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GE?IBRALIDADES, 

Hormona de Crecimiento (Somatotropina). 

La hormona de crecimiento ha sido aislada de las 

glándu.las pituitarias de distintas eepecies(pricipalmente 

de bovino) con suficiente pureza y cantidad para eu estu­

dio.El conocimiento de la estructura fue determinado por 

ti y colaboradores, estableciéndola como primaria(l6). 

La hormona de crecimiento de todos loe mamíferos 

consiste en un sólo polipéptido con un peso molecular a­

proximado de 21,500 g/mol.La hormona de crecimiento hwna­

na contiene 190 aminoácidos con dos puentes disulfuro. 

La hormona de crecimiento de otros primates se ! 
semeja mucho a la hormona de crecimiento humana en diver­

sas propiedades físicas, pero las diferencias inmunológi­

cas se i.ncrementan·marcadtlmente de acuerdo al grado de s~ 

paración filogenética. Bs válido decir que estas diferen­

cias inmunológicas indican diferencias en la secuencia de 

aminoácidos (35). 
Sólo la hormona de crecimiento de hlllnano y de o­

tros primates es activa en el hombre y no la de bovino y 

porcino a pesar de que existe un elevado grado de simili­

tud en el orden de sucesión de loe aminoácidos entre la -

de éstos y la del hombre. 

La hormona de c~ecimiento puede llevar a cabo al 

eunas acciones de la hormona lactoF,énica(prolactina) y de 

lactógeno olacentario humano. Aunque todas estas hormonas 

son entidades ~el)l\radllll,háy considerable f'imilitud en sus 

estructuras y en consecuencia propiedades inmunolÓ5icas -

nifllilares. 
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IBCAJIISIO DI ACCION DE LAS HORllONAS, 

Un aTanoe iaportant!11iao para conocer el aeca­

n.ieao de acoidn de 1&8 hol'llonas ( incluyendo desde luego 

la hormona de crecimiento) fue realizado por Earl Suthe~ 

land coao conaeo11enoia de estudios ooaensados en 1950.Bl 

trabajo de Sutherland di6 ltl&&l' al concepto de que e1 

.&11P o!clico •• un aenaajero secundario en la aceidn 4• 

diTer11aa hormonaa. 
· Loe upeotoa •Hncial•• de este concepto aon: 

a).-La8 cfllllaa contienen receptores para las hOl'llODaAI 

en la .. abrana plaaútica. 

b).-La coabinaci6n de una honona con 11ws receptorea ea 

peo:Cfico11 en la aeabrana plaeútioa da lugar al esdaulo 

de adenil ciclua que taabiln eata li«ada a aeabrana Pl.a! 
aática. 

c).-El auaento de nctiTidad de la adenil ciclasa incre•e! 

ta la cantidad de .AMI' cíclico en el interior de la cllula 

7a que es bi'n sabido que el AIP cíclico se fOl'lla a par-­

tir de ATP por la accidn de adenil ciolasa: 

ATP Adenil ciclan 
9&2+ 

+ 
Alt>o:Colioo + ppi + H 

d).-11 AIP o:Cclioo actua entonce• dentro de la cllula 

para alterar la velocidad de uno o diTeraos proceeoe c4-

lul.ares (por ejeaplo glucogen611111s, lip6liais, cetogln! 

sie etc.) 1a que actiTa un denominador común a e11tos e-­

teotoe,la proteín ki~sa. 

Un iaportante aspecto del aodelo del menaajero 

secundario es que la hormona no necesita penetrar a la 
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c6lula, su impacto se realiza sobre la me~bf~ celtU.!U'. 

Los ef ectoe biológicos de la hormona van ~edl~dºª dentro 

de la o~lula por Al.!P cíclico en vez de po~ ¡a pfOpia ~º! 

mona (30). 
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ACCION BIOLOGIC1\ DB LA H01n1a:1A DE CR~Cr.:IENTO. 

Se han realizado grandes eefuerzos de investiga­

ción para estudiar la acción biológica de la hormona de 

crecimiento.En general se ha determinado que tiene varios 

efectos 'en diferentes tejidos "verbi gratia" tejido muse~ 

lar, tejido adiposo, hígado etc. En general incrementa el 

crecimiento total y puede llegar a causar gigantismo.Su ! 
fecto estimulante sobre la síntesis de ARNs sugiere qae 

parte de su 9Ctividad interviene en la síntesis de prote­

ínas o enzímas.La hormona de crecimiento también actúa a 

nivel de membrana para facilitar el transporte, principa! 

mente de aminoácidos. 

La hormona tiene influencia en diversas esfe~ 

ras del metabolismo, a continuación se presenta un muy 

breve resumen sobre las áreas de mayor acción de la hor~ 

mona de crecimiento. 

!.-Síntesis de Proteínas. 

La hor:nona de crecimiento 'estimula la síntesis 

de proteínas en el animal intacto, los aminoácidos y la ~ 

rea sanguínea diPminuyen(lO). En tejido muscular, la hor­

mona de crecimiento puede estimular la síntesis proteíca 

incrementando el transporte de aminoácidos hacía la cé-­

lula, acción que se puede demostrar "in vitro" en el dia­

fragma de la rata (10). Zste efecto no es inhibido por le 

puromicina.Por lo tanto le facilitación del transporte de 

aminoácido~ oor la hormona no es mediado por la acción di 

recta sobre la ~ínteaia proteícall~).Diversos autores han 
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hecho intentos por explicar la estimulación de la sinte-­

sis proteíca por la hormona de crecimiento en términos de 

metabolismo de ácido nucleico(35).En el animal intacto la 

administración de hormona de crecimiento aumenta la sínte 

sis de ADN y ARN (35).La hormona también provoca un aume~ 

to en la síntesis de colágena, puesto que eota proteína -

es rica en hidroxiprolina, la medición de la hidroxiprol! 

na urinaria se puede usar para valorar la actividad de la 

hol'llona de crecimiento en el animal intacto(lO). 

2.-Metabolismo de lÍpidos. 

