A ~ O , > ~ ~ W O  er 01. 19900). Tambien hemos mostrado evidencias sobre la 

existencia de un monomer0 procesado proteoliticamente, cuyos fragmentos aparecen bajo 

condiciones reductoras, particularmente, con inmunorreactividad muy intensa, un fragmento 

de aproximadamente 15 kDa (Aromhuro er o ~ . ~ 9 9 0 0 ) .  

Tambien se ha descrito la presencia de una variante glicosilada de la c G H ' I B ~ , ~ ~ ~ " ~ ~  era/, 

19.7-, iird,?~buroerol. 1991). Asimismo, hemos encontrado evidencias sobre la existencia de una cGH 

fosforilada (Ar6,rlhriro e, 1 9 ~ 9 0 ,  iirot,ihuro er 01, 1992). Trabajos realizados por nueStr0 gNpo en 

cultivos primarios de celulas hipofisiarias de pollo mostraron que estas son capaces de 

incorporar '*P-fosfato en cGH inmunorreactiva. aparentemente en la forma de un dimero de 

cGH (Arutnhuro er 01. 199oh). La fosforilacion de la GH es un proceso especifico, saturable e 

inhibible y lo mismo ocurre con la PRL de aves y otros mamiferos (Arbmbaroer ,,I. IYY.'I 

La heterogeneidad molecular de la cGH se ha encontrado en la glandula, en el plasma , 
y en cultivos hipofisiarios ~.Anr,,~hrdra di *,I. 19900; .tlonrir/ er 01. 19~1,. Este hallazgo indica que las 

variantes estmcturales de la hormona son secretadas a la circulacion. Resulta de particular 

interes determinar si su liberacion por la glandula se ve afectada de la misnia manera por 10s 

secretagogos de GH conocidos en el pollo. Resultados preliminares nos han permitido 

deinostrar que, a1 menos en lo que respecta a las variantes de masa de la cGH, se observan 

diferencias en el patron de secrecion de las variantes en respuesta a la estimulacion con TRH 

o a la inhibicion mediada por anestesia con pentobarbital ylo uretano, y que estos cambios se 

reflejan tanto en la hipofisis como en la circulacion (I,O.TCGCK a, 01. 1996). Asimismo, hemos 

demostrado que las variantes responden de manera diferencial a la estimulacion con el 

secretagogo hipotalamico GHRH (hormona liberadora de la GH), en particular la variante de 

26 kDa y la variante 22 kDa ~.\~orrtne:-<.orzo ,.I 01. 1999). Por otra parte, hemos demostrado que la 

proporcion relativa de las variantes moleculares de la cGH cambia con el desarrollo 

ontogenico, existiendo una proporcion importante del fragmento de 15 kDa principalmente 

en la etapa embrionaria mientras que las formas de alto peso molecular se encuentran en 

mayor proporcion en 10s estadios de mayor edad ~..lr&,~haroeral. 2000). 



La investigation sobre las actividades biologicas de las variantes de la GH del pollo 

ha revelado evidencias interesantes de que las variantes no poseen bioactividades identicas. 

Como se menciono anteriormente, en estudios realizados con dos de las variantes de carga 

del monomero hemos demostrado que ambas tienen actividad somatotropica (promotora del 

crecimiento) en ratones enanos  canerer era^, 1990). per0 que esas variantes de cGH difieren en sus 

efectos sobre el tejido adiposo del pollo, una siendo preferentemente lipolitica, mientras que 

la otra muestra efectos antilipoliticos (Ardmburo 01.. 19896: Ard?nburo et 01. 19900). LOS estudios 

realizados empleando tejido adiposo de pollo it1 vitro han dado una solida evidencia de que 

10s efectos lipolitico y antilipolitico (semejante a insulina) de la GH tienen diferentes 

requerimientos estmcturales. Una comparacion de las potencias lipolitica y del efecto 

insulinoide de una serie de preparaciones de GH (provenientes de diferentes especies) 

muestra que la respuesta lipolitica tiene un requerimiento estmctural mas estricto que el 

efecto antilipolitico (semejante a insulina). Asi, las preparaciones de GH de 10s vertebrados 

inferiores (reptiles, anfibios y peces) tienen muy baja, si alguna, actividad lipolitica. Por el 

contrario, todas esas hormonas tienen una potencia elevada de actividad insulinoide 

(antilipolitica) ( s c o n e ~ e i o ~ .  1993). Por otra parte, hemos descrito una nueva actividad angiogenica 

para la GH, al demostrar que esta hormona estimula la proliferation de capilares en la 

membrana corioalantoidea del embrion de pollo, al parecer sin mediar el efecto de IGF-I 

( ( ; O U I ~ ~ . ~  01. 1993) Asimismo, hemos descrito que el fragmento de 15 kDa es capaz de inhibir la 

actividad de la desyodasa 5D de hormonas tiroideas en cultivos de hepatocitos e~nbrionarios 

de pollo ~ o n o  e, a/..  199-1 y tambien posee una potente actividad lipolitica sobre explantes de 

tejido adiposo de pollo ~ ~ o r r o n : o e t a ~ .  19991. 

Resultados obtenidos en nuestro laboratorio muestran que la forma monomerica y la 

variante glicosilada de la GH tienen un comportamiento paralelo, aunque difieren 

ligeramente en la Kd. en su union al receptor de GH en membranas hepaticas de pollo, 

mientras que el fragmento de 15 kDa y las formas de alto peso molecular no son reconocidas 

por ese receptor , R e j e ~  er 01. 19961. 



Hasta el momento, la caracterizacion de la heterogeneidad molecular y funcional de 

la cGH se ha realizado fundamentalmente en la hipofisis, tanto in vivo como in vibo, y se ha 

sugerido que las variantes pueden comportarse como entidades hormonales discretas, es 

decir con un probable papel endocrino. Recientemente, sin embargo, han empezado a 

aparecer reportes en la literatura que dan cuenta de la existencia de hormona de crecimiento 

(por RIA), o del ARNm de GH, en tejidos extrahipofisiarios, en particular en el cerebro 

(Renderer a!. 1995) y en algunos tejidos del sistema inmune (HUII and Harvey. 1997). Tambien se ha 

descrito que en el embrion de pollo exkte una extensa distribution de inmunorreactividad 

semejante a GH en la mayor parte de 10s tejidos embrionarios, presente incluso de manera 

mas temprana que lo que se ha reportado para la activation de la GH en hipofisis (H~MJ, and 

H U ~ L  199-1. Asimismo, se encontro que el gen de GH se expresaba en multiples tejidos en el 

embrion a1 igual que el gen para el receptor de GH (GHR) IHanley andHulL 1997: Huller a!. 19971. En 

algunos mamiferos, se ha descrito la presencia de GH en distintos linajes de linfocitos /We,,cenr 

t i 1 9 9 1 .  En nuestro laboratorio, resultados preliminares han mostrado que tanto en el 

embrion de pollo como en pollos de 4 y de 9 semanas de edad es posible medir por ELISA a 

una sustancia semejante a GH en cerebro, en tejidos del sistema inmune tales como la bursa, 

el bazo y el timo, asi como en leucocitos, y en tejidos del sistema reproductor, tanto en 

machos (testiculo y epididimo) como en hembras (oviduct0 y foliculos). Asimismo, por 

we.srer.t~ h l o ~  se ha encontrado a una proteina inmunorreactiva de 17 kDa que pudiera ser un 

fragment0 de la cGH en esos tejidos L.I "1. 1999: i i ~ i i  01. 19991 ES probable que en estos 

tejidos la hormona de crecimiento (ya sea la forma de 22 kDa o alguna de sus variantes 

moleculares, en caso de estar presentes) pueda estar desempeiiando un papel paracrino ylo 

autocrino, funcionando como un factor de accion local. 



El gen para la GH se encuentra localizado en el cromosoma 17 en humanos, 10 en la 

rata, 1 I en el raton y 1 en el pollo, mientras que el de la PRL en el 6 en humanos, 17 en la 

rata y 13 en el raton. No se sabe si 10s genes ancestrales para GH y PRL se separaron en dos 

cromosomas. Los genes que codifican para proteinas relacionadas, con cierto grado de 

homologia en su secuencia de aminoacidos parecen estar confinados al mismo cromosoma. 

En humanos, 10s genes que codifican para GH y somatomamotropina corionica humana 

(hCS) se encuentran en un grupo de cinco genes en el brazo largo del cromosoma 17 (hGH- 

N, hCS-L, hCS-A, hGH-V y hCS-B), de 10s cuales solo el gen hGH-N se expresa por 10s 

somatotropos -hipofisis. 

El gen hGH-N, 
Exones , lntrones - 

que esti  contenido Gen GH para diferentes 500 bp 
especies 

+salmon 

de DNA de 2.6 kbp, se ttilapia 
+pez gat0 
- 

compone de cinco 
+pollo 

exones y cuatro intrones +,,,, - 
+ bovino y las regiones no +humane - 

traducidas 3 '  y 5' 

(incluyendo una region promotora de 500 bp). El exon I codifica para 3 a 9 aminoacidos del 

peptido seiial, mientras que el exon 11 codifica para el resto del peptido seiial y 10s primeros 

28 a 35 aminoacidos de la hormona madura; 10s exones 111, IV y V codifican para 36-40, 52- 

60 y 63-69 aminoacidos, respectivamente. Este gen es similar en estructura a otros genes de 

GH en mamiferos, pero es mas pequeiio que el de pollo (3.5 kbp) que contiene secuencias 

de intrones expandidas. Por su parte 10s genes de salmonidos tienen un exon mas, en total 6 

exones. En salmonidos, el exon V provee information para 49 aminoacidos y el exon V1 

para 20 residuos 



El gen hGH-V codifica para una proteina con homologia estmctural a la GH 

hipofisiaria per0 se expresa solo en la placenta. Los genes hCS expresan lactogenos 

placentarios, que tienen alta homologia (85%) con la hGH. Los lactogenos placentarios en 

mamiferos subprimates se asemejan mas a la prolactina, habiendo evolucionado 

posiblemente por duplicacion del gen de prolactina m b  que por el de GH. Por consecuencia, 

solo un gen de GH se encuentra presente en la mayoria de 10s vertebrados, aunque existe la 

posibilidad de que 10s peces viviparos y 10s reptiles posean otros genes que pertenezcan a la 

familia de CS. En 10s salmonidos existe otro gen de GH adicional, no-alelico; 10s productos 

de ambos genes se expresan de manera similar en la hipofisis del salmon del Atlantico. 

Tambien esta presente un tercer gen -un pseudogen- en el salmon Chinook, per0 reside en el 

cromosoma Y (solo se encuentra en machos). En la hipofisis de teleosteos se encuentra otro 

gen relacionado, la somatolactina, que es distinto de GH y PRL ( I I O N ~ ~  1998). 

La transcripcion del gen de GH se realiza por la ARN polimerasa 11, que inicia la 

sintesis en el codon de origen en el extremo 5 '  despues de haberse situado en la region 

promotora -caja TATA, localizada en la posicion -100. Las secuencias de poliadenilacion 

(AATAAA) en el estremo 3 '  terminan la transcripcion del gen. La transcripcion de 10s genes 

de GH se regula por secuencias potenciadoras y silenciadoras tipo cis, que interactuan con 

reguladores transcripcionales tip0 /rcrri.s. Las regiones promotoras de 10s genes de GH de la 

rata y el humano llegan hasta 500 bp 5' a1 inicio de la transcripcion del gen y muestran 

secuencias semejantes, aunque la regulation transcriptional esta principalmente regida por 

secuencias hacia -320 en donde se une un peptido activador de la transcripcion de la GH 

(AP-2). La region proximal del prolnotor ademas de contener a la caja TATA, presenta 

diferentes sitios de union para factores de transcripcion organo-especificos. La region 

promotora del gen de GH del pollo no tiene toda la homologia con la de 10s mamiferos per0 

contiene una secuencia corta (24bp) que es altamente homologa en 10s sitios de union 

proximal en el caso del gen de GH de rata para el factor de transcripcion de la hor~nona de 

crecimiento (GHF-I) y el factor de transcripcion especifico de la hipofisis (Pit-l) ,.\I~"O" 01, 

,993,. La velocidad de transcripcion de 10s genes de GH esta regulada por 10s factores de 



transcripcion (proteinas reguladoras) que actuan localmente a traves de la interaccion con las 

secuencias o elementos potenciadores y silenciadores del DNA warvex 1995) 

El product0 primario de la transcripcion del gen de GH de mamifero es un ARN de 

aproximadamente 1300 nucleotidos de longitud, en donde el extremo 3' esta poliadenilado y 

el extremo 5'esta protegido por la adicion de 7-metilguanosina trifosfato. Los intrones son 

TODAS LAS C~LULAS CNH 
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removidos minutos despues, iniciando con el intron 1, y 10s exones son empalmados para 

producir el ARN mensajero maduro (ARNm), el cual tiene una vida media de 40 a 60 

minutos Los precursores de ARN permanecen en el nucleo, en donde ocurre el empalme. 

La liberacion del ARNm maduro dentro del citoplasma es un proceso de dos pasos que 

involucra la liberacion a partir de la matriz nuclear por un mecanismo dependiente de ATP y 

translocation a traves del complejo poro nuclear, por un mecanismo que requiere hidrolisis 

de ATP  pro^^. 199s) 



TRADUCCION, ALMACENAMIENTO Y SECRECION DE LA HORMONA DE 

CRECIMIENTO 

La traduccion se inicia en el citoplasma mediante la interaccion del complejo 

ribosomal 40s con el extremo 5' del ARNm de la GH en el codon de inicio AUG seguido 

por la union de la subunidad 60s. La asociacion con ribosomas libres estimula la sintesis de 

GH con el acoplamiento de aminoacidos de acuerdo a la secuencia de nucleotidos del 

ARNm de GH. Se sintetiza primer0 una prehormona de aproximadamente 225 aminoacidos 

que despues se procesa para dar origen a la proteina de secrecion, al escindir aminoacidos 

del extremo amino terminal correspondientes al peptido seiial, secuencia que dirige al 

complejo ribosoma-ARNm para adherirse al reticulo endoplasmico (RE) y facilita la 

translocacion de la proteina en el espacio intracisternal del RE para su procesarniento y 

almacenamiento. Es por ello que las cisternas se vuelven mas prominentes en somatotropos 

activos en sintesis y el numero de polisomas libres y unidos a membrana se incrementa. Los 

20 a 30 aminoacidos del peptido seiial se escinden por procesamiento proteolitico en el RE, 

en donde tambien la proteina puede sufrir rnodificaciones postraduccionales, incluyendo la 

formacion de puentes disulfuro. El procesamiento de la hormona puede continuar en su paso 

por el complejo de Golgi, al cual se transloca por un proceso dependiente de energia. 

La estimulacion de la funcion del Golgi se acompaiia por su agrandamiento y ocupacion de 

una yran area del somatotropo y la produccion de numerosos cuerpos multivesiculares que 

se agregan en la region del Golgi. Ademas del procesamiento, tambien se lleva a cab0 la 

selection y empaquetamiento de moleculas de GH en las vesiculas de secrecion; el 

transporte de GH a estas vesiculas se puede facilitar por proteinas de union localizadas en el 

complejo. Se puede procesar aun mas la hormona dentro de 10s compartimentos de almacen 

de 10s somatotropos. Aunque granulos recientemente sintetizados u hormona citoplasmica 

puede liberarse sin almacenamiento previo, la mayoria de la GH sintetizada se guarda en 10s 

granulos de secrecion de la celula. Estas vesiculas se almacenan en el citoplasma o 

yuxtapuestas a la membrana celular previo a la liberacion o destruccion crinofagica. La 

cantidad de GH almacenada dentro de 10s somatotropos parece participar en la regulation 



de la expresion del gen de GH, que esta inversamente relacionado a1 grado de granulation 

del somatotropo. Mas aun, la reduccion en el almacen de GH hipofisiaria es una seiial para la 

expresion del gen de GH cuando la liberacion de GH se estimula por la hormona liberadora 

de GH (GHRH), aunque la GHRH es capaz de incrementar la transcription del gen 

independientemente de la liberacion de GH. La acumulacion de organelos multivesiculares 

en el Golgi y su transformacion en cuerpos lamelares o vesiculas liticas que contienen 

membranas de Golgi tambien asegura que no ocurra la sobreproduccion de GH por exceso 

de actividad del Golgi despues de la estimulacion por secretagogos. La cantidad de GH 

sintetizada en 10s somatotropos es del 10 al20% de toda la proteina celular bajo condiciones 

basales, aunque esta proporcion se incrementa por 10s secretagogos de GH. En contraste, la 

GH representa menos del 1% de la proteina sintetizada en celulas tumorales de hipofisis de 

rata ( I~oNL. ) :  19951 
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neuropeptidos, la hormona liberadora de hormona de crecimiento (GHRH) y la 

somatostatina. Hay evidencia que ampara la hipotesis de que a su vez estos dos factores 

hipofisiotropicos se liberan de manera episodica en la circulation portal, influenciando 

directamente a 10s somatotropos hipofisiarios. 

La somatostatina y GHRH son 10s factores primordiales que controlan la Iiberacion 

de GH; no obstante otras seriales centrales y perifericas modulan esta secrecion alterando la 

actividad de las neuronas que contienen GHRH o somatostatina, o influenciando sus 

acciones en la hipofisis. Estos elementos secundarios incluyen hormonas secretadas por 

organos endocrinos blanco de la hipofisis, aminas biogenicas y diversos peptidos 

hipotalamicos. De esta manera las influencias hipotalamicas estan fuertemente reguladas por 

un sistema integrado de factores neurales, metabolicos y hormonales. La propia GH juega un 

importante papel regulador de su propia secrecion. El mecanismo seria del tipo de 

retroalimentacion negativa de asa corta, mediante una combinacion de increment0 de sintesis 

y Iiberacion de SS y disminucion de Iiberacion de GHRH. La retroalimentacion a nivel 

periferico esta mediada por diferentes hormonas y metabolitos activados por estimulo de la 
i 

GH, por ejemplo IGF-I e IGF-11. Estas somatomedinas, sintetizadas principalmente en el 

higado por estilnulo direct0 de GH, participan en la regulation negativa de asa larga durante 

la secrecion de GH. En cambio. las hormonas tiroideas incrementan la transcripcion y con 

ello 10s niveles de ARNtn de GH rr.brccnnd.Tp,ndlcr. 1 9 9 ~ )  a traves de 10s elementos de respuesta a 

hormonas tiroideas (TREs) distribuidos a lo largo del gen de GH, aunque su efecto es 

diferencial de acuerdo a su ubicacion, siendo estimulantes de la transcripcion si se localizan 

hacia el extremo 3 ', mientras que son represores hacia el eXtrem0 5 '  (Nnpnch rr "1. 1993: Drvera rr 01. 

