Universidad Nacional Ruténoma

de México

Escuela Nacional de Estudios Profesionales

CUAUTITLAN

EXTRACCION Y PURIFICACION D€ LA
HORMONA DE CRECIMIENTO
HUMANA PARA USO CLINICO.

T E S | S

QUE PARA OBTENER €L TITULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

P B € $S € n T A
JOSE DE JESUS PEREZ SRAVEDRA

Q. F. B. RAMON CENDEJAS RAMIREZ

1979



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



CONTENIDO.

GENERALIDADES.

INTRODUCCION.

Método de Raben (1953) 25.
Método de Stockell(1966) 32.
¥étodo de Trygstad (1971) 36.
Método de Parlow (1975) 24.

PARTE EXPERIMENTAL,
Objetivo,
Notivacién.
Material.

RBquipo.

Reactivos.

N&todo.

I.~Obtencidn de los polvos de

pituitaria secados en

II.-Bxtraccidén de la fraccidén glucoproteica,

I1I,-Extraccidn de la hormona de crecimiento.
IV.-Purificacién de la hormona.

V.-Resultados.

DISCISTON.

CONCLUS IONES,

BIBLIGGRAFPIA.

acetona.



GENERALIDADES,
Hormona de Crecimiento (Somatotropina).

La hormona de crecimiento ha sido aislada de las
gldndulas pituitarias de distintas especies{pricipalmente
de bdvino) con suficiente pureza y cantidad para su estu-
dio.El conocimiento de la estructura fue determinado por
Li y colaboradores, estableciéndola como primaria(16).

La hormona de crécimiento de todoa los mamf{feros
consiste en un sdlo polipéptido con un peso molecular a-
proximado de 21,500 g/mol.La hormona de crecimiento huma-
na contiene 190 aminodcidos con dos puentes disulfuro.

La hormona de crecimiento de otros primates se a
seme ja mucho a la hormona de crecimiento humana en diver~
sas propiedades fisicas, pero las diferencias inmunolégi-
cas se incrementan marcadcmente de acuerdo al grado de se
paracidn filogenética. :s vdlido decir que estas diferen-
cias inmunolégicas indican diferencias en la secuencia de
aminodcidos (35).

Sélo 1la hormona de crecimiento de humano 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 sucesidn de los aminodcidos entre la -
de dstos y la del hombre.

La hormona de crecimiento puede llevar a cabo al
gunas acciones de la hormona lactogénica(prolactine) y de
lactdgeno vlacentario humano. Aunque todas estas hormonas
son entidades ceparadaS hay considerable similitud en sus
estructuras y en consecuencia propniedades inmunolégicas -

similares.



MECANISKO DE ACCION DE LAS HORMORNAS.

Un avance importantf{simo para conocer el meca-——
nismo de accién de las hormonas ( incluyendo desde luego
la hormona de orecimiento) fue realizado por Earl Suther
land como consecuencia de estudios comenzados en 1950.El
trabajo de Sutherland dié lugar al concepto de que el
AMP ofclico es un mensajero secundario en 1la aceién de
diversas hormonas,

- Los aspectos esenciales de este concepto son:

8).~las células contienen receptores para las hormonas
en la membrana plasaftica.

b).~La combinacién de una hormona con sus rsceptores o8
pecificos en la membruna plasaftioa da lugar al estimulo
de adenil ciclasa que también esta ligada a membrana plas
ndtica.

¢).-E1l aumento de actividad de la adenil ciclasa incremen
ta la cantidad de AMP c{clico en el interior de la célula
ya que es bién sabido que el ANP ofclico se forma a par—
tir de ATP por la accidn de adenil ciclasa:

ATP Adenil ciclasa ANP
.32+

+
ofclico * FPy *+ H

d).~R1 AMP ciciioo actua entonces dentro de la célula
para alterar la velocidad de uno o diversos procesos cé-
lulares (por ejemplo glucogendlisis, lipélisis, cetogéne
sis etc.) ya que activa un denominador comin a estos e--
fectos,la protein kinasa.