En vivo la administración de hormona de creci 

miento es seguida, después de 60 minutos, de un incremen­

to de ácidos grasos libres circulantes y de un aumento de 

la oxidación de estos ácidos en el hígado(35). 

3.-Metabolismo de GlúcidoP, 

En todo tino de músculo la hormona de crecimien­

to antagoniza los efectos de la i!lflUlina.La disminución -

de la glucólisis, así como la inhibición del tran.!!porte 

de glucosa 9uede ocurrir en distintas etapas.La moviliza­

ción de los ácidos grasos de los depósitos de triglicéri­

dos también puede contribuir a la inhibición de la glucó­

lisis en músculo en general.La hiperglucémia después de -

la administración de la hormona de crecimiento es el re-­

sul tado combinado de la utilización periférica disminuída 

de la glucosa y del incremento de producción hepática a 

travéz de la ~luconeogénesis (10), 

4,-MctabolismJ iónico o mineral. 

La hormona de crecimiento aumenta la absorción -

lntestinal(mediada oor calcitonina) de iones calcio así -
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co•o au ezcreci6n.Ya que la hol'lllona estimula el creoimie2 

to de loa buesoa largos en la epífisis, resulta un a1.1111en­

to de la retenoi6n de iones calcio ~de-'8 de sodio, pota­

•io, 1111&Desio, cloruros 1 fosfatoa. 

5.-Propiedades de Prolacti.na. 

La hormona de oreciaiento tiene propiedades de -

prolacti.na, coao por eJeaplo:estiaulaci6n de glúdulas_ 

aa.aria8 1 est1aulaci6n de lactoglnesis. 

Control de Secreci6n. 

Recientes evidencias BU«ieren que substancias e! 

pecUicas dentro del bip6talaao pueden estimular ( factor 

libe.ratorio de horaona de ~recilli~nto, PLHC) e inhibir -

(factor inhibitorio de hcnona de 1,reoimiento PIHC)la se­

oreoi6n de hormona de crecimiento(l6).Este- doble sisteaa 

de regulaoi6n bipotal&aica esta bajo la intluencia de ce~ 

tres cerebrales auperiores. Se sabe que la dop .. ina,aero­

toniDa 7 norhepinetrina que estan presentes dentro del h! 
potálaao actuan oo•o neurotraaaisores 1 controlan los e~ 

fecto• de diveraoe eetiaulantea de horacna de crecimiento 

(por ejemplo, catecolaainaa, vasopresina, factor liberat2 

rio de hormona tiroidea, endortinaa, enoefalinas,arginina 

proataclalldinas, .lm'o, GIPc, insulina eto.) 

La L-dopa, 5 hidroxitriptofan, agentes alfa-adr! 

n4rgicoa 7 bloqueadores beta-adren&rgioos pueden estimu­

lar o taoilitP.r la liberaoi6n de hormona de crecimiento y 

loa bloqueadores alfa-adrenlrgioos y agentes beta-adrenér 

gicos inhibir la seoreci6n de la hormona(20). 
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INTRODUCCION, 

La naturaleza y el tipo de acción de la hormona 

de crecimiento hu.mana de la pituitaria anterior ha sido 

revisada por numerosos autores.En 1920 la importancia m! 

tabÓlica de la glándlll.a pituitaria se puao de manifiesto 

por los experimentos del profesor Houssay y la doctora 

Potich en batracios, 

El aislamiento de la hormona de crecimiento bo­

vina de elevada pureza por Li, Evans y Simpson (19)y los 

subsecuentes métodos de separación (37),(18) y (25) est! 

mularon el desarrollo de diversos trabajos sobre los e­

fectos de esta hormona en animales y en el hombre. 

En el Simposium InternaciJnal realizado en 1955 

(28) se determinó la existencia de un alto grado de esp! 

cificidad entre la hormona de crecimiento de las diver­

sas especies animales. Las preparaciones de glándulas P! 

tuitaria de pez no aon activas en la rata, la hormona de 

crecimiento bovina y de pez son activas en peces intac­

tos e hipotisectomizados,la hormona de crecimiento bJvi­

na es activa también en gatos, perros, conejos y ratas 

la hormona de crecimiento de los no primates no es acti­

va en el hombre.Esto indica que de peces a anfibios r• ma 

miferos y a primates existen cambios estructurales en la 

hormona de crecimiento que la hacen efectiva de especies 

superiores a especies inferiores per:J no a la inversa. 

Para tratar de explicar esto se ha propuesto e~ 

tre otras hipótesis, la existencia de un"centro activo" 

en la hormona que viene siendo progresiv~~ente más com-
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plejo de peces a prillates. 

La demostración de que la hormona de crecimiento 

hUllallll y la hormona de crecimiento de mono eon altamente 

efectivas en el hombre(l) y (25) y en el mono (14) provo­

caron un elevado interés en la.q hormonas de la pituitaria 

huaana. 

Diversos trabajos para aislar hol'!lonas de la pi­

tuitaria se efectuaron en glándulas de animales (borrego, 

buey, puerco etc). Cada unJ de estos m~todos tendió a es­

pecializarse para obtener una hormona simple o quizá dos 

pocos trabajos se efectuaron para alcanzar un sistema ge­

neral para la separación de todos los principios activos 

de la pituitaria anterior(8),(2) y (7).Generalmente ha-­

blando no fueron del todo satisfactorios.Trabajos más op­

timistas fueron los realizados en 1955 por Wilhelmi. 

En affos más recientes y conjugándo loe conoci­

mientos producidos por los diversos trabajos, Raben impl~ 

mentó un método de obtención de la hormona de crecimiento 

humana que fue y aún ea considerado como el métJdo clási­

co (25).Stockel1 en su trabajo (32) aisla no unicamente -

la hormona de crecimiento humana sino también hormona lu­

teinizante, hormona folículo estimulante y hormona esti~ 

mulante de tiroides.Parlow (24) propone su método y obti~ 

ne la hormona con muy buena pureza.Otros autores siguen -

diversos caminos fundamentalmente interezados en obtener 

más oureza y mayor potencia, entre ellos se puede mencio­

nar el trabajo realizado por Olav Trygstad (36). 