1992). La hormona liberadora de tirotropina no solo estimula la secrecion de TSH hipofisiaria 

sino tambien la Iiberacion de GH en todos 10s grupos de vertebrados. La actividad liberadora 

de TRH en humanos se considera generalmente como una respuesta paradojica asociada con 

las condiciones patologicas de disfuncion de GH. En estas condiciones, 10s receptores de 

TRH pueden expresarse anorlnalmente en 10s somatotropos y reflejar la induccion de celulas 

somatolactotropicas. Tambien se ha sugerido un defect0 en el control hipotalamico 

inhibitorio de la secrecion de GH para ser responsable de respuestas anomalas de GH a 



TRH. Ademk de estimular directamente la liberacion de GH, el TRH puede regular esta 

actividad incrementando 10s niveles sericos de GHRH. Sin embargo, mientras el TRH 

estimula la actividad liberadora de GH del hipotalamo aviar, parece estimular el control 

inhibitorio hipotalamico en mamiferos y las inyecciones i.c.v. de TRH inhiben la liberacion 

de GH. Aunque la respuesta somatotropica se ha considerado paradojica, el TRH es un 

regulador fisiologico de la secrecion de GH en aves y posiblemente en mamiferos. Esta 

posibilidad tiene apoyo en la supresion de secrecion de GH en ratas inmunizadas contra 

TRH (Homey. 199s). LOS gluco~orticoides por su parte interactuan sinergicamente con las 

hormonas tiroideas y el acido retinoico en la produccion de GH en 10s somatotropos de 

humano y rata lsoiics ei ~i 1994). Esta sinergia refleja 10s requerimientos de elementos de 

respuesta a glucocorticoides (GREs) proximos al promotor para la transcription inducida 

por T3. Estos elementos juegan un papel estimulante de forma aguda a nivel hipofisiario - 
estimulan la secrecion de GH y potencian la expresion de su gen y del que codifica el 

receptor para GHRH - mientras que cronicamente presentan un efecto inhibidor. 

probablemente mediado por un increment0 de SS c ~ e o e s a c r n ~ .  19921. 

La secrecion y accion de la GH se regulan en parte por mecanismos de depuracion 

tanto en 10s sitios blanco como en 10s de sintesis, distribucion y degradacion. Las 

concentraciones circulantes de GH por lo tanto reflejan las tasas dinamicas de su sintesis, 

secrecion y depuracion metabolica y 10s productos de procesamiento proteolitico. La 

remocion de GH de la circulation sistemica es mayoritariamente debida a su metabolismo 

irreversible en tejidos y la excrecion renal de 10s productos. La heterogeneidad de la GH 

circulante y la hipofisiaria en parte refleja este procesamiento, que puede ser un prerrequisito 

para algunas de sus actividades en el plasma l H o n , ~ ~  1 9 9 ~ 1 .  

La GH puede degradarse dentro de la hipofisis, de manera intracelular por proteasas 

lisosomales con actividad tipo plasmina, trombina, tripsina y quimotripsina. La actividad de 

estas enzimas se relaciona con la tasa de sintesis de GH; tambien puede ser regulada por 



factores como la somatostatina que incrementa la degradacion intracelular de GH. Aunque la 

GH es estable en el plasma, la degradacion proteolitica extrahipofisiaria se lleva a cab0 

principalmente en el higado y el riiion. Es posible que las celulas de Kupffer en el higado 

degraden la GH hasta sus componentes aminoacidos, inclusive en una tercera parte del 

contenido sanguineo. En el riiion, las celulas tubulares reabsorben GH de 10s filtrados -el 

tamaiio molecular del monomero de GH permite su paso hacia el filtrado glomerular- y la 

degradan en compartimentos lisosomales, para dar origen a diferentes fragmentos, por lo 

que poco se excreta intacto en la orina. En las celulas del tlibulo proximal, la internalization 

de GH mediada por receptor desemboca en fagolisosomas para completar la degradacion 

prottolitica de la hormona. La degradacion es casi totalmente intracelular y no por proteasas 

de superficie; 10s productos catabolicos regresan a circulacion I H O N ~ Y .  199s). 

La degradacion de GH tambien se lleva a cab0 en 10s tejidos blanco. La entrada de 

GH en estos companimentos ocurre en mayor parte a traves de endocitosis mediada por 

receptor, transportada por comparti~nentos endociticos sucesivos hasta la hsion de las 

vesiculas endosomales con 10s lisoson\as (Han,e): 19951. 

La rnodificacion de la proteina, tal como ocurre en la glicosilacion, puede afectar sus 

propiedades fisicoquimicas y biologicas, tales como su plegamiento y estructura 

tridimensional, solubilidad y estabilidad, vida media en circulacion, susceptibilidad a 

proteasas, actividad biologica y su modulation, reconocimiento molecular y celular, 

inmunogenicidad y adhesion celular fHer,qhr~~anerol. 19941. 

Las cadenas polipeptidicas de las glicoproteinas, como las de todas las proteinas. se 

sintetizan bajo control genetic0 Sus cadenas de carbohidratos, en contraste, se generan 

enzimatica y covalentemente unidas al polipeptido sin la rigida guia del molde de acidos 

nucleicos. Las enzimas del procesamiento generalmente no se encuentran en suficiente 



cantidad para asegurar la sintesis de productos uniformes. Por lo tanto, las glicoproteinas 

tienen una composicion de carbohidratos variable, fenomeno conocido como 

microheterogeneidad, lo que dificulta su caracterizacion y purificacion. 

Casi todas las proteinas de secrecion y asociadas a membranas de celulas eucarioticas 

estan glicosiladas. De hecho, la glicosilacion de proteinas es mas abundante que otros tipos 

de modificacion postraduccional combinados. Los oligosacaridos forman dos tipos de 

enlaces directos a la proteina: N-ligados y 0-ligados. La naturaleza de la 0- 'y la N- 

glicosilacion difiere en el tip0 de residuo aminoacido al que estan unidas las cadenas de 

oligosacarido, y en el tipo de residuos de carbohidratos que conforman la cadena. Los 

oligosacaridos tienden a unirse a las proteinas en secuencias que forman estructuras pliegues 

p. Teniendo en cuenta su caracter hidrotilico, esta observation sugiere que 10s 

oligosacaridos se extienden desde la superficie de las proteinas mas que participar en sus 

estructuras internas. 

En 10s enlaces N-glicosidicos, la N-acetilglucosamina (NAGlu) esta invariablemente 

unida al nitrogen0 amida de una asparagina en la secuencia N-X-S o N-X-T, donde X puede 

ser cualquier a~ninoacido escepto prolina o acido aspartico. Los oligosacaridos de estos 

enlaces contienen una region central distintiva cuyos residuos de manosa perifericos pueden 

unirse a manosa o NAGlu; estos a su vez pueden estar unidos a otros carbohidratos, lo que 

genera una gran variedad de formas oligosacaridas. La formacion de estas cadenas inicia de 

manera cotraduccional a diferencia de  10s que tienen enlaces 0-glicosidicos, que se generan 

una vez que la proteina se ha sintetizado. 

En 10s enlaces 0-glicosidicos el enlace mas com~in involucra la union de N- 

acetilgalactosamina (NAGal) con el grupo OH de serina o treonina, asi como de otros 

residuos hidroxilados como 5-hidroxilisina (en la colagena, por ejemplo). Los oligosacaridos 

con enlaces tipo 0- son generalmente cortos y contienen de uno a cuatro residuos 

carbohidrato; sin embargo, algunos como el involucrado en el grupo sanguine0 ABO, 

pueden ser muy largos. 



ENLACE 0-GLICOSIDICO 

Ser o Tre NAGal 

Abreuiaaras: NAGal. N-am~lgalactomina: Gal, galrctos: Ser. serina: Tre, wconina: S cualquier aminobcido. 

La mayoria de las proteinas citosolicas y nucleares no estan glicosiladas, o si lo estan, 

un solo residuo de N-acetilglucosamina se encuentra unido a serina o treonina. Los azucares 

con enlaces tip0 0- son aiiadidos uno a la vez en reacciones catalizadas por enzi~nas 

especificas diferentes. 

La N-glicosilacion ocurre en la superficie luminal de la membrana del RE en una 

reaccion de un paso, catalizada por una enzima unida a la membrana llamada glicosil 

transferasa. El oligosacarido que contiene catorce residuos carbohidrato, se sintetiza y 

procesa por intermediacion del dolicol, un lipido de membrana -polisoprenoide-, y la cadena 

entera prefor~nada se transfiere a la asparagina en el polipeptido naciente casi tan pronto 

como el residuo del aminoacido emerge de la superficie de la membrana. Posterior~nente en 

el reticulo endoplasmico yen el Golgi se retiran algunos residuos y se aiiaden otros, uno a la 

vez, en un orden definido por una secuencia de reacciones catalizadas por enzimas 

diferentes. En las glicoproteinas maduras se encuentran clases diferentes de N- 

oligosacaridos, 10s complejos, 10s ricos en manosa y 10s hibridos Esta clasificacion se basa 

en 10s tipos de azucar unidos a la region central -pentasacarido- comun; 10s ricos en manosa 

tienen 5 a 9 residuos de manosa (incluyendo 3 de la region central); si 10s residuos de 

manosa de la region central tienen unidos residuos de NAcGlu, las estructuras resultantes se 

consideran como complejas y cada ralna se conoce como antena, teniendo estructuras bi-, 

tri- y tetrantenarias. Si solo uno de 10s residuos centrales de manosa tiene unidos residuos de 

NAcGlu, la estructura se conoce corno hibrido c.4lhenr. 1994: IToerandlber. 199s~.  



ENLACE N - G L I C O S ~ I C O  

I REGION CENTRAL I I REGION TERMINAL I 

NAGlu 

Scr o Tre 8 
i 

COOH 

NAGlu 

8 Ser o Trc 

COOH 

O I , I ~ ; O S A ( ' A / ~ / / ) O  K I ( ' 0  lCN MANOSA 

rlhre\~arur.z~: ..kn asparagins: hlm. mnnusa: N,.\Cilu. N-scctilg$co.;a~1i11~: N . W A  icido N-ncerilncur;tmi~~ico (bcido siilicu): S. 

~unlquner arn~nohado. 

Es comun el uso de lectinas, proteinas o glicoproteinas de plantas o vertebrados 

(origen no inmune) que aglutinan celulas ylo precipitan glicoconjugados, como reactivos 

para detectar la presencia de carbohidratos en las proteinas, asi como para estudiar las 

propiedades de superticie celular. La concanavalina, por ejemplo, reconoce glicoconjugados 

del tip0 N-oligomanosil per0 no se une a estructuras tipo N ramificadas ni a 10s O- 

glicoconjugados tsr~"ce~,., 19981. 



El tratamiento con endoglicosidasas revela el tipo general de oligosacaridos 

presentes y la contribucion del oligosacarido al peso molecular aparente. Las enzimas 

peptido-N~-(N-~cetil-~-glucosaminil) asparagina amidasa (N-glicanasa) y peptido N- 

glicosidasa F rompen el enlace P-aspartilglicosilamina del N-glicoconjugado, liberando al 

oligosacarido y al peptido; estas enzimas cortan cualquier tipo de N-glicoconjugado except0 

si el oligosacarido esta unido a una asparagina amino- o carboxiterrninal. La reaccion 

anterior difiere de las catalizadas por las endo- P-N-acetilglucosarninidasas, tales corno 

endoglicosidasas D, H y F, ya que estas cortan u n  enlace glicosidico dentro de la estructura 

central del oligosacarido; estas enzimas no cortan las uniones presentes en estructuras 

hibridas bisectadas ni complejas tri- o tetrantenarias. La enzitna 0-glicosidasa rompe la 

union entre SerIThr y el disacarido Gal P(1-3) NAcGal, a rnenos que contenga residuos 

terminales de acido sialico. La neuraminidasa (sialidasa, nombre genbico) hidroliza 

especificatnente la union de residuos terminales de acido N-acetil-neuraminico con otros 

residuos de azucar, ya sea en oligosacaridos o glicoconjugados tipo N- u 0 - ;  diferentes 

neuraminidasas hidrolizan a diferentes velocidades enlaces a(2-3), a(2-6) y a(2-8) (Rorcnberg. 

,bun, Con la ayuda de estas enzitnas en accion conjunta o individual se estudia el tip0 general 

de oligosacarido unido a la G-cGH. 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Se ha mostrado que en la mayoria de 10s vertebrados estudiados, la GH y PRL 

exhiben una heterogeneidad estructural y funcional. Una hen te  de esta variabilidad 

estructural es debida a modificaciones postraduccionales tales como g!icosilacion, 

fosforilacion, desamidacion y proteolisis, entre otras. La variante glicosilada de la GH ha 

sido descrita en numerosas especies, incluyendo: humano, cerdo, rata, raton y pollo. En 

aves. Berghman y col. heron 10s primeros en reportar una variante glicosilada de la GH; 

posteriormente Aramburo y col, purificaron esta variante por una cromatografia de afinidad 

y determinaron una banda con un peso molecular aproximado de 29 kDa (por electroforesis 

en condiciones reductoras). Mediante una cromatografia bidimensional se encontro que esta 

banda present6 al menos tres importantes variantes de carga con puntos isoelectricos de 6.5, 

6.7 y 7.2 (considerando que puede existir microheterogeneidad dentro de la misma 

denominacion. el tertnino "la" variant; glicosilada pretende referir la existencia de 

diferentes entidades). Se determino que la G-GH representa menos del I% del total de GH 

hipofisiaria. Hasta ahora no hay evidencia clara de que la GH glicosilada ejerza alguna 

actividad bioloyica diferente a las ejercidas por las formas no glicosiladas; sin embargo. 

existen reportes que muestran que la proporcion de estas variantes en plasma y en hipofisis 

varia durante el etnbarazo y el desarrollo fetal. Aun asi, hay evidencia en el caso de 

prolactina, de que la glicosilacion puede influenciar algunas de sus actividades biologicas. 

Dos variantes glicosiladas de la prolactina liumana han sido estudiadas, encontrandose una 

con actividad completa en el ensayo de bursa de pichon y otra con un 24% de potencia de la 

preparacion de referencia (ie",t.s cr "r iuss). Existe por ello la necesidad de caracterizar con 

mayor detalle a la G-cGH a fin de contar con mayor informacion de su estructura que 

permita el posterior analisis funcional de la tnolecula. 



La hipotesis central de esta linea de  investigacion puede enunciarse de la siguiente 

manera: 

"La diversidad hncional  de  la hormona de crecimiento puede ser explicada, al menos 

parcialmente, por su heterogeneidad molecular. Las distintas variantes de la hormona de  

crecimiento pueden tener diferentes actividades biologicas y, por ende, pueden catalogarse 
\ 

coma entidades hormonales discretas. Si las variantes tienen distintas actividades, entonces 

la sintesis ylo la secrecion de cada una puede estar regulada de manera diferencial". 

La hipotesis particular para el proyecto es la siguiente: 

"La glicosilacion de la hormona de  crecimiento e s  un posible mecanismo para 

modular su actividad biologics, por lo que esta modificacion postraduccional de  la 

hormona incide directamente en su bioactividad". 



OBJETIVOS 

Caracterizacion bioquimica y funcional de la variante glicosilada de la hormona de 

crecimiento de pollo 

1. Purificacion de la hormona de crecimiento de pollo (cGH) a partir de hipofisis de 

pollos de engorda. Purificacion de la variante glicosilada de la cGH a partir de la 

preparacion total de hormona, mediante cromatografia de afinidad con Concanavalina 

A-sefarosa 

2. Caracterizacion bioquimica de la variante glicosilada de  la cGH (G-cGH) 

2.1 Caracterizacion del tip0 de residuos de carbohidrato presentes en la variante 

glicosilada de la cGH, mediante el uso de endoglicosidasas especificas, SDS-PAGE 

y Western blot. Se determinara si se trata de un enlace 0-glicosidico ylo N- 

glicosidico 

2.2 Determination del sitio de glicosilacion en la estructura primaria de la cGH 

mediante el analisis de peptidos obtenidos por proteolisis li~nitada de la hormona. 



Se utilizaron hipofisis de pollos de engorda (Gallirs galltrs) de 7-8 semanas de edad, recien 

sacrificados en la procesadora de Pilgrim's Pride de Mexico, S.A. de C.V., Los Cues, 

Queretaro. La hipofisis se obtuvo seccionando.el craneo del pollo con un corte coronal a 

nivel de 10s oidos para dejar expuesta la glandula, la cual se recolecto con pinzas de 

diseccion No. 5 y se coloco inmediatamente en un frasco sobre hielo seco, para su posterior 

almacenamiento a -70°C. 

REACTIVOS 

La proteina A sefarosa y la sefarosa 4B activada por BrCN se adquirieron de Pharmacia. 

Los reactivos para electroforesis y Wesrerir Blol se obtuvieron de Bio-Rad. Las enzimas 

glicosidakas PNGasaF. 0-glicosidasa y NANasa heron  de Glyko; Endoglicosidasa H y 

Endoglicosidasa F de Sigma; NANasa I1 de Boehringer. Las proteasas se obtuvieron de 

Sigma. El anticuerpo monoclonal anti-cGH h e  amablemente donado por el Dr. Luc 

Berghman (Texas A&M University, Department of Poultry Science). 