Un importante aspecto del modelo del mensajero
secundario es que 1la hormona no necesita penstrar a 1la



célula, su impacto se realiza sobre la memprfyg Celular,
Los efectos bioldgicos de la hormona van mediagos dentro
de la célula por ANP ciclico en vez de por 12 propia hor

mona (30).



ACCION BIOLOGICA DE LA HOMMONA DE CRECIMIENTO.

Se han realizado grandes esfuerzos de investiga-~
cién para estudiar la accidén bioldgica de la hormona de
crecimiento,En general se ha determinado que tiene varios
efectos en diferentes tejidos "verbi gratia" tejido muscu
lar, tejido adiposo, higedo etc. En general incrementa el
crecimiento total y puede llegar a causar gigantismo.Su e
fecto estimulante sobre la sintesis de ARNs sugiere que
parte de su sctividad interviene en la sintesis de prote-
{nas o enzimas.La hormons de crecimiento también actia a
nivel de membrana para facilitar el transporte, principal
mente de aminodcidos, .

La hormona tiene influencia en diversas esfe-—
ras del metabolismo, = continuacidn se presenta un muy -
breve resumen sobre las Areas de mayor accién de la hor——
mona de crecimiento.

I.-3{ntesis de Proteinas.

La hormona de crecimiento ‘estimula la sintesis
de protefnas en el animal intacto, los aminodcidos y la u
rea sangufnea dieminuyen(10). En tejido muscular, la hor-
mona de crecimiento puede estimular la sintesis protefca
incrementando el transporte de aminodcidos hacia la cé~-
lhla, accidn Que se puede demostrar "in vitro” en el dia-
fragma de la rata (10). zste efecto no es inhibido por 1le
puromicina.Por lo tanto 1z facilitacidn del transporte de
aminodeidos por la hormona no es mediado por la accidn di

recta sobre la sintesis proteicalld).Diversos autores han



hecho intentos por explicar la estimulacién de la sinte--
sis protefca por la hormona de crecimiento en términos de
metabolismo de dcido nucleico(35).En el animal intacto la
admipistracién de hormona de crecimiento aumenta la sinte
sis de ADN y ARN (35).La hormona también provoca un aumen
to en la sintesis de coldgena, vuesto que ecta proteina -
es rica en hidroxiprolina, la medicidn de la hidroxiproli
na urinaria se puede usar para valorar la actividad de la
hormona de crecimiento en el animal intacto(10).
2.-Metabolismo de lipidos.

En vivo la administracién de hormons de creci —
miento es seguida, deapués de 60 minutos, de un incremen-
to de dcidos grasos libres circulantes y de un aumento de
la oxidacidn de estos dcidos en el higado(35).
3.~Metabolismo de Glicidor.

En todo tivo de misculo la hormona de crecimien-
to antagoniza los efectos de la insulina.la disminucidn -
de la glucodlisis, as{ como la inhibicién del transporte —
de glucosa nuede ocurrir en distintas etapas.lLa moviliza-
cidn de los 4cidos grapos de los depdsitos de triglicéri-
dos también puede contribuir a la inhibicidn de la glueé-
1isis en misculo en general.la hiperglucémia después de -
la édministracidn de la hormona de crecimiento es el re—
sultado combinado de la utilizacidn periférics disminufda
de la glucosa y del incremento de produccibén hepdtica a
travéz de la sluconeogénesis (10).
4,-Metabolismo idnico o mineral.

La hormona de crecimiento aumenta la absorcidn -

intestinal{medisda vor calcitonina) de iones calcio as{ -



como su excrecién.Ya que la hormona estimula el crecimien
to de los huesos largos en la ep{fisis, resulta un aumen-
to de la retencién de iones calcio =demfs de sodio, pota-
8io, magnesio, cloruros y fosfatos.
5.~Propiedades de Prolactina.

La hormona de crecimiento tiene propiedades de -
prolactina, como por ejemplo:estimulacién de gl‘ndulaq
mamarias y estimulacién de lactogénesis.

Control de Secrecién.