Estos ultimoe cuatro autore11 determinaron los -

métodos que ne pueden considerar como los más importantes 
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1 por lo 001U1iguiente loe !lie ueualea.A continuaci6n se 

presenta un reauaen de cada altodo. 

I AbreYiacione• ueadae en el desarrollo del traba~oa 

BCB •Hormona de Crecimiento lhlllana. 

D.O. •DelUlidad OpUca. 

•cg ·•icrograaoa. 

ng •Ran~oe, 

cpm •cuentas por llinuto. 

na =nan6aetros, 

RLl •radioinaunoan!lisie. 

I.U. -unidad internaoional, la actividad de lag de hol'llo­

na de crecimiento bovina USP. 
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METODO DE RABEN (1959) 25 

El autor propone este método enunciando dos ven­

tajas principales sobre los otros trabajos. 

a).-El product~ ae encuentra libre de otras hormonas. 

b).-El procedimiento de extracción es lo suticientemente 

violento como para destruir bacterias y virus que puedan 

contener las hip6fisis. 

En resumen el m'todo de extracci6n consiste en: 

a).-Solubilización de la hormona de crecimiento con ácido 

acético glacial a elevada temperatura (7oªc). 
b).-Precipitación y eliminación de contaminantes alteran­

do la fuerza ionica ( con cloruro de sodio) y por propie­

dades de solventes (acetona). 

c).-Precipitaci6n de la hormona a\Úl conteniendo contami-­

nantes por propiedades de solventes (eter etílico). 

d).-Solubilización de la hormona (con ácido acético) y -

purificación con una resina de intercambio i6nico. 

e).-Nueva purificaci6n de la hormona por cambio en el pH 

(con hidróxido de potasio y ácidl acético). 

f).-Hecuperación de la hormona de crecimiento por propie­

dades de solventes {alcohol etílico)~ 
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llBTODO DB S!OCICELL (1966) )2, 

La ventaja esencial de eete •'todo consiste en o~ 

tener tree hol'llonas (hormona folículo estimulante, hormona 

luteinisante 1 hormona estimulante de tiroidea) ad1111l11 tle 

la hol'llona de crecimiento. 

El principio del a&todo consiste en 11 lliaao pro­

puesto por Raben con la importante aoditicaoi6n que a con­

Unuaoi&n se eellala. 

!Dt11 de proceder a la ertraccJ6n de la hol'llona -

de creo!aiento 111 eztrae la fracci6n glucoprotelca que co~ 

tiene laa tres horaonae arriba aencionada11.B11to 111 logra -

coao 11iguei 

a).-S• aolubilizan laa glucoproteínaa en acetato de aaonio 

en .. dio alcoholico. 

b).-Bl 11obrenadante 111 eepara por centrifugaci6n 1 el pre­

cipitado ae almacena para la posterior extracción de la 

hormona de creoiaiento, por el •~todo de Raben como ya se 

aenoion6 anterioraente. 
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!Lt:•rJDO DB T.m::TAD (1971) )6. 

La idea de Try;·r.tad al ser,uir esta metodología es 

cubrir los siguientes objetivos: 

a).-Preparar la hormona de crecimiento a partir de peque-­

ftos lotes de glándulas. 

b).-Que la hormona sea facilmente soluble y bién tolerada 

por el paciente. 

c).-No exista n~rdid~ dP actividad por la formación de an­

ticuerpos. 

El resumen del m~todo es el siguiente: 

a).-Solubilización de la hormona de crecimiento en afflla -

destilada y amortiguauor de fosfatos sucesivamente. 

b).-Precipitación de la hormona de crecimiento por cambio 

en el pH (con ácido clorhídrico) y propiedades de solven­

tes (acetona), 

c).-Nueva solubilización d~ la hormona de crecimiento en 

amortiguador de fosfatos. 

d).-Precipitación.de la hormona de crecimiento por cambio 

en la fuerza i?nica (con sulfato de amonio). 

e),-Purificación de la hormona oe crecimiento pasandola a 

travéz de una columna de sephadex G-100. 
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l\IBT ;DO D¡o; PARLO.V (1'.l75) 24. 

81 óesarroll1 de er.te método, nos dice el autor, 

nos da la~· siguientes ventaja~ con relación a las otras me 

todologías: 

a).-Incremento en el producto y la pureza química. 

b).-Se pueden tratar grandes lotes en poco tiempo (hasta 

20,000 hipófisis en dos semanas). 

La hormona de crecimiento humana es aislada ~or 

el método· de Raben en detalle ex:>.cto, excepto por una modi 

ficación muy impJrtante: 

En el paso final la precipitación a pH=d.) con e­

tanol fue evitada, en su luear se efectuó una diálisis del 

ácído acético en contra de bicarbonato de amonio y el dia­

lizado se liofiliza.La hormona obtenida es purificada por 

el paso a travéz de una columna de sephadex G-100. 
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Los cuatro métodos enunciados anteriormente oca­

cionalment~ complementados con las experiencias de otros 

autores, dan la pauta a seguir en la formulaci6n de un -

nuevo método con la finalidad Última de obtener un produ~ 

to más puro, con menos inversi6n de tiempo y dinero. 

Los puntos claves del método son: 

-De Trygstad. 

a).-SolubilizaciÓn de la hormona por aumento en el pH. 

b) .-Preci :•i taci6n de contaminantes. por disminuci6n en el 

pH 

-De Stockell. 

c).-Solubilizaci6n de las glucoproteínas en acetato de a­

monio y medio alcoholico. 

d).-Separ~ci6n de las glucoproteínas de la hormona ce ere 

cimiento por centrifugaci6n. 

-De Raben. 

e).-Recuperaci6n de la hormona de crecimiento por propie­

dades de solventes. 

-De Parlow. 

f}.-Purificación de la hormona por su paso a travéz de u­

na columna de sephadex G-100. 