Purificaci6n del anticuerpo monoclorial contra cGH (Anexo I). Para preparar el 

inmunoadsorbente que utilizamos en la purificacion de cGH se requirio purificar 

previamente el anticuerpo monoclonal contra la hormona. La purificacion se realizo a partir 

de liquido de ascitis de ratones inoculados con hibridomas que expresan el anticuerpo 

monoclonal lote IH7 (designacion de origen por Dr. Luc Berghman). El liquido de ascitis se 

separo por cromatografia con una colunlna de afinidad (3 ml Proteina A sefarosa, en 

columna Econo-Pac de Bio-Rad 1 . 5 ~ 1 2  cm) equilibrada con Glicina 1.5 M, NaCl 3 M, pH 

8.9. Se recolectaron fracciones de 10 mi, guardando la primer fraccion (fraccion no 



adsorbida) para un segundo pase por la columna. El lavado se realizo hasta obtener una 

absorbencia de cero a una longitud de onda de 280 nm (aproximadamente 10-25 vol~imenes 

del lecho de la resina). La columna se eluyo posteriormente con aproximadamente 3-6 

volumenes de amortiguador de citratos 50 mM pH 3.0, en fracciones de 2 ml (estas 

fracciones se neutralizaron con 0.5 ml del amortiguador de glicina pH 8.9). Se midi6 la 

absorcion a 280 nM de cada fraccion y se juntaron las de mayor densidad optica. El 

recolectado se dializo en amortiguador de acoplamiento (fosfatos 50 mM, NaCl 0.5 M pH 

7-7.6) para eliminar las aminas Tris y Glicina. 

Se acoplo el anticuerpo a sefarosa 4B activada con BrCN (Atrexo I f ) ,  aproximadamente 20 . . 
mg de IgG en 1 gramo de la resina, de la siguiente manera: se preparo la sefarosa 

hinchando y lavandola con HCI 1 mM; despues se equilibro con amortiguador de 

acoplamiento. Se afiadio el liquid0 de ascitis diluido 5 X en el amortiguador y se agito la 

columna durante 3 horas. Se recogio la fraccion no acoplada y se calculo la eficiencia del 

proceso comparando la densidad optica a 280 nm de la solucion de anticuerpos antes y 

despues del acoplamiento. Se bloquearon 10s sitios que no reaccionaron con Glicina 1.5M. 

NaCl 3M pH 8.0, agitando la colurnna durante toda la noche. Se lavo la columna con el 

amortiguador de cargado para la purification de cGH (Tris-HCI 0.05 M, pH 7.6). 

Purificacibn de la cGH total (A~rexu I f ) .  La hormona de crecimiento de pollo se purifico 

siguiendo el metodo descrito por Mwrtiel er 01.. 1992. Las glandulas hipofisiarias de pollo. 

obtenidas directamente de pollos recien sacrificados en el rastro, se homogeneizaron en una 

solucion amortiguadora con inhibidores de proteasas. El extract0 se sometio a una 

cromatografia de inmunoafinidad (anticuerpos monoclonales acoplados a 3 ml sefarosa 48, 

en una columna Poly-Prep de Bio-Rad, conica de 0 . 8 ~ 4  cm con capacidad de 2 ml para 

lecho y 10 ml eluyente) en una columna equilibrada con Tris-HCI 50 mM, NaCl I50 mM, 

pH 7.6, que luego se eluyo con Glicina 50 mM, NaCl 150 mM. pH 7.6 con objeto de 

obtener la cGH total. Las fracciones eluidas se monitorearon a 280 nm en un 

espectrofotometro Beckman DU; las fracciones pico (de mayor absorbencia) se colectaron. 

dializaron y concentraron mediante ultracentrifugacion con cartuchos concentradores 

centriprep- 10 (Amicot2). 



Adenohipofisis de 
Pollos de 7-8 semanas (200.300 mg/Iote) 

IIBIDORES DE 
)TEASAS 
SF ImM, 
JF'EPTlNA 0.5p@1nl. 
'STATINA 07p@ml. 
:ABLOC I mM J 

HOMOGENEIZACION 
WLlTROS 30 SEF 

EXTRACCION 
2 HORAS. 4'C. TRIS-HCI 5Omhl pH 9 0-9.5 

CENTRIFUGACION 
15 ails iz.ooo RPM 

NEUTRALIZACION 
CON HCI 0.55 II.\STA pH 7 6 

Purification de la hormona de crecimiento de pollo glicosilada (Anexo 111). La variante 

glicosilada de cGH se purifico siguiendo el metodo de Arcimhirro er at., 1991 y Mot~riel er 

al, 1992. Despues de dializar y liofilizar, el extract0 de cGH total se separo por 

Cromatografia de afinidad 
Ab monoclonal a-cGH Sefarosa 

cromatografia en una columna de Concanavalina A-sefarosa equilibrada con Tris-HCI 

20mM. NaCl 150rnM, MnCIz ImM, CaC12 lmM, pH 7.0, y la G-cGH retenida se eluyo con 

a D-metilmanosido IOmM en el amortiguador de equilibrio. 

7 ?%%~:,~IIM. 
NaCl I 5OmM. pH 7. 

1 ELUCION: 
GLlClNA 501nM. 
NaCl 1501nM. pH 7. 

cGH total I 



CARGADO: 
AMORTIGUADOR DE 
EQUILIBRIO: 
TRIS-HCI 2OmM. NaCl 
150mM MnCI2 ImM, 
CaCI2 1mM. pH 7.0 
ELUCION: 

OBTENCION DE 
cGH CLICOSILADA 

cGH total v 
a-D-METILMANOSIDO + 
I OmM EN AMORT. EQ. Cromatografia de afinidad 

Concanavalina A Sefarosa 

I 

Anilisis electrofor6tico. A lo largo de todo el proyecto se caracterizaron 

electroforeticamente a las variantes moleculares de la cGH, con objeto de poder 

identificarlas. Las bandas correspondientes a las variantes de la hormona se revelaron 

mediante inmunotincion con un anticuerpo especifico despues de electrotransferencia a 

membranas de PVDF o nitrocelulosa. ( ~ n m h y r o e r  01,198901. 

SDS-PAGE. El peso molecular aparente de las muestras se analizo mediante electroforesis 

unidimensional en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio, 

empleando el sistema de Lnemmli (1970). La concentracion de acrilamida h e  del 12% o 

15% en el gel separador y de 4% en el gel concentrador. Las muestras se corrieron bajo 

condiciones reductoras (en presencia de 5% 2-mercaptoetanol) y no reductoras. 

ANALISIS POR "WESTERN BLOT". Las proteinas separadas mediante SDS-PAGE se 

electrotransfirieron como se comenta a continuacion. Para la transferencia 10s geles se 

equilibraron en un amortiguador con 25mM Tris, 192 mM Glicina, 20% metanol, pH 8.3 y 

las bandas de hormona se transfirieron a membranas de nitrocelulosa o PVDF a 200 mA 

por 60min. para ser posteriormente inmunodetectadas con anticuerpo policlonal a-cGH y 

un segundo anticuerpo de cabra contra conejo -anticuerpos de conejo- conjugado con 

enzima (peroxidasa de rabano GAR-HRP o fosfatasa alcalina GAR-AP). El revelado se 

obtuvo por la reaccion enzimatica de la enzima con diaminobencidina y peroxido de 



hidrogeno (GAR-HRP) o por quimioluminiscencia con sustrato Bio-Rad (GAR-HRP y 

GAR-.@) (Ardmburo er or. 1989o:Ardn?buro er a/ .  19900). 

Para la deteccion de azucares, se utilizo un protocolo en el cual el grupo hidroxilo 

adyacente de la glicoproteina es oxidado a aldehido con metaperyodato de sodio y marcado 

con un conjugado de biotina-hidrazina. El glicoconjugado marcado con la biotina se detect6 

por un ensayo enzimatico usando estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina, obteniendo 

coloracion con NBT y BCIP. Alternativamente se realizo la deteccion de glicoproteinas con 

Concanavalina A conjugada con peroxidasa de rabano (ConA-HRP); el revelado es 

semejante al de la inmunotincion con GAR-HRP. 

Digestion enzimatica 

La variante glicosilada de cGH se analizo electroforeticamente antes y despues de tratarla 

con peptido N-glicosidasa F, endoglicosidasa F ylo endoglicosidasa H, con objeto de 

localizar el sitio de glicosilacion y determinar la presencia de oligosacaridos con enlace N- 

glicosidico. La rernocion de 10s oligosacaridos liberados por la PNGasaF se pudo 

monitqrear por el cambio de peso molecular por electroforesis en gel y tambien por la 

ausencia de reaccion a carbohidratos. Si se presentara una reaccion positiva tras el 

tratamiento con PNGasaF se deduce que existen aun carbohidratos no N-ligados (como 10s 

de enlace 0-glicosidico o via fosfatidilinositol). El analisis se complement6 con el 

tratamiento con 0-endoglicosidasa y Neuraminidasa. (I'rredmonondHiggins. 1995) 

TRATAMIENTO DE CGH CON 0-GLICOSIDASA, NELIRAM~LDASA 11 Y PEPTIDO 

N-GLICOSIDASA F (COCKTAIL ENZIMATICO). 

Se diluyeron aproximadamente 5 pg de la hormona en amortiguador de fosfatos pH 6.0 

hasta un volumen de 16 pl. Se afiadieron 20 mU de NANasa y 2 mU de 0-Glicosidasa. Se 

incubo la mezcla durante 1 hora a 37'C. Se llevo el pH a 7.0 con amortiguador de ajuste y 

se desnaturalizo la proteina con SDS 0.1%, 2-mercaptoetanol 50 mM y calentamiento a 

100°C ( o baiio maria a ebullition) por 5 minutos Se enfrio y neutralizo el SDS con 

Nonidet P-40 0.75%. Se aiiadieron 5 mU de PNGasa F (volumen total de reaccion 47 pl) y 

se dejo incubar durante 3 horas a 37°C. Se colocaron aproximadamente 250 ng de proteina 



digerida en electroforesis para WB con anticuerpo y 4.5 pg para deteccion de 

glicoproteinas. 

TRATAMIENTO DE CGH y G-CGH PEPTIDO N-GLICOSIDASA F 

Se diluyeron aproximadamente 5 pg de cGH o 500 ng de G-cGH en amortiguador de 

fosfatos pH 7.0. Se desnaturalizo la proteina con SDS 0.1%, 2-mercaptoetanol 50 mM y 

calentamiento a 100°C (o baiio maria a ebullition) por 5 minutos. Se enfrio y neutralizo el 

SDS con Nonidet P-40 0.75%. Se aiiadieron 5 mU de PNGasa F (volumen total de reaccion 

20 p1) y se dejo incubar durante 14-16 horas a 37°C. Para electroforesis y WB se colocaron: 

aprox. 200 ng de hormona digerida para deteccion con anticuerpo; 200 ng de G-cGH 

digerida o 4.5 pg de cGH digerida para deteccion de glicoproteinas. 

TRATAMIENTO DE cGH y G-cGH CON 0-GLICOSIDASA, NEURAMINIDASA I1 o 

ENDOGLICOSlDASA F 

Se diluyeron aproximadamente aproximadamente 5 pg  de cGH o 500 ng de G-cGH en 

amortiguador de fosfatos pH 6.0. Se afiadieron 20 mU de NANasa, 2 mU de 0-Glicosidasa 

u 8 mU de Endo-F, en su caso. Se incubo la mezcla durante 14-16 horas a 37°C (volumen 

de reaccion 20 pl). Para electroforesis y WB se colocaron: aprox. 200 ng de hormona 

digerida para deteccion con anticuerpo; 200 ng de G-cGH digerida o 4.5 pg de cGH 

digerida para deteccion de glicoproteinas. 

TRATAMIENTO DE G-cGH CON ENDOGLICOSIDASA H 

Se diluyeron aproximadamente 500 ng de la hormona en amortiguador de acetato de sodio 

pH 5.5. Se aiiadieron 5 m u  de Endo-H (volumen total de reaccion 20 pl). Se incubo la 

mezcla durante 14-16 horas a 37°C. Se coloco aproximadamente la mitad del volumen de 

reaccion en WB para deteccion con anticuerpo y la otra mitad para deteccion de 

glicoproteinas. 

La hormona de crecimiento "total" y la variante glicosilada fueron digeridas con proteasas 

de especificidad estricta, tales cotno trombina, carboxipeptidasa B y carboxipeptidasa Y 

,,II~,.. 1981). Las diferentes mezclas de pcptidos resultantes se analizaron por SDS-PAGE en 



donde se compararon 10s patrones de corte obtenidos con cada una de las enzimas 

utilizadas. 

TRATAMIENTO DE G-cGH CON CARBOXIPEPTIDASA B 

Se diluyeron aproximadamente 500 ng de la hormona en amortiguador de fosfatos, urea 0.6 

M pH 7.6. Se aiiadieron 1.35 U de Carboxipeptidasa B-DFP. Se incubo la mezcla durante 

14-16 horas a temperatura ambiente. Volumen de reaccion 20 pl. Se coloco la mitad del 

volumen de reaccion en WB para deteccion con'anticuerpo y la otra mitad para deteccion 

de glicoproteinas. 

TRATAMIENTO DE G-cGH CON CARBOXIPEPTIDASA Y 

Se diluyeron aproximadamente 500 ng de la hormona en amortiguador de citratos, urea 0.5 

M pH 6.25. La digestion se llevo a cab0 bajo diferentes conjuntos de condiciones de 

incubacion. En el primer0 se aiiadieron 2 U de Carboxipeptidasa Y (volumen total de 

reaccion 20 PI) y se incubo la mezcla durante 4 horas a temperatura ambiente. En el 

segundo se aiiadieron 20 m u  de Carboxipeptidasa Y (volumen total de reaccion 20 p1) y se 

incubo la mezcla durante 15. 30 o 60 minutos a 37°C. 

Posteriormente se coloco la mitad del volumen de reaccion en WB para deteccion con 

anticuerpo y la otra lnitad para deteccion de glicoproteinas. 

TRATAMIENTO DE G-cGH CON TROMBMA 

Se diluyeron aproximadamente 500 ng de la hormona en amortiguador bicarbonato pH 8.3. 

Se aiiadio 1 U de Trombina (volumen total de reaccion 20 ~ 1 ) .  Se llevaron a cab0 diferentes 

condiciones de incubacion para la digestion. En el primer caso se incubo la mezcla durante 

4 horas a 37°C. En el segundo, se incubo la mezcla durante 12 horas a 37°C. 

Posteriormente se coloco la mitad del volumen de reaccion en WB para deteccion con 

anticuerpo y la otra mitad para deteccion de glicoproteinas. 



RESULTADOS 

Se diseiiaron dos rutas para la purificacion de la variante glicosilada de la hormona 

de crecimiento de pollo, basadas en protocolos anteriormente reportados ( ~ o n o e ~ e t o ~ .  19921 

El primer paso en ambos procesos h e  la obtencion de un extracto hipofisiario, 

mediante la homogeneizacion de lotes de aproximadamente 200-300 miligramos de tejido 

(20-30 glandulas de pollos de 7-8 semanas de edad, obtenidas directamente de pollos recien 

sacrificados en la procesadora de pollos de Pilgrim's Pride de Mexico, S.A. de C. V. y 

almacenadas hasta su uso a -70°C) Una vez obtenido el extracto (unexo 11) se realizaron 

cromatografias de afinidad. 

, 
En la primera ruta diseiiada se utilizo una cromatografia de inmunoafinidad con una 

columna de sefarosa a la que se acoplo anticuerpo monoclonal (unexo I), para obtener la 

hormona de crecimiento total (conteniendo "todas" las variantes, inclusive la fraccion 

glicosilada) y despues pasar la cGH total por una columna de Concanavalina A-sefarosa para 

recuperar la fraccion glicosilada (G-cGH) (utiexo III). 

En la segunda ruta, el procedimiento fue obtener primer0 la fraccion glicosilada de 

proteinas hipofisiarias, para despues purificar la variante glicosilada de la hormona de 

crecimiento (orden invenido de cromatografias). 

PRIMERA RUTA EXPERIMENTAL 

La purificacion en "un solo paso" de hormona de crecimiento, ademas de la 

obtencion necesaria del extracto para liberar a las proteinas de sus compartimentos, requiere 

de la preparacion previa de la columna de afinidad. Se cuenta en el laboratorio con liquid0 



de ascitis de ratones inoculados con hibridomas para producir anticuerpo monoclonal contra 

cGH. El primer paso para la purificacion de la hormona h e  la preparacion de la columna de 

anticuerpo; en total se prepararon tres columnas. 

La purificacion inicial del anticuerpo se realizo por medio de una cromatografia del 

liquido de ascitis en una columna de proteina A-sefarosa, para despues acoplar el anticuerpo 

puro a una matriz de sefarosa activada con bromuro de cianogeno. Tres ml de liquido de 

ascitis contienen 26.72 * 1.86 mg de proteina (determinacion por absorbencia a 280 nm). La 

eficiencia de acoplamiento h e  de 97.76, 93.58 y 95.73 % para cada columna, 

respectivamente (dividiendo la cantidad de proteina no acoplada entre el total que se monto 

en la columna por cien). A continuacion se muestra la grafica tipica de la purificacion del 

anticuerpo. 

Purificaci6n de MAB-acGH 

Columna de Proteina A-Sefarosa 

(Liofilizado ascitis) 

No. fraccion 
FIGURA 1 

Patron de densidad optica de la cromatografia de 

liquido de ascitis en una columna de proteina A- 

sefarosa. 1 .  Cargado con amortiguador pH 8.9 

(Glicina 1.5 M, NaCl 3M); 2. Elucion con 

amortiguador pH 3.0 (Citratos 50 mM). 



Una vez preparada la columna de sefarosa con anticuerpo monoclonal se procedio a 

separar por cromatografia el extracto hipofisiario. Para el extracto se utilizaron hipofisis con 

peso individual de aproximadamente 9.0 * 1.0 mg. 

La figura 2 corresponde a una grafica que muestra el patron de densidad optica de 

una cromatografia tipica del extracto hipofisiario pasado por la columna de anticuerpo anti- 

cGH. El pic0 de mayor area corresponde a proteinas hipofisiarias, presumiblemente las 

demas homonas como prolactina, hormona luteinizante, hormona foliculo estimulante, 

hormona estimulante de la tiroides, etc., asi como proteinas constitutivas del tejido y 

sustancias que absorben a longitudes de onda de 280 nm. El segundo .pic0 representa la 

hormona de crecimiento. 