Recientes evidencias sugieren que substancias es
pecificas dentro del hipétalamo pueden estimular ( factor
liberatorio de hormona de crecimiento, PLHC) e inhibir -
(factor inhiditorio de hormona de crecimiento PIHc)lé Bse-
crecidn de hormona de crecimiento(16).Este doble sistema
de regulacidén hipotaldmica esta bajo la influencia de cen
tros cerebrales superiores. Se sabe que la dopaminsa,sero-
tonina y norhepinefrina que estan presentes dentro del hi
potilamo actuan como neurotrssmisores y controlan los s—
fectos de diversos estimulantes de hormona de crecimiento
(por ejemplo, catecolaminas, vasopresina, factor liberato
rio de hormona tiroidea, endorfinas, encefalinas,arginina
prostaglandinas, AMPo, GMPc, insulina etc.)

la I-dopa, 5 hidroxitriptofan, agentes alfa-adre
nérgicos y bloqueadores beta-ad:onérgicos pueden estimu-
lar o faciliter la libermoién de hormona de crecimiento y
los bloqueadores alfa-adrenérgicos y agentes beta-adrenér
gicos inhibir la secrecidn de la hormona(20),



INTRODUCCION,

La naturaleza y el tipo de acocién de 1la hormona
de crecimiento humana de la pituitaria anterior ha sido
revisada por numerosos autores,Ea 1920 la importancia me
tabblica de la gléndula pituiteria se puso 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 separacién (37),(18) y (25) esti
mularon el desarrollo de diversos trabajos 8sobre los e-
fectos de esta hormona en animales y en el hombre.

En el Simposium Internacional realizado en 1955
(28) se determiné la existencia de un alto grado de esps
cificidad entre 1la hormona de crecimiento de las diver-
sas eapeciesAanimales. las preparaciones de gldndulas ri
tuitaria de pez no son activas en la rata, la hormona de
crecimiento bovina y de pez son activas en peces intac-
tos e hibofiaectomizados,la hormona de crecimiento bovi-
na es activa también en gatos, perros, conejos y ratas
la hormona de crecimiento de 198 no primates no es acti-~
va en el hombre.Esto indica que de peces a anfibios a ma
miferos y a primates existen cambios estructurales en la
hormona de crecimiento que ia hacen efectiva de especies
superiores a especies inferiores perv no a la inversa,

Para tratar de explicar esto se ha orovuesto en
tre otras hipétesin, la existencia de un"centro activo®

en la hormona que viene siendo progresivamente mds com-



plejo de peces a primates.

La demostracién de que la hormona de crecimiento
humana y la hormona de crecimiento de mono son altamente
efectivas en el hombre(l) y (25) y en el mono (14) provo-
caron un elevado interés en las hormonas de la pituitaria
humana.

Diversos trabajos para aislar hormonas de la pi-
tuitaria se efectuaron en gldndulas de animales {borrego,
buey, puerco etc), Cada un> de estos métodos tendié a es-
pecializarse para obtener una hormona simple o quizd dos
pocos trabajos se efectuaron para alcanzar un sistema ge-
neral para la separacién de todos los principios activos
de 1a pituitaria anterior(8),(2) y (7).Generalmente ha--
blando n> fueron del todo satisfactorios.Trabajos mds op-
timistas fueron los realizados en 1955 por Wilhelmi.

En afios méds recientes y conjugindo los conoci-
mientos producidos por los diversos trabajos, Raben imple
ment$ un método de obtencidén de la hormona de crecimiento
humana que fue y ain es considerado como el métido clédsi-
co (25).5tockell en su trabajo (32) aisla no unicamente -
la hormona de crecimiento humana sino también hormona lu~
teinizante, hormona folfculo estimulante y hormona esti--
mulante de tiroides.Parlow (24) propone su método y obtie
ne la hormona con muy buena pureza.Otros sutores siguen -
diversos caminos fundamentalmente interezados en obtener
méds vureza y mayor potencia, entre ellos se puede mencio=-
nar el trabajo realizado por Olav Trygstad (36).