Los detalles se dan a continuaci6n en la Parte 

Experimental. 
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PARTB BIPBRillBITAL, 

BITRACCION Y PURIPICACI0.1' DE LA HORllONA DE CRBCIMIEHT~ 

Bu.A.NA PARA USO CLIMICO. 

ObjetiTo.-Aialar la hormona de creciaiento huaana, con bu! 

na puresa a bajo costo para aplicaoi6n clínica. 

•ot1Taci6n.- Una fuerte aotiT&ci6n ee que existen personas 

que padecen deficiencia de hormona de crecimiento, a quie­

nes ae lee llaaa enanos hipofisiarios, se pueden tratar -

proporoionindolee la horaona de creoiaiento, pero su tra~ 

taaiento reau1ta 11111 caro, ya que en la actualidad el pre­

cio de la horaona ea 11117 alto ( en nuastro país, el costo 

del traÍamiento fluchaba, a la fecha entre un •ill6ñ 7 

un •ill6n docientoa ail pesoe) produci,ndoee aquí la ho! 

•ona, el coeto del trataaiento se reduce enorae•ente,has­

ta quedar en aproximadaaente sesenta ail pesos • 

.. teria1.-El eeencia1 de un laboratorio de anilieie cl!n! 

coa • 

.. terial biol6gico.-Bip6fi1ie hU118D&8. 

Bqui¡o.-Refrigerador. 

Centrífuga Beclauul lodelo J-21 

MilivoltÍlletro Beclaaan Expandoaatic. 

Electrodos Beclauul para el m1livoltÍ•etro. 

Homogeneizador Owni Mixer. 
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.A«itador lla«-llix 1 barra aagnltioa. 

E1pectrofot6aetro Carl Zeias PIQ II. 

Liorilizadora Uaif•did. Precldla Rieutord. 

ColUJID& Cro .. tosr'fica Pbalwacia Pine Che•ical.8. 

Colector de Praccionee LK.B Produll:ter AB. 

Contador de a ..... .AlllS G....aord II. 

leaotiYoi.- (!o4oa loe reactivo• uaadoe son Q.P.) 

Bi4r6xi4o ele S6clio (laOB) O.l lf 

Aci4o Clorhfdrico (HCL) 4.0 N 

Acetato de Allonio (cH
3

CoollB4) 10 ~ 1 pH•5.l 

Acetona (cH
3

)2co 
Etanol 96° 

lqúpo para deterainar HCB (Dainabot) 

leaotivoe para llltodo de Lowry aodificado q~, 

incl111ea: 

Soluci6D A 

2 ~ de tartrato de aodio 1 potae1o(KNac4a4064a20) 

7 100 trr de carbonato de aodio(Ja2co3), se diauel­

Ten en 500 .i 4e hidr6xido de 1odio l.o 1f 7 se at~ 

na un litro. 

Scluoi6n B 
2 ~ da tartrato de 1odio 1 potaAio y l gr de sul­

fato de cobre ( euso
4

5H
2
0) aon dieueltos en 90 ml 

de e2o deatilada 1 10 .i de hidr6xido de aodio 0.1 

nonu.l.• 

Sol11016a c. 
leaoUYO de folin ( 1 v·ol es diluido con 15 vol'd­

ne• de agua destilada) ae prepara cada vez que se 
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va a uaar, con esta diluci6n, el reactivo debe 

quedar entre 0.15 H 1 0.18 N. 

Proteína para cU?Ta patr6n La'b-!rol Base albú­

mina de bovino (D!.DB D1Tieion American Hoepi-­

tal. Suppl7 Corp. •iaai Ple 33152.) 

~.-Loe reetll.tadoe oorreeponden a un lote de 25 g~­

dulaa(por eer la cantidad colectada al inici6 del traba~o 

•in Di~ otro •otivo) oedidae por el Depart .. ento de A­

.aatoaía Patol6g1ca del Centro Hoepitalario 20 de Kovie•-­

bre. ISSSfB. 
o o Todo el altodo ee lleva a cabo entre 4 e 1 -35 e para ti'! 

tar de increaentar el producto. 

lll proceso se divide en 5 faee•: 

I.-Obtenoi6n de 101 polvo• de pituitaria secado• en aceto 

11& 

II.-E~racci6n de la fracci6n glucoproteioa. 

III.-Bxtracoi6n de la hormona de creciaiento. 

IV.-Puriflcaci6n de la hormona de creoiaiento. 

v.-111ultadoe. 
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I.-Obtención áe los polvos de pituitaria secados en acetona. 

& Todas las centrifugaciones son a l.425 X g y a 4ºc a menos 

que se indique lo contrario. 

& En todos los casos la agitación es magnática y a 4ºc. 

a).-Las glándulas almacenadas én acetona a 4ºc se transfie­

ren a acetona limpia. 

b).-Son molidas en acetona á 4°C (4 ml/glándula) por un pe~ 
riodo de 30 minutos, usando el homogeneizador. 

c).-El homogeneizado se vierte, con sumo cuidado, en un bue~ 

ner al que previamente se le colocó un papel filtro \Vathman 

I 42 de peso conocido. 

d).-Se realiza el filtrado por succión lavando con acetona a 

4ºc (2 ml/glándula) una sola vez, 

e).-Se mantiene la succión por el tiem?o necesario para que 

el homogeneizado este completamente seco. 

f).-Se obtiene el peso de los polvos secados en acetona uti­

lizando una balanza analítica. 

II.-E%tracción de la fracción glucoproteíca. 

a).-A los polvos secos se les añade 10 ml/gr de una mezcla a 

4ºc de acetato de amonio al 10 % y pH=5.l (ajustar si es ne­

cesario) y etanol 96 ~ ( 6:4 respectivamente), 

b).-El producto se mezcla toda la noche. 

c).-3e centrifuga la mezcla y el sobrenadante se almacena a 

4°c (este sobrenadante contiene la hormona estimulante de fo 

lículo, hormona er,timulante de tiroides y la hormona luteini 

zante.) 

d),-El reBiduo se reextrae como se mencionó en los pasos (a) 
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(b) y (c) uniendose el sobrenauante con el que se tenía pr~ 

viamente. 

e).-El residuo de pituitaria de las dos extracciones es la­

vado con acetona a 4ºc (2 ml/glándula) una sola vez, y fil­

trado por succión por el tiempo necesario para que este com 

pletamente seco. 