Purificaci6n de cGA total 

Columna MABacGH 

Otras proteinas 
c hipofisiarias 
0 1 

0 10 20 30 

No. fraccion 
FIGURA 2 

Patron de densidad optica de la cromatografia del 

extracto hipofisiario en una columna de sefarosa 4B 

acoplada a anticuerpo contra cGH. 1. Cargado (Tris 

HCI 50 mM, NaCl 150 mM. pH 7.6) 2. Elucion 

(Glicina 50 mM, NaCl 150 mM, pH 3.0). 



La tabla 1 muestra datos correspondientes a la purificacion de cGH en un paso, con 

la cromatografia de afinidad con anticuerpo monoclonal. 

Tabla 1 

Lote 

hipofisis 

I 

SUMA 

Peso hiwfisis 

(mg) 

354 

PRIMERA RUTA EXPERIMENTAL 

Proteina LOTE total GH mg GH % Rln 

extract0 (mg) proteina (mg) XOTE GWestracto 

I 0.25080 0.25973 

IA 0.00893 

I1 0.14840 0.19858 

I1 A 0.05018 

9.702 111 0.32100 0.39796 1 .10  

IllA 0.07696 

11.052 IV 0.37180 0.38380 3.47 

IVA 0.01200 

13.404 V 0.60900 0.61936 4 .62  

V A 0.01036 

1.85943 

PROMEDIO * D.E. 

mg GW g 

hipofisis 

0.7337 

En las siguientes figuras se observa el patron electroforetico de las fracciones 

obtenidas, con distintos metodos de tincion y revelado para resaltar cada banda de interes. 

El resultado de esta purificacion se analizo con electroforesis en gel de poliacrilamida 

y una tincion proteinas en general. En la figura 3 se presenta la digitalization de un gel 

tefiido con azul de Coomassie. Notese la gran cantidad de proteinas que contiene el extracto 

hipofisiario, mientras que la preparacion pura de la hormona presenta una banda mayoritaria 

que pesa aproximadamente 26 kDa bajo condiciones reductoras. Se perciben tambien otras 

bandas de menor intensidad con pesos aproximados de 15, 29 y 50 kDa. 



Gel de poliacrilamida teiiido con azul de Coomassie. En el primer 

cam1 (PM) se encuentran 10s marcadores de  peso molecular; en 

el siguiente (~XTRACTO) se colocaron 10 pg (proteina) de 

extracto hipofisiario; en el ultimo carril (cGH) se colocaron 5 pg 

de hormona de crecimiento purificada. 

Para corroborar la presencia de proteinas inmunorreactivas (reconocidas por 

anticuerpo policlonal contra la cGH) en cada paso de la secuencia de purification se 

realizaron diversos Wester71 b l o ~ s .  La figura 4 presenta la digitalizacion de un Weslert~ blol 

en donde se pueden apreciar las proteinas ( a g ~ p a d a s  en bandas por carril) que son 

inmunorreactivas. Se observa que la banda mayoritaria de hormona de crecimiento -una de 

estas proteinas inmunorreactivas- se desplaza hasta la posicion de un peso molecular de 22 

kDa en condiciones no reductoras, mientras que la banda se desplaza a 26 kDa, en 

condiciones reductoras. En el extracto -condiciones no reductoras- se observan varias 

bandas de mayor peso molecular que pueden corresponder a oligomeros de la molecula 



sencilla de cGH. Esto se corrobora con la observation de la desaparicion de las bandas de 

mayor peso molecular bajo condiciones reductoras; sin embargo, permanece un probable 

dimero no reducible con 0-mercaptoetanol. Cabe mencionar que bajo condiciones 

reductoras aparecen otras bandas no especificas de cGH, considerando que aparecen 

tarnbien en el carril de 10s marcadores de peso molecular. 

FIGURA 4 

Western blot teiiido con anticuerpo 

policlonal anti-cGH (AbacGH) y 

anticuerpo de cabra contra Ig's 

conejo conjugado con peroxidasa de 

rabano (GAR-HW, segundo 

anticuerpo), revelado con peroxido 

de hidrogeno (H202) y 

diaminobencidina (DAB). PM: 

rnarcadores de peso molecular; EC: 

extract0 hipofisiario crudo; cGH: 

hormona de crecimiento de pollo 

purificada; NR: condiciones no 

reductoras, R: condiciones 

reductoras. 

Para corroborar la presencia de glicoproteinas en las preparaciones mencionadas se 

utilizo el reconocimiento con la lectina Concanavalina A. La figura 5 presenta la 

digitalizacion de un Western blot en donde se pueden apreciar las proteinas que son 

inrnunorreactivas al anticuerpo policlonal contra cGH, asi como glicoproteinas que son 

reconocidas por dicha lectina. La coincidencia de ambas marcas, o reconocimiento, nos lleva 

a la conclusion de la presencia de hormona de crecirniento glicosilada. Se observa que la 



banda mayoritaria de hormona de crecimiento se desplaza hasta la posicion de un peso 

molecular aproximado de 22 kDa en condiciones no reductoras, mientras que existe una 

banda de menor intensidad hacia 10s 25 a 26 kDa la cual es reconocida por la Concanavalina 

A, presumiblemente la variante glicosilada de la hormona de crecimiento. 

AbacGH Concanavalina A 

FlGURA 5 

Western blot tefiido con anticuerpo AbacGH y con 

Concanavalina A conjugada con peroxidasa. cGH: hormona de 

crecimiento de pollo pura; rec: hormona de crecimiento de pollo 

recombinante; PM: marcadores de peso molecular. 

Una vez obtenida la cGH total se realizo la cromatografia de Concanavalina A- 

sefarosa para recuperar la variante glicosilada. 

El patron de densidad optica de las fracciones obtenidas en la cromatografia de 

Concanavalina A-sefarosa se muestra en la figura 6. El primer pic0 consiste en hormona de 

crecimiento no retenida y por lo tanto no glicosilada. Despues de eluir con metilmanosido se 

obtiene la variante glicosilada, correspondiendo al pico identificado con G-cGH en la figura. 

La proporcion obtenida de variante glicosilada h e  menor al 1% del total de hormona de 



crecimiento. Esta preparacion de hormona parcialmente purificada se denominara en lo 

sucesivo hormona pura (G-cGH pura) y a la preparacion total de hormona, cGH pura. 

Purificacibn de G-cGH 

Columna de ConA-sefarosa 

o.ooo\ 
0 10 20 30 40 50 

No. fracc,iin 

FIGURA 6 

Patron de elucion para cromatografia de cGH total. 

en colurnna de Concanavalina A- sefarosa. 1 

Cargado (Tris HCI pH 7.0) 2.Adicion de a-D- 

metilrnanosido 10 mM (elucion) 

A continuation se presenta una tabla con 10s datos de recuperacion de la hormona 

Tabla 2 

% DE RECUPEF~ACI~N 

mg DE GN NATIVA QUE ENTRO A LA COLUMNADE 1.670 

CONCANAVALINA A-SEFAROSA 

mg DE GH NATlVA SIFRACCION GLICOSILADA 0415 24 83 

(FRACCION NO RETENIDA) 

mg GH GLICOSILADA (FRACCI~N RETENIDA) 0 001 0 06 



Como se puede observar en la Tabla, se separo por cromatografia una fraccion de la 

cGH pura utilizando el resto para analisis electroforeticos. La baja recuperacion de 

hormona, tanto de la fraccion "no retenida", como de  la fraccion glicosilada, puede deberse 

a la dilution, dado que no se concentraron todas las fracciones recolectadas; sin embargo, 

tambien hay que considerar un pegado mas fuerte de las proteinas con la resina. 

FIGURA 7 

rec 

* 

AbacGH CHO 
\ 

Western 6/01 teiiido con 

anticuerpo (AbacGH) y por 

oxidacion de carbohidratos 

(CHO). rec: cGH 

recombinante; PM: marcadores 

de peso molecular; G-cGH: 

variante glicosilada pura; cGH: 

hormona de crecimiento de 

pollo pura. 

La Concanavalina A tiene un reconocimiento especifico de ciertas estructuras de 

oligosacaridos, de manera que se opt0 por utilizar un metodo mas general de 

reconocimiento de glicoconjugados. Se utilizo el metodo de oxidacion de carbohidratos y 

marcado con biotina. Con este protocolo de deteccion de carbohidratos se marcan todos 10s 

tipos de glicoproteinas. En la figura 7 se muestra el Westerrt blot con la variante glicosilada 

pura en comparacion con la cGH total. En la seccion teiiida con anticuerpo (AbacGH), para 

ambas preparaciones se pueden observar dos bandas (29 y 26 kDa, condiciones reductoras) 

correspondientes a la glicosilada y al monomero, per0 es notable la diferencia en proporcion 

de cada una de ellas. El patron de hormona recombinante se  coloco para comparar la banda 

de 26 kDa, ya que siendo de origen procariota no contiene variante glicosilada. En la 

seccion teiiida con anticuerpo se colocaron aproximadamente 200 ng de proteina de cada 

fraccion, mientras que en la de carbohidratos se colocaron 200 ng de G-cGH y 5 pg de cGH 

total. 



SEGUNDA RUTA EXPERIMENTAL. 

Con el objeto de comparar el rendimiento en la obtencion de la hormona purificada 

se rnonto la segunda ruta experimental, que consistio en las mismas columnas de afinidad, 

pero en una secuencia invertida. A1 pasar el extract0 hipofisiario por la columna de 

Concanavalina A-sefarosa se obtuvieron las glicoproteinas (entre las que pudieran figurar 

LH, FSH, TSH y G-cGH entre otras); el material eluido de esta columna se separo por 

crornatografia con la colurnna del anticuerpo monoclonal, para recuperar la variante 

glicosilada de la hormona de crecimiento de pollo. Como paso complernentario, se separo 

por cromatografia la fraccion no adsorbida la columna de  Concanavalina A-sefarosa, que 

entre otras proteinas contenia la cGH no glicosilada; este paso se completo para recuperar la 

hormona de interes general para el laboratorio. 

Purificacibn de glicoproteinas 

,Colurnna Con A-sefarosa 

0 10 20 30 40 50 60 70 

No. fraccih 

FIGURA 8 

Patron de elucion tipico para cromatografia de  glicoproteinas, en 

columna de Concanavalina A-sefarosa. 1 .  Cargado (Tris HCI pH 

7.0) 2. Elucion (a-D-metilrnanosido 10 rnM). 



La figura 8 presenta una grafica con el patron de densidad optica para la 

cromatografia de Concanavalina A-sefarosa del extracto hipofisiario, obteniendo en la 

fraccion retenida, como ya se menciono anteriormente, todas las glicoproteinas incluyendo la 

G-cGH. 

Por su parte en la figura 9 encontramos la grafica para la cromatografia de' 

anticuerpo monoclonal de la fraccion glicoproteica del extracto hipofisiario. Con esta 

cromatografia se separo la G-cGH de las demas glicoproteinas. 

No. f racc ih  

Patron de elucion de cromatografia de glicoproteinas en una 

columna de sefarosa 4B acoplada a anticuerpo contra cGH 1 

Cargado (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.6) 2. Elucion 

(Glicina 50 mM, NaCl 150 mM, pH 3.0) 



En la tabla 3 se resumen 10s datos de purificacion para esta segunda ruta 

experimental. 

Tabla 3 

SEGUNDA RUTA EXPERIMENTAL 

Lote hipofisis Peso hipjfisis (mg) Proteina exuacto (mg) LOTE total GH mg GH 

proteina (mg) 

6 200 4.06 2A 10.745 

7 195 7.506 28 

S m A  Is610 cnuaron 395 0.715 

cn la columna de 

mllcucrpo los lot- 6 1.7) 

G-cGH 0.004 

8 5.671 2C 0.300 

Con 10s datos presentados se concluyo que la primer secuencia de purificacion era 

mas eficiente para 10s parametros utilizados, de manera que se prepararon dos columnas mas 

(MAbctcGH-sefarosa), con lo que se purifico cGH total (todas las variantes reconocidas por 

el anticuerpo), para despues purificar G-cGH a partir de esta preparacion En la tabla 4 se 

presentan datos de preparacion de las tres columnas utilizadas, al igual que de la purificacion 

correspondiente de cGH total. 

Tabla 4 

Extracto 

proreina (mg) 

- 
65.82 

53.09 

Peso hipofisis 

(mg) 

1485 

1051 

1008 

Recuperation mg GH I g hipofisis (promedio 1 desv.est.) 

Eficiencia de 

acoplamiento 

97.76 

93.58 

95.73 

Columna 

I 

2 

3 

1.3610.13 

Anticuerpo (mg) I 

g sefarosa 

33.2 

55.3 

15.2 

GH proteiaa (mg) 

/col /g hipof 

1.86 

1.38 

1.52 

1.252 

1.313 

1.507 



Una vez purificada la variante glicosilada de la hormona de crecimiento de pollo se 

procedio a la caracterizacion del tip0 de enlace glicosidico del oligosacarido unido a la 

proteina. Para determinar el tip0 del glicosilacion se sometio a la cGH total y a la G-cGH 

pura a la accion de las siguientes enzimas desglicosilantes: peptido N-glicosidasa F 

(PNGasaF), neuraminidasa 11 (NANasa 11), 0-glicosidasa~s, endoglicosidasa H (Endo-H) y 

endoglicosidasa F (Endo-F). Cabe mencionar que para todos 10s experimentos, se coloco 

una mayor cantidad de patron sin digerir (de G-cGH pura sin tratamiento enzimatico) por lo 

que la banda generalmente se ve mas teiiida. La G-cGH h e  susceptible a la accion de la 

PNGasaF como lo muestra el Wesfertz blur en la figura 10. Notese el efecto de 

desglicosilaci6n (no hay reaccion positiva para carbohidratos en el carril 8*) para la G-cGH 

digerida con PNGasaF, asi como el desplazamiento de la banda inmunorreactiva de 29 kDa 

hacia el correspondiente de 26 kDa (carril 4*). 

AbacGH CHO 

FIGURA 10 

Westertt blot de la G-cGH incubada en presencia de Peptido N 

Glicosidasa F (PNGasaF). La membrana se ti170 con anticuerpo 

para cGH y por oxidacion de carbohidratos. El carril 1 contiene 

cGH recombinante; en el 2 y 6 se muestran 10s marcadores de 

peso molecular; 3 y 7, G-cGH sin hidrolizar; 4 y 8, G-cGH 

incubada con PNGasa F; 5 y 9, cGH total -nativa-. 



El tratamiento con Endo-F, Endo H, NANasa I1 y 0-glicosidasa no present0 

evidencias de actividad, al menos con el sisterna de registro utilizado, ya que la movilidad de 

la banda podria ser imperceptible bajo las condiciones de SDS-PAGE utilizadas y ademas la 

remocion de residuos de carbohidrato por estas enzimas no es total como en el caso de la 

PNGasaF, y la presencia de estos residuos se detecta por la tecnica para evidenciar 

glicoproteinas. Esto se muestra con las siguientes figuras. 

AbacGH CHO 

FIGURA I I 

Westem 6101 tefiido con anticuerpo y oxidacion de carbohidratos. 

La hormona de crecirniento total se incubo en ausencia y 

presencia de diferentes enzimas. Los carriles 1 y 7 contienen 

cGH incubada con Neuraminidasa 11 (-NANasa) y 0-Glicosidasa; 

2 y 8, con Endoglicosidasa-F; 3 y 9, incubada con NANasa, O- 

Glicosidasa y PNGasaF; 4 y 10 contienen cGH sin enzimas. Los 

marcadores de peso molecular pretefiidos se ubican en el carril 5. 

Notese el efecto de desglicosilacion de la PNGasaF* (no hay 

reaccion positiva para carbohidratos) en el carril 9. 

En la figura 11 se observa el resultado del tratamiento con las enzimas en secuencia, 

como acercamiento inicial al tipo de oligosacarido. La PNGasaF puede digerir cualquier tipo 



de N-oligosacarido, pero el acceso al que tenga lugar es muy importante, por lo que se 

recomienda una digestion previa con NANasa y 0-glicosidasa para remover residuos que 

puedan dificultar esta operacion. Una vez observada la digestion se procedio a verificar la 

remocion de 10s residuos por la PNGasa F sin tratamiento previo, lo cual se observa en la 

figura 12. 

AbacGH CHO 

FIGURA 12 

Western blot de la cGH total incubada en presencia de PNGasaF, 

Endo-F y 0-glicosidasa. La membrana se tiiio con anticuerpo y 

por oxidacion con carbohidratos. Los carriles l y  10 muestran 10s 

marcadores de peso molecular; 2 y 6, cGH incubada con 0- 

Glicosidasa; 3 y 7, con Endo-F; 4 y 8, con PNGasa F; 5 y 9 cGH 

sin hidrolizar. Notese el efecto de desglicosilacion (no hay 

reaccion positiva para carbohidratos) en el carril 8, con la accion 

de la PNGasaF*. 

El tratamiento de la G-cGH pura con las enzimas mencionadas no revela mayor 

information, como se puede observar en la figura 13. El barrido observado esta presente 

tanto en la hormona sin hidrolizar como en la digerida por las enzimas. 



AbacGH CHO 

FIGURA 13 

Western blot tefiido con anticuerpo y oxidacion de carbohidratos. 

El carril 1 contiene 10s marcadores de peso molecular; 10s 

carriles 2 y 7 muestran la cGH glicosilada (G-cGH) sin 

hidrolizar; 3 y 6 ,  G-cGH digerida con Neuraminidasa-11; 4 y 5, 

G-cGH digerida con Endoglicosidasa H. 