III.-Extraccion de la Hormona ue crecimiento. 

a).-se obtiene el peso de los polvos. 

b).-Se agrega NaOH O.l N 20 ml/gr y se agita por una hora. 

c) .-se ajusta el pH de la mezcla a l'.> con HCL 4 N. 

d).-Se agita la mezcla por t')da la noche. 

e).-A la mezcla ya agitada se le ajusta nuevamente el pH,a­

hora a 8.4 con HCL 4 normal. 

f).-Se agita por media hora, 

g).-La mezcla se centrifuga y el sobrenadante se euarda a -

4ºc. 
h).-El residuo se reextrae coco en (b),(c),(d),(f) y (g) el 

residuo se deshecha y el f!obrene.dante se une con el sobrena­

dante previo. 

i).-Los sobrenadantes combinados se ajustan a pH de 4.8 con 

HCL 4 N y se agitan por media hora. 

j).-El precipitado que se forma es separado por centrifuga-­

ci6n y el sobrenadante se reserva. 

k).-El precipitado obtenido en el paso previo se trata con -

la mitad del volúrien de ¡raO:f 0,1 .l usado en (b) y se aju."lta 

el pH a 8.4 can iWL 4 n. (este ?ORO es esenciolmente para a­

segu.·ar::ie de la cor.1plct!\ P.Xtracci6n de HCH). 

1),-::e agitn nor media hflr~ y tie centrifu1a, E'l sobrenadan--
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te 1e une con el aobrenadante previo,el re1iduo ae deahe­

oba. 
a).-Bl volúaen de la soluci6n resultante se aide. 

n).-Se alla4e suficiente etanol al 96 ~ enfriado a -Joºc -
lent ... nte 1 con acitacidn a dar una concentracidn final 

de 25 '/.vi•· 
o) .-se ac1 ta por aedia hora 1 ee procede a centrif~, el 

aobreud&nte 11e eliaina. 

p).-11 precipitado 11 di1uelve en el mínimo volilaen de bi­

carboaato de aaonio o.l 1, clarificando la eoluc16n resul­

tante por cent:rifU«BCi6n a 3325 X g durante 30 minutos. 

q).-Bl precipitado 1e elillina, en soluci6n queda la HCH g?'!; 

do clínico, la cual ae guarda en congelaoi6n. 

IY.-Purifioaoi&n de la BCH grado cl!nico por filtraci6n en 

una colana de 1eplladex G-100. 

a).-Se preparan 2 litro• dtt bicarbonato de aaonio 0.1 11 

ae ajwsta el pH a 6 (reactivo A) 

b).-Se pe1a 6. 5 gr de aephadex 0-100 1 11 procede a hidra­

tarlo con 150 al del reactivo A dejandoee 46 ha a 37°c. 

c).-Bn refrigeracidn •e aonta la columna quedando como se 

11Ue1tra en •l eaqueaa II. 

4).-Se laTB la colUllllla con 200 al del reactivo A. 

e).-De la au111tra disuelta en 6 al de reactivo A se toma 

una alicuota de 0.5 al y al resto se le agregan 0.2 111 de 

HCH marcada coa 1125 (De.inabot, con 7559 cuentas por minu­

to 1 radioactividad aenor de 1 microcurie/10.5ml) para u~ 

sarlaa como control y determinar el voltimen de salida de -
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la HCH purificada. De eeta solucidn se toman 0.025 ml para 

controlar las c1111, al final del ensayo, el resto se colo­

ca en el lecho de la coluana. 

f).-El colector de tracciones se regula de tal tol'll& que -

cada traccidn sea de 6 ml, oon un tlu~o de salida de -

o • 3 111/•in. 

g).-Se colectan 30 tracciones. 
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V. -Reeu1'ado11.-

i. •ueatra de HCH tomada antas de au paso a tradz 

de la coluua de Hphadez 0-100 (den0111nada Ir¡) lo aiaao -

que aueetru toaaclaa de lu traccionH 5, 6 7 7; ll, 12, 7 

13; 18, 19, 7 20 (den0111nadu • 2, •
3 

7 • 4 reapectiYaaente) 

fueron enYiadaa al laboratorio de hiatocoapat1b1lidad del 

•i••o Centro Ho•pitalario 20 de KOYieabre ISSSTB, para que -

•e lea efectuara eleotrotor4s1a en acetato de celulosa, dan 

do loa resaltado• que a continuación ae 11eflalan. 

La Ir¡ (nr esque- I) preaenta 4 bandaa claras (a, 

b, c 7 d) la (c) ea una gran .ancha que probableaente sea -

la coabinac16n de nriaa bandaa. La • 2 presenta un patrón ! 

lectroforltico •iailar a la 11 : tu •J 1 •
4 

preaentan un -

coaportaaiento 111a1lar entre si, la 11&11oha grande (o) pre­

aentada en 'i 7 • 2 111 aantiene pero llÚ reducida 1 se obee! 

Ya la coapleta deaaparición de la banda (b). 

La8 fracciones colectadas de la croaatografía en -

11epba4ez, fueron analizada& en el contador de gllSlll&8, loe 

re•ul.tadoa ae dan en la tabla l. 

!n la gráfica I ee auestra la actiYidad contra el 

niS.ero de fracciones, 111 obtuyieron tres picos de aotiYidad 

que 1Dcl1&7en para el priaero laa tracciones 5, 6 1 7 con un 

aáxiao para la tracción 6 (714 opa), para el segundo ee tie 

nen l .. traccionea 10,11,12 1 13 con Wl llllxiao en la trac­

ci6n 11 (2118 epa), para el tercero las tracciones 18,19 1 

20 con un -'ximo en la tracci6n 19 (1291 epa). 