Por otra pane, para determinar el sitio probable de glicosilacion en la estmctura 

primaria de la cGH se llevo a cab0 un proceso de proteolisis limitada con la ayuda de 

exopeptidasas (carboxipeptidasa B y carboxipeptidasa Y) que remueven determinados 

residuos de aminoacidos en el extremo carboxilo terminal de la cadena polipeptidica, y con 



la endopeptidasa Trombina, cuyo sitio de corte mas probable parece situarse alrededor del 

residuo 134 de la molecula de GH. En la figura 14 se muestra un Western blot de la G-cGH 

incubada en presencia de Carboxipeptidasa B, en la que no se observa carnbio alguno en la 

movilidad de la banda de G-cGH; esto puede deberse a su limitado espectro de actividad que 

conlleve al corte del ultimo residuo (1191), sin que este carnbio implique una modification 

substancial en la movilidad de la banda. Las condiciones de reaccion para la 

carboxipeptidasa B heron no reductoras, por la desnaturalizacion que podria ejercer el J3- 

mercaptoetanol sobre la enzima misma, por lo que ademas de la especificidad de la enzima, 

el puente disulkro (C181-C189) puede impedir el corte sucesivo de 10s siguientes 

aminoacidos. 

AbacGH CHO 

FIGURA 14 

Western blot teiiido con anticuerpo y por oxidacion de 

carbohidratos. PM: marcadores de peso molecular; G: cGH 

glicosilada (G-cGH) sin hidrolizar; G/B: G-cGH digerida con 

Carboxipeptidasa B. 



Para considerar un espectro de corte mas amplio, se utilizo la carboxipeptidasa Y, 

con el fin de eliminar a1 menos 10s ultimos 4 aminoacidos de la molecula completa de GH 

(N188, C189, T190, 1191); si la hipotesis de N-glicosilacion en el residuo 188, que es parte 

de una secuencia consenso para este tipo de glicosilacion hese correcta, entonces la 

rernocion de estos residuos resultaria en la desglicosilacion de la molecula de forma 

comparable con el patron electroforetico de PNGasa F, ya que la remocion de solo algunos 

aminoacidos no tendria un efecto notable en el peso determiriado por SDS-PAGE. 

De igual forma se digirio la G-cGH con trombina, esperando encontrar un peptido 

glicosilado correspondiente a la region carboxilo terminal (con un peso molecular hipotetico 

de 10- 15 m a ) .  A continuacion se presentan 10s Westertz blots de estas digestiones. 

En la figura 15 se observa evidencia de la digestion con trombina (durante 4 horas) y 

con carboxipeptidasa Y (durante 4 horas a 25°C). En el caso de la carboxipeptidasa Y, 

debido a que se utilizo un exceso de la enzima (lo que se puede comprobar por la banda muy 

ancha de glicoproteina en 60kDa), se observa la desaparicion de la banda inmunorreactiva 

casi en su totalidad; esto puede deberse a que la preparacion de la enzima puede contener 

una pequeiia contaminacion con otro tip0 de proteasas, per0 que al ser utilizada en exceso 

nos da oportunidad de otra actividad proteolitica. 

La digestion con trombina genero varios fragmentos (20, 15 y 9 kDa) como se puede 

observar en la membrana tefiida con anticuerpo (GIT), per0 la proporcion de cada uno es 

minima para poder detectar el oligosacarido por medio de oxidacion de carbohidratos; de 

manera que se procedio a incubar la hormona durante mas tiempo para conseguir la mayor 

cantidad de dichos fragmentos, ya que la banda de 26 kDa no disminuyo en forma 

importante. Cabe mencionar que las condiciones iniciales se estandarizaron para cGH 

recombinante, y debe considerarse el efecto protector que pueda tener el oligosacarido en la 

molecula de G-cGH. 



AbacGH CHO 

FIGURA 15 

Western blot teRido con anticuerpo y por oxidacion de 

carbohidratos. PM: marcadores de peso molecular; G: la cGH 

glicosilada (G-cGH) pura; GIT: G-cGH digerida con Trombina; 

G/Y: G-cGH digerida con Carboxipeptidasa Y; GC: cGH 

glicosilada (G-cGH) incubada sin enzimas. 

En la figura 16 se observa evidencia de la digestion con carboxipeptidasa Y (durante 

15 minutos a 37°C) y con trombina (tiempo de incubacion: toda la noche, 37°C). Se observa 

que con la trombina la digestion fue mas completa (queda menor cantidad de G-cGH no 

digerida), pero no se alcanzan a apreciar 10s fragmentos reconocidos claramente en el WH 

anterior, ni es tan clara la presencia del glicopeptido. Sin embargo, con observacion mas 

detallada se observan 10s fragmentos de 20, 15 y 9 kDa -bandas inmunorreactivas al 

anticuerpo vs cGH- y un glicopeptido correspondiente al fragmento de 20 kDa. En la 

digestion de G-cGH con trombina, el fragmento mas evidente es el de 20 kDa, mientras que 

cabe mencionar que la digestion de la hormona recombinante genera un fragmento de 15 

kDa ademas del de 8 (9) kDa. La banda de 37 kDa que se observa en el carril 8, tambien 

esta presente en 10s controles de enzima sola (trombina). 
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AbacGH CHO 

FIGURA 16 

Westert~ blot tefiido con anticuerpo y por oxidacion de 

carbohidratos, cGH: hormona de crecimiento de pollo total; rec, 

cGH recombinante; PM, 10s marcadores de peso molecular; G, la 

cGH glicosilada (G-cGH) pura; G/T, G-cGH digerida con 

Trombina; G/Y, G-cGH digerida con Carboxipeptidasa Y. 

Se realizaron ensayos de digestion con carboxipeptidasa Y a diferentes tiempos de 

incubacion (15', 30', 60') sin encontrarse diferencia evidente por el metodo de SDS-PAGE 

en ]as condiciones utilizadas. La digestion con trombina no se llevo por mas tiempo debido a 

la inherente posibilidad de actividad de enzimas contaminantes, y considerando que el 

tiempo estandarizado para la hormona recombinante es de 4 horas al no encontrar mayor 

rendimiento en el corte con mayor tiempo de incubacion. 



Anteriormente, en el laboratorio se monto un ensayo homologo de radiorreceptores 

(RRA) para cGH en membranas de higados de pollos adultos @eyes el 01. 1996). El ensayo se 

llevo a cab0 con membranas obtenidas por ultracentrifugacion (47,800 xg), resuspendidas 

en amortiguador para obtener un homogeneizado con una concentracion de proteina de 20- 

30 mglml. Como trazador su utilizo cGH recombinante (rcGH) marcada con 1 mCi de 

N ~ ' ~ ' I  (47.45+/-10 pg de proteina) por el mktodo de Yodogen. Mediante este ensayo se 

observo que la cGH de 22 kDa (monomero no glicosilado) y la G-cGH heron  reconocidas 

de manera semejante por el receptor, aunque la G-cGH tiene una menor afinidad por 10s 

receptores hepaticos del pollo en comparacion con la cGH recombinante, siendo la 

constante de afinidad de 0.07 y 0.015 nM y la capacidad o Bmax de 4.77 y 3.5 fmollmg, 

respectivamente. A continuation se presenta una grafica que ilustra la semejanza en el 

desplazamiento de la variante glicosilada con respecto al patron de recombinante. 

Ensayo de  radio receptor para Hormona de Crecimiento 

Logaritmo de la concentraci6n de 
hormona -cometidor- 

FIGURA 17 
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diferentes concentraciones de hormona competidora (0.39- 100 

nglml) y Bo es la hormona marcada (cpm) unida en ausencia de 

ligando competidor. 



No obaante que exista una diferencia en 10s valores de constante de afinidad para 

ambas preparaciones, la diferencia no es significativa, por lo que en conclusion solo 

podemos afirmar que ambas preparaciones son reconocidas por el receptor. 

Los ensayos de union del ligando al receptor permiten determinar la cantidad de 

receptores presentes por mg de proteina membranal, asi como la afinidad que presenta 

dicho receptor por el ligando. Con este fin se pueden desarrollar ensayos con ligandos 

competidores, en 10s que se obtienen curvas de desplazamiento por union competitiva a1 

utilizar una concentracion fija de ligando radioactivo que va siendo desplazada por 

concentraciones crecientes de ligando no radioactivo usado como cornpetidor. Las 

constantes cineticas de afinidad (Ks) se obtuvieron con las curvas de desplazamiento de la 

hormona marcada con las diferenres concentraciones de ligando, ajustando 10s resultados a 

la ecuacion de Michaelis-Menten con la ayuda del programa para computadora Origin 3.0. 



La existencia de la heterogeneidad molecular, tanto en la hormona de crecimiento, 

como en otras hormonas proteinicas, esta ampliamente reconocida. Las primeras 

clasificaciones de las hormonas hipofisiarias consideraban un grupo de proteinas (LH, FSH, 

TSH) como las unicas hormonas polipeptidicas que se encontraban glicosiladas, mientras 

que GH y PRL no lo estaban. Desde que se identificaron las variantes glicosiladas de estas 

hormonas se ha acrecentado el interes por su caracterizacion. El estudio de las variantes 

glicosiladas de la GH se dirigio en un principio hacia la de humano, rata y otros mamiferos, 

pero la necesidad de tener representatividad a lo largo de las diversas especies y de manera 

mas practica, a lo largo de clases de vertebrados, no dejo atras el estudio en aves. 

La identification por Berghman y col (1987) de la variante glicosilada de la hormona 

de crecimiento de pollo dio pauta a seguir con su caracterizacion, ya que existe en su 

estructura primaria una secuencia consenso para N-glicosilacion (N  188C189T190), a , 
diferencia de la GH de otros vertebrados (-mamiferos-) que carecen de esta secuencia (por 

ejemplo: hGH-N: S 188C 189G190; pGH: S 188C 189A190); cabe recordar que la GH de 

hurnano puede provenir del gen normal o del variante, existiendo secuencia consenso solo en 

la variante (hGH-V:N140Q14 1 S 142) y correlacionandose con una mayor proportion de GH 

glicosilada en su producto. Es posible que la presencia de la secuerlcia consenso en la region 

del carboxilo terminal tenga alguna importancia representada filogeneticamente porque se 

encuentra solo en aves (except0 el pavo), en peces y anfibios, pero no se encuentra en 

mamiferos. A continuation se muestra una tabla con la secuencia de GH de algunas 

especies, en donde se puede comparar la posicion del consenso para N-glicosilacion. 
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SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE HORMONA DE CRECIMIENTO DE DIFERENTES VERTEBRADOS Y ESPECIES ANCESTRALES 

H I P O ~ T I C A S .  LAS SECUENCIAS SE ALINEARON CON ESPACIOS (-) PARA MAXlMlZAR HOMOLOG~AS. (Scanes & Campbell, 1995) 



En el presente proyecto, la purificacion la G-cGH en "dos pasos" nos genero un 

rendimiento muy pobre. El primer paso de purificacion por cromatografia de afinidad con 

anticuerpo monoclonal result6 muy exitoso, o b t e ~ e n d o  un rendimiento promedio de 1.36 

mg por g de adenohipofisis. El anticuerpo monoclonal utilizado reconoce epitopes comunes 

de algunas de las variantes de GH, ya que la purificacion por cromatografia recupera una 

gran cantidad de ellas, inclusive la glicosilada, a diferencia del metodo anteriormente 

utilizado, con precipitacion fraccionada con sulfato de a m o ~ o .  Mediante el metodo de 

precipitacion se separa en un principio la fraccion de glicoproteinas y la cGH pura consistia 

en su mayor pane del monomero no glicosilado, sus oligomeros y fragmentos, pero no 

contenia la fraccion glicosilada (Ardmburo. 19890: Ardmburo. 1991). Por otra parte se utilizo una 

cromatografia de afinidad con Concanavalina A. La Concanavalina A es una lectina derivada 

de la planta Canavalia ensiformis. En general, las lectinas son proteinas que unen varios 

tipos de oligosacaridos; se forrnan por una o mas subunidades en un multirnero, usual~nente 

tetrameros. La Con A puede existir como un dimero a pH menor de 5.6, como tetramero 

entre pH de 5.6 y 7.0 y agregados en pH mas arriba de 7.0; en presencia de bajas 

concentraciones de ca2+ y M ~ ~ '  es capaz de unir eficientemente a-D-Man, a-D-Glc, y 

a-D-NAcGlc. La Con A ha sido ampliamente utilizada por su facil manejo y alta afinidad 

19.99). En este segundo paso, la cromatografia de afinidad con lectina, se obtuvieron 

resultados no tan favorables; una de las limitantes h e  la cantidad inicial de carga de la 

columna, que en cantidad de proteina representa un estandar apropiado pero la glicoproteina 

contenida en dicha carga h e  muy pequeiia en comparacion con la matriz utilizada. De esta 

manera, no se obtuvo gran cantidad de G-cGH, parte de la cual pudo retenerse en la matriz 

de manera inespecifica, o por dilucion. no detectarse. 

Una vez tenida la preparacion purificada de la hormona se observo su patron 

electroforetico. Por SDS-PAGE y Wester11 blot se encontro un peso molecular de 26 kDa 

en condiciones no reductoras y 29 kDa en presencia de p-mercaptoetanol, a diferencia del 

monomero no glicosilado, el cual tiene un peso molecular de 22 kDa y 26 kDa, en 

condiciones no reductoras y reductoras, respectivamente. La diferencia de 3,000 Da no 



necesariamente se debe especificamente a1 tamaiio (masa) del oligosacarido unido, ya que se 

tienen reportes de que 10s carbohidratos tienen un comportamiento diferente a1 de las 

proteinas en electroforesis bajo estas condiciones (Segrest and Jackon. 1972). En SDS-PAGE se 

espera que el detergente (dodecilsulfato de sodio -SDS) se asocie uniformemente a la 

proteina y le proporcione una carga negativa homogenea por unidad de superficie, de forma 

que el desplazarniento a lo largo del gel de poliacrilamida se deba principalmente al tamafio 

de la molecula; sin embargo, la union del SDS con 10s carbohidratos no es tan uniforme 

como en las proteinas, de manera que la carga adquirida es menor y estos presentan un 

mayor peso molecular aparente. 

Los western blots de la preparacion purificada de la G-cGH presentan aun dos 

bandas principalmente: la del monomer0 no glicosilado y la de la G-cGH propiamente dicha. 

La banda del monomero no glicosilado es reconocida por el anticuerpo policlonal, per0 no 

por la Concanavalina A ni se tiiie por medio de oxidacion de carbohidratos, biotina- 

estreptavidina-AP. En cambio la banda de G-cGH se tiiie por las tres tecnicas de revelado. 

La presencia de la banda de menor peso molecular puede deberse a la co-purification de esta \ 

molecula, por su previa formation dimhica con la G-cGH, o por la desglicosilacion de la G- 

cGH, aunque la desglicosilacion de las N-glicoproteinas no es tan facil de llevarse a cab0 de 

manera espontanea. 

La tecnica para revelado con anticuerpo es sumamente sensible, debido 

principalmente a la amplification que se da por el segundo anticuerpo que es el que lleva la 

marca, y posiblemente a la propia afinidad del anticuerpo. En cambio, la sensibilidad de las 

tecnicas utilizadas para detectar las glicoproteinas h e  menor, de manera que la cantidad de 

hormona necesaria para el protocolo h e  de por lo menos un orden de magnitud mayor en 

comparacion con la tecnica con anticuerpo. En un principio se utilizo la Concanavalina A 

marcada con peroxidasa de rabano para detectar las glicoproteinas, pero dado que la lectina 

tiene especificidad por ciertos oligosacaridos, se tom6 la decision de utilizar un metodo de 

mas amplio espectro, para la deteccion de cualquier glicoproteina. Por ello se empleo 

tambien el mbodo de oxidacion de carbohidratos para acoplar biotina, reconocida despues 



por estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina, y el desarrollo de color poi- la reaccion 

enzimatica con BCIP y NBT. 

Por medio de 10s ensayos con enzimas desglicosilantes, encontramos que la G-cGH 

esta N-glicosilada, lo que en un principio se presumia debido a la secuencia consenso que se 

necesita para dicha glicosilacion. De hecho, el tip0 de glicosilacion de la cGH es el que nos 

permitio su purificacion, ya que el reconocimiento de la Concanavalina A (Con A) por esta 

molecula se favorece gracias a la presencia de estos residuos. 

Sin embargo bajo el tratamiento con proteasas nos encontramos con resultados 

desconcertantes. La secuencia consenso tan referida anteriormente se encuentra en la region 

carboxilo terminal: 10s ultimos cuatro aminoacidos de la cGH son : N188 C 189 T 190 I1 91 

Se consider6 que la elimination de estos aminoacidos por carboxipeptidasas nos 

proporcionaria informacion sobre la posicion del oligosacarido; de igual manera se obtendria 

informacion con el patron de corte con trombina. La trombina tiene un probable sitio de 

corte alrededor del aminoacido 133, estandarizado con hormona recombinante teniendo 

como resultado dos fragmentos reconocibles: uno de 15 kDa de la region amino terminal y 

uno de 8-9 kDa de la region carboxilo terminal. La presencia del oligosacarido en alguno de 

estos fragmentos modificaria su peso molecular aparente, hipoteticamente el de 8 kDa 

(fragment0 carboxilo-terminal, que lleva la secuencia consenso) podria variar hasta 11-12 o 

posiblemente 15 kDa, teniendo en cuenta la diferente movilidad de 10s glicopeptidos en 

SDS-PAGE (esta diferencia es mas marcada si la proporcion del oligosacarido sobrepasa el 

30% del peso molecular). 

El tratamiento con carboxipeptidasas no modifico aparentemente el peso molecular 

de la G-cGH, except0 en el caso de colocar un exceso de carboxipeptidasa Y con un tiempo 

de incubacion de cuatro horas; en este ultimo caso no se detectaron bandas 

inmunorreactivas, posiblemente porque la enzima corto varios aminoacidos (no solo 10s 

ultimos) y ademas las proteasas contaminantes pudieron fraccionar aun mas la proteina 



dando cabida a la carboxipeptidasa Y para seguir cortando en cada fragmento. Estos 

fragmentos, aunque existentes, pudieron entonces no ser reconocidos por el anticuerpo. 