Bn la tabla II se aueetran loa reeultados obteni-­

do11 &l analizar laa traocionea aediante el eapeotrofotóme­

tro a 28o nm. 
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Bn la ir'fica II se muestra la D.O. contra el n11ae 

ro de fracci6n, se ob~vieron teabiln tre• picos que inclu-

7en para el prillero las traccionee 6,7 1 8 con un láximo P! 

rala fracci6n 7 (D.o. de 3.5), para el segundo las tracoi~ 

nea 11,12,13 1 14 con un iúxillo para la fracci6n 12 (D.O. -

de 1.25) 1 el tercero que inclu,e laa fracciones 18,19 1 20 

con m llÚiao para la fracci6n 19 {D.o. de 15.8) 

Poeterio:naente a laa fracciones ae les deterain6 -

.la concentraci6n de proteína por el altodo de lo1RT aodif1-

ca4o (11), le1endo en el eapectrotot6aetro a una longi~d -

de onda de 650 n11, los reaultadoa se du en la tabla III, -

••tos resllltadoa se gratioan en concentraciones (acg/al)oo! 

tra el mSaero de fracoi6n. in esta sr'f ica •• obtienen trea 

picos de concentraoi6n que inclu,en para el priaero lu 

tracciones 6,7,8 1 9 con 1111. -'ziao para la traoci6n 7 (900 

acg/al), para el segundo •e tienen las tracciones 16 1 17 

con un llÚiao para la fracoi6n 17 ( 250 acg/al) 1 un illti­
ao la fracci6n 19 (250 aog/al). 

Se t08&l'On mueatraa de laa fracciones 6, 7, 8, 9, 

10, 11, 12, 18, 19, 20 1 21· a 1aB cuale• ae lee hizo una 

diluoi6n 1:1000 con acua destilada 1 se 4ete:nain6 BOB por 

ra4ioimunoaniliaia(5) 1loe resultados se dan en la tabla IV. 

Lea aa1oree concentraciones de la hormona se en-­

centraron en laa fraocionea 6, 12 1 19. 

Actividad biolcScioa de la BCB. 

Una aueatra de BCH de aproziaaduente 10 ::g {de­

terminada por RI.l) obtenida siguiendo la aetodología dee-­

cri ta en detalle ezacto, es enviada a •The Kational Pitui­

t&1'7 Acenc7,Suite 503-9 1 210 leat Pa7ette Street Jllal7lan4, 

21201• para deterainar au actividad biol6gica, reeul.taado -
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Hr de 1.01 I.u./111 de BCB, deteraina4a por el enal.J'O de B! 
nanoia en peso de raia. he•braa kipofiaeotOllisadae, Ullando 

OOllO referencia USP estui4ar de honoaa ele creoaie11to bov! 

na. 
Cua4ro de paresa. 

(DOm111cla'tura tomada del eaque .. del proceso de 5 kipdfi•is 

oon an p .. o s•o ele 750 11g) 

Voldaea (111) mg totalea de BCB. 

l.-8obre11.&cl&11te1 20.0 o.o 

2.-aobre11.&4ute2 10.4 1.8 

3.-.sobrenad&11te3 10.0 o.o 

4.-lle•14uo5, 10.0 0.075 

5.-aobreaaclante6 75.6 o.o 

6.-Be•14uo7 6.0 3.75 

7.-aobrena4allte
7 

6.0 18.75 
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1·· 

1).-.&aortigllador de bi­
carbonato de uonio 

2).-LlaYe 4• paao 

3).- Ancho 4• la co­
luua. l. 5 ca 

4).-Col1111na croutogri­
fica 11111& de ••Pba 
4ex O-loo (83.5 oal 

5).-Colector de tracci~ 
ue. 

6) .-Colana croutogr{­
fica. 

r 

ESQUDl II 

(4) 

(5) 
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TABLA I 

traooi&n opa 

l o 
2 9 
3 o 
4 7 

5 530 
6 714 
7 439 
8 169 

9 156 
10 643 
11 2118 
12 1466 

13 446 
14 183 

15 119 

16 131 

17 160 

18 536 

19 1291 
20 343 
21 91 
22 66 

23 39 
24 22 

25 15 
26 7 
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H.BLl II 

traoc16n n.o. 
1 o.o 
2 o.o 
3 o.o 
4 o.o 
5 o.o 
6 2.7 
1 3.5 
8 1.02 
9 o.69 
10 0.65 
11 0.90 
12 1.25 
13 1.25 
14 1.03 
15 0.98 

16 i.35 
2.0 

17 
18 2.3 

19 15.8 

20 i.45 
21 0.35 
22 0.04 
23 0.03 
24 o.o 
25 o.o 
26 o.o 
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TABLA III 

tracci6n protefna (•cg/ml) 
1 o.o 
2 o.o 
3 o.o 
4 o.o 
5 8.0 
6 700 

7 900 
8 350 
9 350 
10 100 
11 150 
12 10 

13 50 
14 o.o 
15 o.o 
16 150 

17 250 
18 100 

19 480 
20 a.o 
21 10 

22 o.o 
23 o.o 
2-t o.o 
25 o.o 
26 o.o 
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~.&BU IV 

tracci&n BCB {D«/al.) 

6 )300 
7 
8 

3200 

710 
9 

460 
10 

230 
11 

510 
12 

7800 
18 

660 
19 

7000 
20 

3300 
21 

200 
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TABLA V 

PRACCION HCH(ng/ml) cpm D.O. PHOTEINA(mcg/ml) 

6 3300 714 2.70 700 

7 3200 439 3.50 900 

8 710 169 1.02 350 

9 460 156 0.69 350 

10 230 643 o.65 100 

11 510 2118 0.90 150 

12 7800 1466 1.25 10 

18 660 536 2.30 100 

19 7000 1291 15.60 460 

20 3300 343 1.45 8 

21 200 91 0.35 10 
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!AllL! n 

.,todo Rallen Hoobll Parlo. !rJph4 propaHto 

Pro4acto por 
lü.p6tbi• a! 

-o•aa4a 8D 3.75 .. 3.1 ag 3.1 .. 5.6 .. 3.51 .. 

acetou. 

AcUr14a4 

biol6-1ca. l.Ol 0.892 0.89 1.0 2.o3 
(l:.u,/-. RCB) 

1).-TrJ'pW (36) repona produob final de 7 ac/ gr de glúdula 

pl1u11aria treeca, Bi ee co1U11dera que cada glAndllla freaca pesa 

aproxiaaduenh 0.5 111 (35), el autor obtiene J,5 ., de BCBfMp~ 

ti•i• alaacenada en acetona. 

2).-AotiYidad biol6gioa reportada por Stockell (33) quien traba­

jo el 9'todo de Baben en detalle u.acto ( •• toa6 .. te dato PO! 

que Raben no reporta en r.u.) 

3).-lete dato ee obtuYo por a4todo distinto al de ganancia en P! 
eo de rataa bipofie1ct011i&adae (9). 
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ES W~LlA l>~L PROCE~O Df; 5 llIPO!'I.:.I~. 

Sobrenadante1~) 

Macer/oi6n en acotona(20 ml) 

filtrad.o por eucci6n y lavado 
con acetona (10 ml) 

Residu~ (a e cado). 
! 

Roeiduo+acetato de amonio +e 
tanol. ! 
'agity toda la noche. 

Centrifugar 

Sobrenadante2 (10.4ml)-------il 
Reei~uo2-_________ __. 

Lavacfo con acetona,tiltrado 
por succión. 

· Sobrenadante3~,-------1! 
Reeito3 

a),-Pesar 
b),-Ag¡'egar NaOH 0,1 N 

a),-A&Ytar l hr 
b},-Ajuetar a pH=lO 
c),-Agitar toda la noche 
d),-./ijuetar a pH=8.4 
e),-Agitar media hr. 

Centrifugar 

1 Residuo 
Sobrelll\dante4 4-

a) ,-AJitatar R pH=4, a 
b).-A&\tar media hora. 

Centrifugar m,-Dieolver en NaOf 
b}.-Ajuetar pH=4.3 

leeiduo
5 

c)Agitar media hr 
d) , ~-::e!trifugar 

Sobrennpante
5
,_ _____ __,4 

a)medi!'vol, Residuo
5

,+10ml de 
b),-Agregar al-

0 
NaOR, 

cohol 96:·; a -30 e =;;.;.;.;; ____ _ 
c}.-Ag\tar media hr 

Centrtf¡i.'!ar 

obrenatante6 (75,6 ml) 
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l>IBCJmIO•. 
Lo9 picoe oromdoenlficoe, le"ninu4o cpm, pro­

te!nu 1 D.O. ,tienen. el aieao Yoláen de el1&0i6n, p. qu -

lu fraccionH de 11a7or conoedraci6n le .. u.a eon 6, 11 J 

19. A .. toe picoe oroutogñfiooe (uipa4oa ooao A, B JC) 
ae lea. puede CQllPU'U' con la obteaidoa por diyeraoa aa.to­

rea (24),(29) 7 (23) 8DOOD1irú4•e~e· 11111' ·-~-tea • 

.. toe piooe Ueun el llillll.!ll •oldaaa de el11oi6n -

la llOll arcada ooa 1125 ell loe picoe A 1 e en el pico B ee 

olllle:rYa el oorriaieato de 1111a traoci6n, debido eeguraaent• 

a la diferen" Mtodolocfa eaplea4a para o~ur la RCB. 

Loa lato• obteaidoe inUcu qu ae obtienen tna 

Upoa de HCH, 1A fraooi6n C COD.HD.ilDllo 11D aOll.S..ro, la -

fracoi6n B 1ID díaero 1 la fraooi6n A políaeroa oon aproxi­

Mduente un 50 f. ele proteína in.e~ ( 29), la Macla ele •! 
toe trea Yol.S..ua de el11ei6n Ueu 1111& M,70r piaresa que -

la de grdo olWoo npleado por Rabea (25) dado que aue1-

tra 1lll patr6n electrotorlUco Ú8 hoaodneo, esto no iapl! 

ca la existencia de mua eola banda, aiDo de uu aenor can­

tidad de bandu, de lu caalea n.il 11e puede decir que al.cu­

na aea oonta.aiDaD.te, :r• que lae auHb'ae 8Ú puraa ele BCH, 

analizadaa por t&cnicae de i.Da1modif1111i6n 111Q' eenciblea -

(12) reportu al Hnoa 5 liaeaa 4• precipUao16n como •Yi­
denoia de diYeraoe ooaponentee uUPaicoe, de loe cl&al.H 

no ae ba aclarado •1 ee encantran preaentee en la hol'90n.a 

naUn o ae torean en el c1U110 del trataaiento para la pu­

rificaoi4n te la horaona.AWlQ.ue estudioa -'e recientes (15) 
aagieren que al .. nea c11atro formu de RCH imnmoreaoUn 

con peeoe aoleculares aparen.tea aproxilla4~s de 20,000 g/aol 

40,000 g/eol 80,000 g/aol J a&JOX'eS de 15(),000 g/aol BOD ~ 
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aeore'ta4ae dentro de la circulacicSn periferal por lae pi­

tui tariaa noZ'IUlle1. 

Be interts&Ate hacer notar que la aotiYidad eom~ 

totr6pica de la hormona puede sir deatru.lda por un treta­

aiento ens~tico o de otro tipo ain que neceeariaaen'te -

Hu altera4u eue caracteñaUcu 11111111loqu&icu (15). 

Tal situacicSn iaplica la poeib1114ad de que el -

RIA de HCH pueda ae4ir coaponlntee biol0«icaaente inertes 

7 contri'bu7an por lo talato a una pobre correlaoi6n entre 

un niYel eleYado de ROB, por e~eaplo, 7 1ae aanifeatacio-

111111 4e ciertos 4eeordenea ~le• coao J.a acromegalia(l5). 

Dora biln, siendo la ho:raona aonoalrica el OOll­

ponente ina'llDoreaotivo aa7oritario en la pi1iuitaria 7 en 

oiroulaci6n (28) 7 eabilndo que los agngaioe de BCH son 

inmanoqu!aicaaente siailarea a la HCH aonoafrica, su ºUA!! 
tit1oaoic$n por el Bll puede coneideraree coao "'11cta. .8D 

realidad 111.11 distintu foniaa en que se encuentra la HCH 

Uene aún una o'becure aigni!icancia. 