La falta de actividad de la carboxipeptidasa B no h e  sorprendente debido al hecho 

de que su especificidad de corte es muy limitada: solo puede cortar arninoacidos basicos - 

carboxilo terminal- corno arginina y lisina, aunque se ha reportado que es posible el corte de 

arninoacidos neutros como isoleucina. Con esta enzima se esperaba el corte de isoleucina y 

posiblemente treonina, aunque la cisteina presentaba un reto mas por el puente disulfbro que 

forma con el aminoacido 18 1. No obstante, se esperaba que con la carboxipeptidasa Y si se 

lograra el corte, ya que puede cortar todos 10s aminoacidos (inclusive prolina, aunque 

lentamente la glicina). Con el exceso de enzima se obtuvo un resultado rnuy drastico, pero 

en 10s siguientes experirnentos no se pudo establecer el tiempo adecuado para llegar al corte 

de 10s cuatro residuos, si es que a 15, 30 y 60' se conaba solo hasta la cisteina. En otras 

proteinas se estandarizo el tiempo de corte de la enzima, y con 15' es posible un corte hasta 

de 8 aminobidos para la concentracion de sustrato y enzima utilizados. Definitivamente la 

, conformation de la proteina, asi como la presencia del carbohidrato (si en verdad se 

encuentra en esa position), pueden ser limitantes de la velocidad de reaccion enzimatica, en 

comparacion con lo ya establecido. Pero existe tambien la posibilidad de que la enzima 

realmente este removiendo 10s ultimos residuos, que en proporcion no modificarian el peso 

molecular aparente bajo este tipo de ensayo, pero el oligosacarido se mantuviera en la 

molecula si se encuentra unido a otro residuo de asparagina que no sea el esperado. 

Por su parte, bajo el tratamiento con trombina se pudo observar un fragmento de 20 

kDa que parecia estar glicosilado, asi como 10s de 15 y 9 sin glicosilar. Una explicacion 

podria ser que la baja sensibilidad del metodo no nos permitiera apreciar si el de 15 o el de 9 

se encontraba glicosilado tambien, pero dado que el de 20 asi parece estar, entonces nos 

encontramos en una disyuntiva. Un fragmento de 20 kDa puede conformarse como algun 

oligomero nuevo (no es muy probable, puesto que son condiciones reductoras y 

desnaturalizantes, ademas de que la presencia del carbohidrato limita las opciones de 

fragmentos) o ser alguno de 10s fragmentos reconocidos en el tratamiento de hormona 



recombinante mas la correspondiente masa del oligosacarido. El Fragment0 que mas apunta 

a comesponder con dicha banda es el de 15 kDa, ya que el de 9 todavia es muy ligero para 

llegar a un peso de tal magnitud. Sin embargo el fragment0 de 15 kDa correponde a la 

region amino terminal, lo cual es sorpresivo, puesto que la hipotesis apuntaba que la 

glicosilacion estaria en el extremo contrario. Por ello vale la pena considerar otro sitio de 

glicosilacion. 

Los hallazgos de Bedecarrats et al (1999) 10s motivan a proponer una secuencia 

alterna con N-X-C (ademas de N-X-TIS, ya conocida) para la N-glicosilacion, ya que 

observan que la prolactina de pavo glicosilada presenta este tipo de glicosilacion, pero no , 

contiene secuencia consenso en su estructura primaria. Esto mismo lo propusieron Corcoran 

y Proudman en 1991. En la cGH existen nueve residuos de asparagina, pero solo el 188 

coincide con una secuencia de tal tipo (N-X-TISIC), ademas de que la conformation de la 

molecula y 10s sitios de union reconocidos (a1 menos en el caso de hGH), permitirian la 

colocacion del oligosacarido sin modificar drasticamente el reconocimiento por el receptor. 

No obstante, dado que la secuencia consenso existe en la proteina, podemos insistir en esta 

posicion como la mas probable para el sitio de glicosilacion. 

La posicion de esta secuencia con la asparagina hacia el final de la molecula y con 

una cisteina que forma parte de un puente disulfuro puede explicar tambien la baja 

proporcion de variante glicosilada. Gavel y von Heijne (1990) realizaron un estudio 

estadistico de una extensa coleccion de "sitios" N-X-TIS que podian estar glicosilados o no. 

En sus resultados encuentran que 10s sitios no glicosilados tendian a estar mas 

frecuentemente hacia el carboxilo terminal de la proteina y que la presencia de prolina en la 

posicion X o Y del consenso (N-X-TJS-Y) reducia hertemente la presencia de N- 

glicosilacion. Por su parte, Christlet y colaboradores (1999) tambien realizan un analisis de 

frecuencia de la localizacion tridimensional de sitios consenso, y encuentran que 65% de 

residuos de asparagina (como parte de la secuencia consenso) se encuentran en la superficie 

de la molecula; parece ser mas factible la glicosilacion, si el sitio se encuentra localizado en 

un asa de la molecula o como parte de formation 0-plegada. Tal es el caso de la cGH: la 



secuencia queda h e r a  de las formaciones a-helicoidales. A continuacion se presentan 

esquemas de la molecula con 10s sitios mencionados. 

ESTRUCTURA TRlDIMENSIONAL DE LA GH DESDE VARIAS PERSPECTIVAS 
aminoacidos (secuencia de cGH), lisina 64, arginina 133, asparagina 188, cisteina 189 

sitio probable de N-glicosilacion: asparagina 188 (S 187N188C189T190I 191) 
sitio probable de corte por trombina en cGH recombinante: arginina 133 

(R130S13 IP1321~133(~134P135) 



Regresando al tema de las clasificaciones, nos encontramos aqui con el dilema de 10s 

tipos de glicosilacion y la secuencia consenso requerida para la N-glicosilacion. Algunos 

autores pueden considerar de forma tan estricta la necesidad de dicha secuencia corno para 

diferir la conclusion de sus hallazgos hacia otras opciones (corno la existencia de nuevos 

genes), sin dar flexibilidad al supuesto inicial. Diaz y colaboradores (1993) encuentran en 

hGH una variante -fragmento- N-glicosilada en muy baja proporcion, y tomando como base 

que el gen normal no contiene secuencia consenso y que es el unico gen que se expresa por 

la hipofisis, proponen la posible existencia de otro gen para GH o proteina relacionada; cabe 

mencionar que tambien proponen que la hGH puede proceder de lotes con hipofisis 

acromegilicas, ya que en ellas se puede expresar tambien el gen variante de hGH (que si 

tiene la secuencia de glicosilacion). 

En nuestro supuesto inicial, la hipotesis apuntaba hacia N-glicosilacion en el residuo 

188 pero, a falta de corroborar y ahondar en nuestros resultados, el supuesto podria ser 
\ 

falso. Otra explicacion razonable es la proteccion que podria estar ejerciendo el carbohidrato 

sobre la actividad con proteasas, especificamente la trombina. Considerar que solo existe un 

sitio de corte, o al menos un sitio mas probable de corte, no excluye la posibilidad de la 

existencia de un sitio alterno, y ello generar un fragment0 mas grande. Dado que con las 

herramientas utilizadas para el analisis de 10s resultados no se tienen evidencias claras del 

sitio de glicosilacion, es necesario realizar mas experimentos que nos puedan apuntar hacia 

la conclusion correcta. 

En estudios de radiorreceptor s e  encontro que la G-cGH tiene una menor afinidad 

por 10s receptores hepaticos del pollo en comparacion con la cGH recombinante, siendo la 

constante de afinidad de 0.07 y 0.015 nM y la capacidad o Bmax de 4.77 y 3.5 fmollmg, 

respectivamente m y e 3  .r 01, 1996). Estos resultados apoyan la hipotesis de una rnodificacion 

estructural que tiene cierta influencia sobre su union a receptores, aunque ello no 

necesariamente involucra una bioactividad menor de la G-cGH. Hattori y colaboradores 

(1998) analizan la actividad biologics de moleculas variantes de lactogeno placentario en el 

ensayo de proliferation de cdulas de Nb2, asi como su union al receptor de prolactina y 



estimulacion de la fosforilacion de JAK-2 en estas mismas celulas. Encuentran que la 

habilidad de union al receptor y activacion de JAK-2 parece ser independiente de la N- 

glicosilacion, ya que sus resultados muestran que la potencia relativa de actividad biologics 

es mayor si la molecula esta glicosilada como tip0 nativo en comparacion con la molecula 

que solo tiene un sitio glicosilado en lugar de dos o en comparacion con la no glicosilada; sin 

embargo su union a1 receptor y activacion de JAK-2 no presentan diferencias significativas 

entre 10s tipos mutantes y el tip0 nativo. 

El creciente interes sobre la influencia que pueda tener la glicosilacion sobre la 

actividad de la G-cGH nos pfesenta varios retos para lograr su caracterizacion. Uno de 10s 

principales obstaculos que se necesitan librar es la obtencion de suficiente cantidad de 

proteina para el analisis estructural y funcional que oriente sobre la razon de su existencia. 

La purificacion de mayor cantidad de la variante es uno de  10s objetivos que se pretende 

alcanzar en la continuacion de este proyecto. Otro reto a vencer es el estudio de la 

estructura del oligosacarido con herramientas mas sensibles como lo es la espectrometria de 

masas en coordinacion con 10s procesos enzimaticos que yrt hemos estado trabajando, asi 

como el analisis de 10s tipos de carbohidrato presentes en la molecula. Para discernir si la G- 

cGH tiene alguna hncion en especifico se puede iniciar el estudio desde un punto de vista 

fisiologico considerando la variacion de su concentracion en diferentes estados del animal. 

La localization subcelular de la proteina nos proporcionara invaluable informacion para 

complementar el estudio de esta variante. Por tiltimo, uno de 10s retos que se ha buscado 

resolver desde el hallazgo de la G-cGH es la produccion de un anticuerpo altamente 

especifico sobre esta variante, que facilitaria sobremanera el estudio profundo de esta 

glicoproteina. Los retos que ahora se presentan, nos motivan a continuar este proyecto para 

contribuir con inforrnacion acerca del mundo que nos rodea. 



CONCLUSIONES 

El metodo de purificacion con el que se obtuvieron mejores resultados consisitio en utilizar 

cromatografia de inmunoafinidad seguida por cromatografia con Concanavalina A-sefarosa, 

con lo que se purifico la variante glicosilada de la hormona de crecimiento obteniendo un 

rendimiento menor al 1% de la hormona de crecimiento total. 

El anticuerpo monoclonal contra cGH utilizado reconoce un epitope que es comun a 

diversas variantes de la hormona, inclu-yendo la glicosilada, facilitando su purificacion con la 

cromatografia de inmunoafinidad. 

La G-cGH analizada por electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) y WesIenr blot se 

presenta en una banda con un peso molecular aproximado de 26 kDa y 30 kDa en 
\ 

condiciones no reductoras y reductoras, respectivamente, lo cual refleja la presencia del 

oligosacarido en la glicoproteina, en comparacion con el monomero no glicosilado con peso 

de 22 y 26 kDa en condiciones no reductoras y reductoras, respectivamente. 

La G-cGH es susceptible a la actividad de la PNGasa F, por lo que el tipo de enlace del 

oligosacarido presente en la G-cGH es N-glicosidico. La 0-glicosidasa, que es especifica. 

para digerir 10s enlaces 0-glicosidicos mas comunes, no dio actividad registrable con 10s 

metodos utilizados, por lo que se descarta la existencia de este tipo de enlaces. Las enzimas 

NANasa, Endo-H y Endo-F tienen escasa o nula actividad sobre la G-cGH, con lo que se 

presume que el N-oligosacirido es de tipo complejo y/o de dificil acceso para su digestion. 

La G-cGH es reconocida por 10s receptores membranales de higado de pollo de manera 

semejante a la hormona de crecimiento de pollo recombinante. 
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ANEXO I 

PURIFICACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI cGH (MAbacGH) 
POR CROMATOGRAF~A DE AFINIDAD EN P R O T E ~ A  A SEFAROSA 

Soluciones 

Amortiguador A 
Glicina 1.5 M, NaCl3M pH 8.9 
Glicina 56.3g 
NaCl 87.7g 
Disolver en 400 ml de agua desionizada. Ajustar y aforar a medio litro. 
Amortiguador B 
Acido citrico 5OmMpH 3.5 ( 3) 
Ac. Citrico monohidratado 5.258 
Disolver en 400 ml de agua desionizada. Ajustar y aforar a medio litro. 
Acido clorhidrico 1mM 
Amortiguador de acoplamiento 
50mM fusfaros, 0.5 M NaClpH 7 - 7.6 
(stock 5x) 
K~HPOJ 43.68 
NaCl 147g 
Disolver en 800 ml de agurt desionizada. Ajustar con HCI y aforar a un litro 
Diluir 1:5 la solucion stock para utilizar el amortiguador. 

Purificar anticuerpo monoclonal contra hormona de crecimiento de pollo (MAbacGH) 
proveniente de liquido de ascitis liofilizado lote IH7 (enviado por Dr. Luc Berghman p. ej.: 
lote 4 obtenido en abril 1990). conteniendo aproxilnadatnente el equivalente de 3mllfrasco y 
resuspender con 12 ml de arnortiguador A ( 1 . 5 ~  Gly, 3M NaCI, pH 8.9, al menos con 5 
vol~imenes del amortiguador). Centrifugar 15 min a 2,500 rpm (Beckman TJGR) en tubos 
conicos de 15 ml. Separar el sobrenadante. 

lncubar 0.75 g de proteina A sefarosa (Pharmacia cat. 17-0780-01; 2 mg proteina A/ml gel) 
-aproximadamente 2.6 ml- con el sobrenadante del resuspendido de liquido de ascitis, en una 
econo-columna de BioRad y agitar "end over end' durante 30 a 70 min a temperatura 
ambiente. 

f i r  esfe caso el liqzrido de ascitis no debe tener precipitado, solo debe ufilizarse rl 
sobret~adante. Vaciar el sobretladat~fe a la colrrmna con zma pipeta pasfeur por 10s 
paredes. Vaciar primero la mitad, Itrego agregar la sefarosa ypor zilfimo la otra mitad del 
liqrricio. Tapar la cohrmna y agitar matlualmente. Adaptar a un agitador a~rtomatico @.el. 
milli get1 50-1 shaker). 



Guardar la fraccion no adsorbida. Inicialmente sobre hielo eluir la columna con 
amortiguador pH 8.9. 
Colectar el elttato en tubos de ensayo de 10 ml y monitorear cad' fraccion registrando la 
D.O. a 280nm. Lavar con amortiguador pH 8.9 hasta que la D.O. sea cero, 
aproximadameizte 10-25 volzimenes de la cama de resina. Una vez que el amortiguador A 
Nega a1 lecho de la colurnna, afiadir e l  amortiguador R. 

Eluir con amortiguador B (50mM acido citrico pH 3.5). Colectar fracciones de 2 ml de 
eluato en tubos que contengan 0.5 ml de amortiguador A / tub0 para neutralizar. Juntar las 
fracciones con mayor D.O. 

Dializar en una bolsa Spectrapor no. 4 (12-14000kDa) en 300 ml de PBS (amortiguador de 
acoplamiento) en un vaso de precipitado de 500 ml durante toda la noche a 4°C para 
eliminar las aminas glicina y TRIS. Despub de dializarse debera verse un precipitado. 

Reconstituir la columna (proteina A sefarosa) lavando con amortiguador A hasta que el pH 
del eluido sea igual al del amortiguador. 

Incubar la fraccion no absorbida I (FNA-I) afiadiendo las fracciones 1 y 2 del lavado de la 
primera columna o corrida-1 a la columna de proteina A sefarosa ya reconstituida para tratar 
de obtener la mayor cantidad de MAbacGH que no se hubiera obtenido la primera vez. 
Agitar toda la noche. 
Lavar igual que en la corrida-1 con amortiguador pH 8.9. Eluir con amortiguador B (50mM 
acido citrico pH 3.5). Colectar fracciones de 2 ml de eluato en tubos que contengan 0.5 ml 
de amortiguador A / tubo para neutralizar. Juntar las fracciones con mayor D.O. 

Dializar contra PBS toda la noche con spectrapor no. 4 en 500 ml con un total de 3 
cambios. 

Liofilizar aproximadamente durante cinco horas. 
Determinar la cantidad de proteina por mg de polvo. 

Para reconstituir la muestra y tenerla en condiciones optimas para el acoplamiento con 
sefarosa 48, resuspender en agua de la siguiente manera: 
3 mg 1gG / ml H 2 0  para obtener la fuerza ionica del amortiguador de acoplamiento 
(centrifugal para eliminar agregados). 

Capacidad del MAb 
A) probabilidad de acoplamiento 113 
9 )  peso molecular relacion IgG /Ag =150000/20000=8 
C) si se acopla bien existen 2 sitios de union 

capacidad por I mg de MAb inmobilizado: 
(1000ua)(2) 2000 80pg GWpg MAb 8Ox5mg = 400pgJmI de gel 

(3x8) 24 



ANEXO I1 

PUIUEICACION DE CGH 
CROMATOGRAF~A DE INMUNOAFINLDAD 

(MAba c G E  ACOPLADO A SEFAROSA 4B ACTIVADA CON BrCN) 

Soluciones 

Amortiguador (bloquear) 
Glicina 1.5 M, NaCI 3M pH 8.0 
Glicina 56.3g 
NaCl 87.7g 
Disolver en 400 ml de agua desionizada. Ajustar y aforar a medio litro. 
Amortiguador A (cargar) 
liris-HC'I jOmM, NaCl 15OmM, pH 7.6 
Tris 6. l g  
NaCl 8.8g 
Agregar 900 ml de agua desionizada esteril mezclar, ajustar el pH y aforar a un litro. 
Guardar a 4°C 
Amortiguador B (elucion) 
Glicittrr jOniM, NaCI ljOmM pH 3.0 
Glicina 1.88g 
NaCl 441g 
Disolver en 900 ml de agua desionizada. Ajustar y aforar a un litro. 
Para elucion en "batch bajar un poco m b  el pH (2.8) 
Amortiguador neutralization 
7'ris-H('1 3MpH 8.0 
Tris 36.38 
Disolver en 90 ml de agua desionizada esteril mezclar, ajustar el pH y aforar a 100 mililitros. 
Guardar a 4°C 
Amortiguador extraction 
lirjs-HC'I 5OnlMpH Y - 9.5 
Tris 3.05g 
Disolver en 450 ml de agua desionizada esteril mezclar, ajustar el pH y aforar a 500 
rnililitros. Guardar a 4°C 

Preparacibn del inmunoadsorbente 

Preparar 1 g de sefarosa 4B activada con BrCN (3.5 ml de gel hinchado). 
Hincharla en HCI ImM y lavarla con 200 ml de HClIg de sefarosa (en etapas), utilizando 
una manguera de vacio con trampa. El liltimo lavado realizarlo con amortiguador de 
acoplarniento (fosfatos 50mM. NaCl 0.5M, pH 7-7.6). 