Con relaci6n a loa objetivoe planteados al inicio 

del trabajo se puede decir que, respecto al altodo de Raben 

(25) el presente m&t~do otrece Yariaa ventajea como ea el 

hecho de que en realidad se eliaina una eleYada cantidad de 

iapuresae (el producto de Raben al final del tratamiento -

contiene adn hor11onas contaminantes). Ko es necesario uti-­

lizar temperaturae elevadas ni una diversidad de solventes. 

Stockell (32) usa el aismo a&todo de Raben, modif! 
candolo unicaaente al principio del trataaiento, con lo que 

logra obtener una HCH mis pura, aislilndo horaonae "contami­

nantes", subproducto muy importante del tratamiento, modif! 

caci6n •Uf apropi~da que tue incorporada al presente trabe.-
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jo. 

T17gstad(36) se Tale de cambios en la concentraci6n 

de hidrogenionea para eliminar impurezas, y una posterior -

eaturaoi6n con sulfato de amonio para precipitar la horaona, 

eituaci6n poco deseable ya que posterior a este tratamiento 

se necesita dializar el producto, etapa en la que ea necesa­

rio inTertir bastante tiempo.Loa primeros elementos de su -­

traba~o son apropiados, siendo -'8 adecuado en la parte final 

precipitar la hormona con etanol para evitar el dializado.Be­

ta obaerYaoi6n ea considerada en el desarrollo del trabajo. 

Bl •'todo de Parlow (24) ea tomado en coneideraci6n 

en la Última etapa del trabajo, por la siguiente raz6n.IA pu­

rificaoi6n de la hormona de crecilli.ento se realiza mediante -

el paso a traTlz de una columna de sephadex, Parlow usa coao 

eluyente bicarbonato de aaonio, soluoi6n que inhibe el creci­

•iento de bacterias en la colUllD& y las fracciones se pueden 

liofilisar directamente sin plrdida de tiempo por no necesi-­

taree dializar. 

En la tabla VI ee muestran loe resultados obtenidos 

en el presente trabajo y los resultados obtenidos por diver-­

eoa autores, existe una gran discordancia entre la actiTidad 

biol6gica reportada por Trygetad y la de los otros •'todos P! 

ro debe hacerse notar que ea el Wi~co ~ue utiliza un e1111ayo -

distinto al de ganancia en peso (llfla m&todo de la tibia,9)que 

puede ser una explicao16n.Otro dato que presenta discordancia 

ea el excesivo producto de HCH obtenido por Parlow, cabe hacer 

dos comentarios a este respecto, 

a).-1.A cantidad de HCH por hip6fieis no varía o~n la edad pe­

ro si con la causa de muerte(4) y debe notarse que resulta 
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iapo•ib1e hacer una eelecoi6n de gl&ndula11( por eje•plo -

por cauaa de •uerte, tipo de ooleoci6n, alaa.cenaaiento -

eto.) eato puede ser una oauea en la Tar1aoi6n de lo• da­

to• reportadoe. 

1>) .-Parlo• uea el •hodo de Rt.ben, a pesar de lo c'll&l. 01>­

tlene 0 .. 1 el doble de producto que eete autor. 

ID la ~l>la Y •• muestran loe dato• de cp•,D.O -
protefu 1 conteD14o de HCH (para laa fracoionee analisa­

daa) 01>81l'Yan4011 la gran correlao16n que exiete entre 1011 

dletinto• e1111a1o•(part1clll.&rmente en laa fracciones que -

preeentan .. 7or contenido de HCH). 
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COICLUSIOIO!S. 

El producto final de horaona de crecimiento huaana 

de grado clínico purificado, por hip6fiais, fue de 3.75 ag 

oon una aotiTidad biol6gica de l.Ol I.U./ag de ROB, eate 

producto ea apropiado para aplicaci6n clínica, da manera -

que ee puede baoer 1lM eelecdcSn del t!.¡o b t:t'1'11a1J11iento H 

g1Úl 1aa condiciones tn que se de1ee traba~ar. -

Una coabinaci6n de lo• tres picos de eluc16n(A,B 1 

C) da una buena acU'ridad biol6gica, pero el uso del pico A 

debe iaplicar algunoa efectoa de reacci6nea antígeno anti~ 

cuerpo, que a pHar de no Hr auy iaportantll!I pueden elilli­

naree aupriaiendo el uao del picD A, que se puede intentar 

purificar poaterior.atnte.Al e11a1nar este pico no debe red!! 

ciree alpificaUnaente la aotbidad de la homona. 

i'inalaente •• plsi.ble decir que el útodo de obte!! 

ci6n 7 purificac16n de la HCH resulta de lo mis simple ra -

que con el presente •'todo, utiliz~do la baja solubilidad 

de la horwona en etanol, en deterainadaa condiclonea,se pr! 

olpita con relat1Ta sencillez, este precipitado no preaen-­

ta dificultad para una posterior purificaci6n, por au aia-­

pla paao a traT4t de una coluana de eepbadex G-100, adea48 

de que el tipo de a11ortig11&dor utilizado en la aetodolog{a 

coao ya st ae~al6, ••ita contaainacionee a1crob1ol6gicae 1 

peraite liofilbar directaaentt 91 se requiere. 

De los resultados experiaentale• se puede obeerTar 

taabi4n que exiete una gran coincidencia de loa piooa oro­

aatogl'&f ico• y el contenido de hor11ona, lo que peraite se~ 

leccionar el ensayo 8's senoillo(D.o. a 280 ma por e~eaplo) 
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para determinar en donde exieten las fracciones con mayor 

contenido de HOH sin necesidad de refinamientos eofistic! 

dos.Un estudio estadistico adecuado peraitirá posterior~ 

aent~ 4eterailUU' la concentrac16n de HCH en funci6n de la 

lectura de D.o. 
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