Despues de que la resina alcance el pH de 7-7.6, incubarla con 18 ml de MAbacGH-IH7 
(aproximadamente 18 mg de IgG), agitando "end over end" a temperatura ambiente durante 



tres horas. Colectar el liquido en una probeta de 100 ml y leer la D.O. contra el 
amortiguador de acoplamiento como blanco. Calcular la eficiencia de acoplamiento. 

Bloquear 10s sitios que no reaccionaron, con amortiguador pH 8 (1.5 M Gly, 3M NaCI, pH 
8.0). Agitar toda la noche "end over end" a temperatura ambiente. 

Despues de bloquear, lavar la columna con amortiguador A (Tris-HCI 50mh4, NaCl 
150mM, pH 7.6) hasta que el eluido alcance el pH del arnortiguador. Despues, lavar con 
amortiguador B (glicina 50mM, NaCl 150mM pH 3.0-2.8) hasta alcanzar el nuevo pH. 
Completar este ciclo 3 veces. 

Dejar sedimerrtur la colrrmrm parat~do la agitation dtrrarrte 1.5 hr aproximadanrerrte. Ahrir 
y recoleclar el amortigtrador con el qrre se llevo a cabo el hloqr~eo. Adicior~ctr 7i-rs-H('ft 
NaCI, pH 7.6 para lavar hasfa ohter~er ti17 pH igral en el eluido qtte en el amortigrradvr. 
Posteriormerrte corrtirrrrar lavartdo como sigue: Agregar amorfigrrador B (Gly 50mM pH 
3.0-2.8) hasta que el elrrido tome el pH del amortiguador. Estos lavados se repiten por tres 
veces. 

Dejar en amortiguador de cargado. El inmunoadsorbente ya esta preparado en un volurnen 
de 3.5 ml 

Inhibidores de proteasas 
E-64 .(thiol proteasas) 100pg en loop1 (1:l vlv) mezcla de etanol y agua, con una 
concentracion inicial de 1 pg/ml. Aiiadir I pl de inhibidor por ml del amortiguador para 
homogeneizar. 

Leupeptina (ser y thiol proteasas) 50pg en 100p1 de agua con una concentracion inicial de 
0.5 pg/ml Aiiadir 1 pI de inhibidor por ml del amortiguador para homogeneizar. 

Pefabloc (ser proteasas) PM 239.5, 100 mM en agua (2.395 mg1100 rnl HlO) con una 
concentracion inicial de 1 mM por cada ml de homogenado. Aiiadir 1 pl de inhibidor por ml 
del amortiguador para homogeneizar. 

Pepstatina (proteasas acidas) 70 pg en 100pl de metanol con una concentracion inicial de de 
0.7 pg/ml. Aiiadir I pl de inhibidor por rnl del amortiguador para homogeneizar. 

PMSF I00 mM, 29 mg / 1.6 ml de acetona. Con una concentracion inicial de 1 mh4 aiiadir 
10 p1 de inhibidor por ml del amortiguador para homogeneizar. 

Phosphoramidon (metal0 proteasas) 500 pg en loop1 de agua con una concentracion inicial 
de 50 pg/ml. Aiiadir 10 p1 de inhibidor por ml del amortiguador para homogeneizar. 



Obtencion del extract0 hipofisiario 

Pesar aproximadamente 200 mg de glandulas congeladas (20-25) y agregarles 5(+2) ml de 
amortiguador de extraccion (50mM Tris-HCI pH 9.0-9.5) 
Homogeneizar las hipofisis en un politron durante 30 segundos en posicion ' 5 ' .  Agregar 10s 
inhibidores de proteasas. 

Completar la extraccion durante dos horas a 4 C ,  con agitacion magnetics (en recipiente 
clhielo). 
Centrihgar 15 min a 12,000 g (10,000 rpm en microfuga) 
Neutralizar el sobrenadante en el potenciometro agregando HC1 0.5 N hastxalcanzar un pH 
de 7.6 (<0.5 ml) 

Aplicar la muestra (sobrenadante neutralizado) en la columna (1 h, 3x). 
Recolectar en tubos de vacutainer, pasando este eluido dos veces mas por la columna (con el 
objeto de que se pegue la mayor cantidad posible de hormona a la resina). Posteriormente 
lavar la columna con amortiguador A (aprox. 10 volumenes del lecho) 5x71111. Probar estos 
eluidos con un Bradford en punto: ( 2 ~ 1  reactivo de bradford + 8p1 muestra) sobre un 
paratilm (las muestras con proteina se observan azules). Guardar la fraccion mas 
concentrada (fraccion no adsorbida) ya que contiene toda la hormona hipofisiaria menos la 
GH (juntar varias para liofilizar y guardar). 
Eluir con amortiguador B. ~ecolecta: alicuotas de 1000 pI en tubos que contengan 100 p1 
Tris-HCI 3m pH 8.0 para neutralizar. 

Juntar las fracciones de mayor absorbencia a 280nm y dializarlas. Se pueden concentrar 
usando una membrana spectrapor 3 vs PEG 8000 al 20% y posteriormente con agua milliq. 
Reconstituir la columna con 10s tres ciclos de lavado descritos anteriormente. 



ANEXO 111 

Soluciones 
Amortiguador de equilibrio 
Tris 2OmM-HCI, NaCI 0.15M. MnC12 ImM, CaC12 1 mM, pH 7.0 
Tris 0.6057 g 
Disolver en 200 ml de agua desionizada y ajustar el pH a 7.0 con HCI 3 N. Luego aiiadir: 

- NaCl 2.1915 g 
MnC12, 4H10 0.0495 g 
CaClz 0.0278 g o CaCly H20 0.0368 g 
Para preparar 250 ml de solucion . . 
Solucion de  a-D-metil-manosido lOmM 
a-D-metil-manosido 0.1942 g 
Disolver en 100 ml de amortiguador de equilibrio 

Protocolo 
Modification de metodo, Ber~hman, L .T ,  Lens, P., Decuypere. E., Kuhti, E.R. atrd 

~andesn,ldt.,'F. (1987). Glycosylated chicken growth hormotie. 
Geti.comp.etidocrino1. 68:408-414. 

Realizar 4 lavados con amortiguador de equilibrio (Tris 2OmM-HCI, NaCl 0.15MM MIIC'I? 
lmM, C7aC12 I mM. ,UIY 7.0) a 7 ml de resina (concanavalina A-sefarosa Sikwn), para 
eliminar el amortiguador preservative y despues transferir a una columna Dejar sedimentar 
la resina y comprobar que no haya fugas. 

Disolver la muestra en el amortiguador de equilibrio y aplicarla en un volumen pequeiio (no 
mayor de 3 ml). Dejar interactuar con la resina, durante 15 a 20 minutos. Eluir primeramente 
con 5 volumenes del amortiguador de equilibrio (hasta la linea base de absorcion a 280nm) y 
luego con a-D-metil-manosido lOmM disuelto en el mismo amortiguador. Todos 10s pasos 
deben llevarse a cab0 a 4°C 

Para realizar la cromatografia se utiliza el siguiente equipo: 
Conductimetro LKB-2 195, absorciometro LKB-2138, graficador LKB-22 10, colector de 
fracciones LKB-2070 y una bomba peristaltica 

Ajustar el flujo de la columna a 0.4 mVminuto y la velocidad del papel a 0.5 mm/minuto. 
Colectar fracciones de 2 ml. 

Juntar las fracciones pico obtenidas (por densidad optica a 280 nm) posteriormente 
dializarlas y liofilizarlas. La fraccion retenida se compone tinicamente por glicoproteinas. 

Para regenerar la columna, se lava con 10s siguientes amortiguadores: 

103 



A) Tris 0. IM-HCI, NuCI 0.5M. pH 8.5 (10 volumenes) 
Tris 1.21 14 g 
NaCl 2.922 g 
Aforar a 100 ml con agua desionizada 

B)  Acelato de sodio 0. I M. NaC10.5 M, pH 4.5 (10 volumenes) 
Acetato de sodio 0.287 g 
NaCl 2.922 g 
Disolver en 80 ml de agua desionizada. Aiiadir 372.5 ~1 de acido acetico glacial y ajustar el 
pH a 4.5. Aforar a 100 ml. 

C) Amortiguador para almacenar la columna 
Acelato de sodio 0. I M, NoCl I M, (hCl2 I mM, Mg('l2 ImM, MrlClz ImM , uzida de 
sodio ul 0.1 %, pH 6.0 (I 0 volumenes) 
Acetato de sodio 0 . 7 7 4 7 ~  
Azida de sodio 0.1 R 
NaCl 
CaC12 
MnC12 4H20 0.0198g 
MgC12 6H20 002033g 
Disolver en 80 ml de agua desionizada, agregar 32 pl de acido acbico y ajustar el pH a 6.0. 
Aforar a 100 ml. 
Nota: la azida de sodio debe manejarse con cuidado pues es venenosa. \ 



ANEXO IV 

ELECTROFORESIS 
SDS-PAGE 

Solucioues 

Sin A Acrilamida (30% T, 2.67% C) 
30% acrilamida; 0.8% de bis-acrilamida 
30g de acrilamida 
0.8g de NW-bis-metilen-acrilamida 
para 100ml de DDHzO 
Mezclar con agitador magnetico, tiltrar con papel Whatman No. 1 y conservar a 4°C. 
Nota: muy toxico, usar guantes. 
Sln B Amortiguador para el gel inferior o separador 
1.5 M Pis-HCl, pH 8.8 
18.15 g de Tris-base 
Mezclar con 50ml de DDHzO en el agitador magnetico, agregar HCI hasta que el pH sea de 
8.8, ajustar a 100ml y conservar a 4°C 
Sln C Amortiguador del gel superior o concentrador: 
0.5 M Pis-HCl, pH 6.8 
6g de Tris-base 
Mezclar con 50ml DDHZO en agitador magnetico, agregar HCI hasta que el pH sea de 6.8, 
ajustar a 100ml y conservar a 4°C i 

Sln D SDS 10% 
5g de SDS (pesar en el vaso) 
Ajustar a 50tnl y conservar a 4°C 
S l ~ i  F Amortiguador del electrodo (de corrida) 5X pH 8.3 
Tris-base 9g 
glicina 43.2 g 
SDS 39 
Ajustar a 600ml. mezclar y guardar a 4°C 
Sln E Amortiguador de la muestra 
P;s-H('/ 0. jM 10% SfXYpH6.8 
Hz0 4.0 ml 
C 1.0 ml 
D 1.6 ml 
Glicerol0.8 ml 
Azul de bromofenol 0.2 ml (0.5%) 
2-P mercaptoetanol 04(reductoras) 
Para condiciones no reductoras se ponen 4.4 ml de Hz0  
PSA Persulfato d e  amonio 10% 
100 mg persulfato de amonio en lml de Hz0 
Preparar fresco 



Soluciin para teiiir geles 
Azul brillante de Coomassie R-250 0.1% 
Metanol 40% 
~ c i d o  acetic0 10% 

Preparacidn de  10s geles 

Lavar 10s vidrios con agua y jabon con las yemas de 10s dedos y secar con aire. 
Limpiar 10s vidrios con solucion aminiacal al 10% o con alcohol con gasa con el objeto de 
quitar la grasa, ya que esta no permite polimerizar la acrilamida. 
Atemperizar soluciones metiendo 10s frascos en un batio de agua 
Colocar el ensamblador en la cuneta de la torre con las pes ia~as  hacia arriba, tornillos hacia 
atras; empujar con la placa de plastic0 10s separadores hasta que se encuentren en 10s 
extremos del ensamblado totalmente verticales. Con el acrilico transparente presionar el 
ensamblado y apretar 10s tornillos superiores. Verificar la alineacion y apretar tornillos 
inferiores. 

Acomodar 10s ensambles en la torre. Presionar el acrilico del ensamble sobre el hule hasta 
que se inserte el ensamble en la pestaiia de la torre (45" grados ernpuje hacia abajo y atras) 

Pesar el persulfato de amonio (la solucion debe ser preparada fresca cada vez). Hidratal' 
OOlOOg en 100pl aproximadamente (10%). Preparar la solucion del gel separador segun la 
concentracion requerida (ver tabla), sin el SDS ni 10s catalizadores para desgasificar durantc 
5 rninutos. Una vez desgasificado atiadir 10s catalizadores. 

GEL 
10% 12% CONCENTRADOR 



Llenar el espacio de entre 10s vidrios hasta una altura de 2 cm. antes del extremo del vidrio 
pequefio. Con una jeringa Hamilton cubrir con agua la interfase para evitar la formation de 
meniscos (tambien puede utilizarse alcohol isopropilico). 
Esperar a que se complete la gelificacion aproxirnadamente unos 30 minutos. 
Secar el agua introduciendo un pedazo de papel filtro. 

Preparar la solucion del gel concentrador (4%) con las mismas indicaciones para 
desgasificar. Aplicar la solucion sobre el gel separador ya formado casi hasta el borde. 
Introducir el peine segun el grueso de 10s separadores utilizados asi como la cantidad de 
pozos requerida. Aplicar mas solucion hasta cubrir 10s bordes. 

Electroforesis 

Preparar las muestras para analizar en volumenes totales adecuados al tipo de peine utilizadd 
(volumen del pocito). Para peines de 15 pozos y 1 mm de grosor trabajar con volumenes 
maximos de lop1 (se agregaran otros 10 con amortiguador de la muestra, que contiene 
glicerol para que por efecto de densidad se evite al maximo la dihsion hacia el buffer de 
conida). 

Hervir las muestras 5 minutos. 

Montar la camara con 10s geles asegurandose de que el hule selle bien y no se presenten 
fugas. Quitar el gel no polimerizado con pedacitos de papel filtro. Se pueden lavar primero 
10s pozos y despues secar con el papel. Poner parte del amortiguador de corrida en el tanque 
y colocar la camara en su interior. Llenar el centro de la camara con amortiguador. Tapar el 
tanque con 10s electrodos y conectarlos a la fuente de poder. Encender la fuente de poder 
con un voltaje constante: IOOV primeros 20 minutos hasta que el frente llega al gel 
separador (marca a 2 crn en el vidrio pequeiio) y 150V despues de 1 hora hasta el final del 
gel. 

Desconectar la fuente y sacar la camara; despegar 10s vidrios con 10s separadores haciendo 
palanca. Despegar el gel y dejarlo caer en la caja con colorante. Teiiir durante 2 horas (o el 
tiempo necesario para que el colorante difunda por todo el gel) y desteiiir con Ac. Acetico / 
Metanol hasta que el fondo se aprecie claro. Si no se desea teiiir el gel, puede prepararse 
para una transferencia. 



ANEXO V 

ELECTROTRANSFERENCIA DE PROTE~NAS 
(WESTERN BLOT) 

Soluciones 
Amortiguador de transferencia 
Tris 25mM, glicina I92mM, meiand 20%pH 8.3 
Tris 9.09g 
Glicina 43.28 
Disolver en un litro de agua desioninda y afiadir: 
Metanol 600 ml 
Aforar a tres litros de agua desionizda esteril 

Protocolo de transferencia 
1. Realizar unaelectroforesis (SDS-PAGE); despues de la electroforesis, equilibrar el gel en 

la solucion de transferencia durante quince minutos. Humedecer con solucion de 
transferencia la membrana de 
( a ) immun-life bloiiit~g mernbm~e-BioRad cortada en secciones de 7cm x 9cm para 
quimioluminiscencia 
( b ) nitrocelulosa 0.45pm de poroBioRad 
( c ) PVDF, primero en metanol, agua y luego amortiguador. 

2. Preparar un paquete (sandwich) para transferencia, la placa de plastico negra abajo 
(sobre el fondo de una palangana o charola con la solucion de transferencia) y la 
transparente arriba. Sobre la hoja de plastico negra del cassette colocar una fibra 
(scoth-brite) cuidando que este bien impregnada en solucion. 
Sobre la fibra colocar una hoja de papel filtro impregnado con solucion. Si se trata de 
geles delgados (< l mm), utilizar una esponja y 2 hojas de papel filtro tip0 whatman no. I 
Colocar el gel cuidando que no qwden burbujas entre la fibra y el gel. 
Colocar la membrana ya equilibrada con la solucion de transferencia. Con cuidado pasar 
un tub0 de ensayo, como rodillo, para sacar todas las burbujas. 
Colocar otro papel filtro tambien previamente saturado de amortiguador de 
transferencia. Colocar la otra i i b n  (o esponja) y cerrar el cassette. 

3. Colocar el cassette en la camara con la cara negra orientada hacia lo negro de la camara 
(es decir, teniendo cuidado de que el polo positivo de hacia la membrana, y el gel viendo 
hacia el polo negativo). Agregar el amortiguador de transferencia a la altura necesaria 
para cubrir 10s electrodos o dos cm. arriba del gel. 

4. Colocar un agitador magnetic0 en la camara y mantener en agitacion continua durante 
toda la corrida. Coloca el congelador con agua desionizada (hielo) para evitar que se 
caliente el sistema. 

5. Tapa la camara y conectar a la hente de poder para transferencia. Correr a 200mA 
durante una hora. 

6 .  Despues de la hora dicorrida desconectar la cimara y sacar el sandwich, todo con mucho 
cuidado y con guantes para no manchar la membrana. 



ANEXO VI 

TINCIONES 

Soluciones 
Amortiguador salino de tris (TBS) lox 
Tris 2nOmM, NaCI 5M, pH 7.5 
Tris 24.22g 
NaCl 292.28 
Agregar 900 ml de agua desionizada esteril mezclar, ajustar el pH y aforar a un litro. 
Guardar a 4°C 
Soluci6n bloqueadora 
Leche descremada en TBS a1 5% 
Leche descremada 5g 
TBS Ix 100 ml 
Mezclar hasta que se disuelva. 
Solucion de  lavado 
7TBS, pH 7.5 
Tris 20mM 
NaCl 5OOmM 
Tween 20 0.05% 
4501.11 de tween 20 a 900 ml de TBS lx 
Solucion del primer anticuerpo 
Amortigmdor (1% leche descremada en TTRS) 
Leche descremada 2g 
TTBS 200ml 
Disolver el primer anticuerpo con un titulo adecuado 1:3000 2 0 ~ 1  en 60 ml 
(o 1 :4000 2 5 ~ 1  en 100 ml ) 

SoIucion riel segundo anticuerpo o anticuerpo conjugado BioRad 
(goat anti-rabbit IgG horseradish peroxidase) 
Diluir 2 0 ~ 1  del anticuerpo conjugado en 60 ml de TTBS con 1% de leche descremada. 
Dilucion 1 :3000. 

Amortiguador del sustrato l x  
0. I M dielntlolamit~a, lmM MgCIz, pH 10.0 
Mezclar 4 ml de amortiguador del sustrato 25x con 96 ml de agua desionizada 



Soluci6n de  sustrato 
Agregar 180pI del sustrato stock de quimioluminjscencia a 100 ml del amortiguador del 
sustrato I x 

Protocolo 
Tinci6n 
Sacar la membrana y colocarla en un recipiente para lavar con amortiguador TBS pH 7.5 
durante cinco minutos. Cambiar de solucion, tres veces 

Bloquear la membrana con 50 ml de leche descremada al 5% en TBS pH 7.5 por dos horas 
en agitacion constante. Despues de! bloqueo, lavar las membranas con TTBS por 5 minutos 
cambiando la solucion 3 veces (50 ml clvez). 

lncubar con el primer anticuerpo a-cGH en suspension de leche descremada al 1% TTBS 
pH 7.5 toda la noche con agitacion constante (con una dilucion del anticuerpo 1:3000; 20p1 
en 60 ml). Lavar las membranas con 40ml TTBS pH 7.5 durante quince minutos por 3 
veces. 

lncubar con el segundo anticuerpo a-IgG-AP (fosfatasa alcalina) o a-IgG-HRP 
(peroxidasa), dependiendo del equipo de revelado, 1:3000 en TTBS con Ieche descremada 
1% (20p1 de anticuerpo en 60 ml para cada membrana). Incubar dos horas. Enjuagar con 40 
rnl TTBS quince minutos por 3 veces. 

\ Cambiar la solucion a TBS ix pH 7.5, quince minutos para eliminar el tween-20 

Para revelar se preparan 60 ml de solucion de sustrato: 
2.4 ml amortiguador 25x 
57.6 ml agua desionizada 
108pl sustrato 
(o segun indicaciones del proveedor) 

lncubar cinco minutos con agitacion. Escurrir y colocarlas en bolsas de plastico, sacando las 
burbujas. 

Autorradioerafia 

En un cassette para este proposito colocar las membranas y sobre ellas un pelicula Kodad X- 
Omat-ARS de 8-10". Cerrar y exponer por un minuto. Tomar la pelicula con unas pinzas y 
sumergirla en la solucion de revelado por un minuto. Lavarla con agua durante un minuto. 
Sumergir en la solucion fijadora por un minuto. Lavar con agua durante un minuto. 
Realizar el proceso en cuarto oscuro y frio. 



(B) INMUN~TINCION CON ANTICUERPO POLICLONAL 

SoCuciones 
Amortiguador de  fosfatos (PBS) 5x 
Fosfatos 5OmM. NaCI 0.75M. pH 7.6 
NaH2P04 ' H20 6.9g 
NaCl 43.758 
Disolver en 800 ml de agua, ajustar el pH a 7.6 y aforar a un litro. Guardar a 4 '~ .  

Solucibn bloqueadora 
Gelatitla en PRS a l 3 %  
Gelatina 3g 
PBS lx 100 ml 
Mezclar hasta que se disuelva 

Solucibn de lavado 
TPBS 
Fosfatos 1 OmM 
NaCl 0.15M 
Tween 20 0.05% 
450pl de tween 20 a 900 ml de PBS lx 

Soluci6n del primer anticuerpo 
Amortigrtador (I % gelatitra ett TPBS) 
Cielatina 222 
TPBS 200ml 
Disolver el primer anticuerpo con un titulo adecuado 1 :3000 o 1 :4000 
20pl de anticuerpo en 60 ml de amortiguador 

Solucibn del segundo anticuerpo o anticuerpo conjugado biorad 
(goat anti-rabbit igg horseradish peroxidase) 
Diluir 33p1 del anticuerpo conjugado en 100 ml de TPBS con 1% de gelatina. 

Protocolo 
Inmunotincibn 

Sacar las membranas despues de la electrotransferencia y colocarlas en un recipiente para 
lavar con amortiguador PBS lx pH 7.6 durante cinco minutos dos veces. Colocar las 
membranas en solucion de PBS con gelatina 3% durante dos horas. Despues del bloqueo, 
lavar las membranas con TPBS por 10 minutos dos veces. 



Incubar [as membranas con el primer anticuerpo a-cGH en TPBS con I% gelatina durante 
dos horas o toda la noche, con agitacion constante. Lavar las membranas con TPBS 
durante cinco minutos por 3 veces. 

Incubar con el segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa 1:3000 en TPBS con 1% gelatina. 
Incubar una y media a dos horas (el segundo anticuerpo es un anti-IgG de conejo, producido 
en cabras). Lavar las membranas con TPBS durante cinco minutos por 2 veces. 

Revelado 
Se utiliza 4-cloronaftol0.05%, metanol 16.6%, PBS y peroxido de hidrogeno 
4-cloronaflol 30 mg 
metanol frio 10 ml 
PBS 50 ml 
peroxido de hidrogeno 30 p1 
La solucion reveladora tambien se puede preparar con diaminobencidina de la siguiente 
manera: 
diaminobencidina 25mg 
PBS 1 OOml 
peroxido de hidrogeno 20p1 

Incubar durante 20 a 45 minutos con agitacion, segun la intensidad de las bandas que 
aparezcan. Detener el revelado por lavados con agua durante 20 minutos por dos veces. 



Soluciones 

Amortiguadores como en inmunotinci6n 

Solucidn bloqueadora 
Alburnina en PBS a1 3% 
Alburnina . 3g 
PBS l x  100 ml 
Mezclar hasta que se disuelva 

Soluci6n de  con A-HRP 
Amortigrtador ( I %  albumina en 7PBS) 
Albumina 2g 
TPBS 200ml 
Resuspender un stock de con A-HRP con una dilucion del anticuerpo 4pglml con TPBS 

Sacar la membrana y colocarla en un recipiente para lavar con amortiguador PBS l x  pH 7.6 
durante cinco minutos dos veces. Colocar la membrana en solucion de PBS con albumina 
3% durante dos horas. Despues del bloqueo, lavar las membranas con TPBS por 5 minutos 
dos veces. 

Incubar las membranas con solucion de con a-HRP en TPBS con 1% alblimina durante tres 
y media a cuatro horas con agitation constante a temperatura ambiente. Lavar las 
membranas con TPBS durante cinco minutos por 2 veces. 

Revelado 

Agregar la solucion reveladora (misma que en B) e incubar el tiempo necesario para que 
aparezcan las bandas. Detener el revelado por lavados con agua durante 10 minutos por dos 
veces. Secar las membranas colocandolas entre varias hojas de papel filtro. 



(D) INMUNOTINCI~N CON OXIDACION/ESTREPTA KlDINA-BIOTINA,AP 

Soluciones 
Amortiguador TBS 1x 
Tris 5 0 M ,  NaCI 27mM, pH 7.2 
Tris 6.05g 
NaCl 1.60g 
Disolver 10s reactivos en 900 ml de agua, ajustar el pH a 7.2 con HCI 1N y aforar a un litro 
con agua destilada y desionizada. Guardar a 4°C. 
Amortiguador de  acetatos 
Acetato de sodio 200mM, pH 5.5 
440 ml200 mM AcNa 

AcNa 3H20 12 g 
disolver en 440 ml de agua. 

60 ml200 mM AcAc 
AcAc glacial 690 pl 
en 60 ml de agua. 

Combinar las soluciones stock. Checar pH. 
Amortiguador de  fosfatos (PBS) 5x 
FosJntos 9mM, NaCI 2 7m, pH 7.2 
Na2HPOd 575 mg 
NaH2P04 Hz0 100 mg 
NaCl 800 mg 

, Disolver en 500 ml de agua, ajustar el pH a 7.2 
Revelador 
Tris IOOmM, pH 9.5 
Tris 1.21 g 
MgC12 6H2O l .OO g 
NaCl 0.58 g 
Disolver en 90 ml de agua, ajustar el pH a 9.5 con HCI 0.1 N. Aforar a 100 ml. 
Amortiguador de acetatos1EDTA 
Acefato de sodio 100mM, EDTA 5mM, pH 5.5 
200 mM AcNa pH 5.5 300 ml. 
EDTA 1.14g 
Disolver EDTA en la solucion y llevar a 600 ml con agua. 

Protocolo 

1.  Colocar 20 p1 de muestra en un tubo de polipropileno para microcentrifuga. Si la muestra 
es solida (0.01 - 20 pg) disolverla en 20 p1 de amortiguador de acetatos 100mM. Si es 
liquida, mezclar 10 p1 de esta con 10 p1 del amortiguador. 

2. Aiiadir 10 p1 de solucion de peryodato (reactivo G, contenido disuelto en 1.5 ml de agua). 
Incubar 20 minutos a temperatura ambiente en obscuridad. 



3. Afiadir 10 p1 de solucion de bisulfito (reactivo H, cada tableta se disuelve en 4 ml de 
amortiguador de acetato 200 mM). Dejar incubar a temperatura ambiente por 5 minutos. 

4. Aiiadir 5 p1 de hidrazida (reactivo B, que se prepara disolviendo el contenido del vial en 
500 p1 de D m ) .  Dejar ilicubar a temperatura ambiente durante 60 minutos. 

5. Correr SDS-PAGE y WB 

6. Sacar las membranas despues de la electrotransferencia y colocarlas en un recipiente para 
lavar con amortiguador TBS l x  pH 7.2 durante cinco minutos dos veces. Colocar las 
membranas en 10 ml de solucion para bloquear (reactivo C) durante treinta minutos a 
temperatura ambiente o toda la noche a 4" c con agitacion. 

7. ~ e s ~ u e s  del bloqueo, lavar las membranas con TBS por 10 minutos tres veces a 
temperatura ambiente con agitacion. 

8. Incubar las membranas con 10 ml de la solucion de conjugado (reactivo D: 5 pl - 
streptavidin-ap conj disuelto en 10 ml de TBS) durante una hora a temperatura ambiente con 
agitacion constante. 

9. Lavar las mernbranas con TBS durante diez minutos por 3 veces, a temperatura 
ambiente con agitacion. 

\ 

10. Preparar el revelador: 
50 p1 NBT (nitroblue tetrazolium - reactivo E) -sensible a la luz - 1.3 ml DMF 70% al 
contenido del vial E y disolver. 
37.5 p1 BClP (reactivo F) 1 ml DMF al contenido del vial. 
10 ml amortiguador color (revelador) 

Sumergir la membrana a temperatura ambiente, sin agitar, por 3 a 60 minutos segun la 
intensidad deseada. Se detiene el revelado por lavados con agua durante 20 minutos por dos 
veces. Secar la membrana. 

St se realirn prtmero la electroforesis y fransfere~rcia. 

1. PAGE-WB 

2. Sacar las membranas despues de la electrotransferencia y colocarlas en un recipiente para 
lavar con amortiguador PBS lx  pH 7.2 durante cinco minutos dos veces. 

3. Sumergir las membranas en 10 ml de solucion de peryodato de sodio 10 mM en 
amortiguador de acetato de sodio~EDTA (reactivo A, disolver 21.4 mg del vial en 10 ml de 
acetato de sodio~EDTA; preparar justo antes de usar. Reactivo sensible a la luz). lncubar 20 
minutos a temperatura ambiente en obscuridad con agitacion. 



4. Lavar las membranas con PBS por 10 minutos tres veces a temperatura ambiente con 
agitacion. 

5. Para preparar la solucion biotinilizadora, aiiadir 2 p1 de hidrazida (reactivo B, que se 
prepara disolviendo el contenido en 500 p1 de DMF) a 10 ml de amortiguador de acetato de 
sodio/EDTA. Dejar incubar a temperatura ambiente durante 60 minutos con agitacion. 

6.  Lavar las membranas con TBS por 10 minutos tres veces a temperatura ambiente con 
agitacion. 

7. Colocar las rnembranas en 10 ml de solucion para bloquear (reactivo C) durante treinta 
minutos a temperatura ambiente o toda la noche a 4" c con agitacion. 

8. Despuks del bloqueo, lavar las rnembrana's con TBS por 10 minutos tres veces a 
temperatura arnbiente con agitacion. 

9. Incubar las membranas con 10 ml de la solucion de conjugado (reactivo D: 5 ~1 - 
estreptavidina-AP conj disuelto en 10 ml de TBS) durante una hora a temperatura ambiente 
con agitacion constante. 

10. Lavar las membranas con TBS durante diez minutos por 3 veces, a temperatura 
ambiente con agitacion. 

\ 

1 I .  Preparar el revelador: 
50 ~l NBT (nitroblue tetrazolium - reactivo E) -sensible a la luz - 1.3 ml DMF 70% al 
contenido del vial E y disolver. 
37.5 p1 BCIP (reactivo F) 1 rnl DMF al contenido del vial. 
10 ml amortiguador color (revelador) 

Sumergir la membrana a temperatura ambiente, sin agitar, por 3 a 60 minutos segun la 
intensidad deseada. Se detiene el revelado por lavados con agua durante 20 rninutos por dos 
veces. Secar la membrana. 



ANEXO VII 

CUANTIFICACION DE PROTE~NAS 
ENSAYO DE P R O T E ~ A  Bio-Rad 

El ensayo de proteina Bio-Rad, basado sobre el metodo de Bradford (1976), es un simple 
y exacto procedimiento para determinar la concentracion de proteina solubilizada. Involucra 
la adicion de un colorante acido (el reactivo empleado contiene colorante, acido fosforico y 
metanol) a una solucion de proteina, y despues medir a 595nm con un espectrofotometro. 
La comparacion con una curva standard da una relativa medida de la concentracion de 
proteina El ensayo de proteina Bio-Rad es un metodo que se basa en el cambio de color de 
un colorante, dependiendo de las diferentes concentraciones de proteina 1.a absorbencia 
maxima para una solucion acida de azul brillante de Coomassie (G-250) va desde 465 nm 
hasta 595 nm cuando se une a proteinas. El colorante azul de Coomassie se une 
principalmente a residuos aminoacidos bbicos y aromaticos, especialmente arginina. 
Spector (1978) encontro que el coeficiente de extincion de una solucion del complejo 
colorante-albumina era constante en un rango de diez veces la concentracion, Sin embargo. 
se debe aplicar la ley de Beer para obtener una cuantificacion apropiada de la proteina. 

Microensayo 

PROCEDIMIENTO 

1 .  Preparar de 3 a 5 disoluciones de una proteina standard que sea representativa de la 
solucion de proteina que va a ser examinada. El rango lineal del ensayo para BSA es de 
1.2 a I0 @ml, mientras que con IgG el rango lineal es de 1.2 a 25pg/ml. 

2. Medir 8 0 0 ~ 1  de cada standard y colocar la muestra en un tub0 limpio y seco. Las 
soluciones de proteinas se ensayan comunmente en duplicados o triplicados. 

3. Poner 200 p1 de colorante a cada tub0 
4. lncubar a temperatura ambiente por lo menos 5 minutos La absorcion se incrementara 

con el tiempo; las muestras deben incubarse a temperatura ambiente por no mas de 1 
hora. 

5. Medir absorcion a 595nm. 

Preparacion de la solucion stock para la curva: 
Solucion 0.1 pg/pl: 104.2~1 (1 50pg) de la solucion comercial de BSA (1.44 mg/ml) 

1395.8 pl de HzODD 



lncubar 5 minutos a temperatura ambiente y leer a 595 nm. Calcular la regresion lineal o 
graficar para extrapolar las muestras no conocidas sobre la curva. 

Calculos: 
Tuba ec tura  I Lectura' I Prornedio I Desvaan I . ., Y Linea recta I 

MacroBradford 

Bco 
1 
2 

PROCEDIMIENTO 

1. Preparar de 3 a 5 disoluciones de una proteina standard que sea representativa de la 
solucion de proteina que va a ser examinada. El rango lineal del ensayo para BSA es de 
0.2 a 0.9 mg/ml. mientras que con IgG el rango lineal es de 0.2 a 1.5 mg/ml. 

2. Medir 100p1 de cada estandar y colocar la muestra en un tub0 limpio y seco. Las 
soluciones de proteinas se ensayan comunmente en duplicados o triplicados. 

3. Poner 5.0 ml de colorante diluido a cada tub0 
4. lncubar a temperatura ambiente por lo menos 5 minutos. La absorcion se incrementara 

con el tiempo; las muestras deben incubarse a temperatura ambiente por no mas de 1 
hora. 

5. Medir absorcion a 59Snm. 

. -- 

Se prepara el reactivo de Bradford 1:s y se filtra en papel Whatman No. 1 
Preparacion de la solucion stock para la curva: 

estandar X-bco. 
y=mx+b 
x-y-b/m 
b= 



Solucion 1 pg/pl: 2 0 0 ~ 1  (278pg) de la solucion comercial de BSA (1.39 mg/ml) 
78p1 de H20DD 

Ensavo: 

Incubar 5 minutos a temperatura ambiente y leer a 595 nm. Calcular la regresion lineal o 
graficar para extrapolar las muestras no conocidas sobre la curva. 
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