Estos ultimos cuatro autore: determinaron los -

métodos que e pueden coasiderar como los mds importantes



¥ por lo consiguiente los mfs usuales.A continuacién se
presenta un resumen de cada método,

# Abtreviaciones usadas en el desarrollo del trabajo:

HCH =Hormona de Crecimiento Humana.

D.0, mDensidad Optica.

acg =Microgramos.

ng =Nanogramos,

ops -euo'ntu por minuto.

nm =nanémetros,

RIA sradioinmunoanflisis.

1,0, wunidad internacional, la actividad de 1 mg de hormo-
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 producto se encuentra libre de otras hormonas.
b).~El procedimiento de extraccidn es 1o suficientemehte
violento como para destruir bacterias y virus que puedan
contener las hipéfisis.
Bn resumen el método de extraccién consiste en:
a).-Solubilizacidén de la hormona de crecimiento con dcido
acético glacial a elevada temperatura (7000).
b).~Precipitacién y eliminacidén de contaminantes alteran-
do la fuerza ionica ( conm cloruro de sodio) y por propie-
dades de solventes (acetona).
¢).-Precipitacidn de la hormona ain conteniendo contami~-
nantes por propiedades de solventes (eter etilico).
d).~Solubilizacién de la hormona (con dcido acético) y -~
purificecién con una resina de intercambio idnico.
e).~-Nueva purificacidn de la hormona por cambio en el pH
(con hidréxido de potasio y dcid> acético).
f).-Recuperacidn de la hormona de crecimiento por propie~
dades de solventes (alcohol etflico)s
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METODO DE STOCKELL (1966) 32.

La ventaja esencial de este método consinte en ob
tener tres hormonas (hormona fol{culo estimulante, hormona
luteﬁizmto y hormona estimulante de tiroides) adesds de
1a hormona de crecimiento,

El principio del método consiste en el mismo pro-
puesato por Raben con la importante modificacidén que a con=-
tinuacién se sefiala.

Antes de proceder a la extraccién de la hormona -
de crecimiento se extrae 1a fraccién glucoprotelca que con
tiene las tres hormonar arriba mencionadas,Bsto se logra -
como Bigue:;
a).=Se solubilizan las glucoprotefnas en acetato de amonio
on medio alcoholico.
b).=El sobrenadants se separa por centrifugacifn y el pre-
cipitado se almacena para la posterior extraccidn de la
hormona de creoimiento, por el método de Raben ocomo ya 8¢
menciond anteriormente.
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KETODO -DE T4YGUTAD (1971) 36.

La idea de Tryrstad al seguir esta metodologia es
cubrir los siguientes objetivos:
a).=-Preparar la hormona de crecimiento a partir de peque--
flos lotes de gldndulas.
b).-Que la hormona sea facilmente soluble y bién tolerada
por el paciente.
¢).=No exista vérdida de actividad por la formacidén de an-
ticuerpos.
El resumen del método es el siguiente:
a).=-3olubilizacién de la hormona de crecimiento en agua -
destilada y amortiguador de fosfatos sucesivamente.
b).~Precipitacidn de la hormona de crecimiento por cambio
en el oH (con dcido clorhfdrico) y propiedades de solven-
tes (acetona).
¢).-Hueva solubilizacién 3e la hormona de crecimiento en
amortiguador de fosfatos.
d).~Precipitacidén.de la hormona de crecimiento por cembio
en la fuerza idnica (con sulfato de amonio).
e).-Purificacidn de la hormona ne crecimiento pssandola a

travéz de une columna de sephadex G-100,
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MET ;DO Dg PARLOY (1375) 24.

El desarroll: de erte método, nos dice el autor,
nos da lac siguientes ventajas con relacidn a las otras me
todologias:
a).-Incremento en el producto y la pureza quimica.
b).-Se pueden tratar grandes lotes en poco tiempo (hasta
20,000 hipdfisis en dos semanas).

La hormona de crecimiento humana es aislada nor
el método de Raben en detalle ex~cto, excepto por une modi
ficacidn muy importante:

En el paso final la precipitacidn a pH=d.5 con e-
tanol fue evitada, en Su lugar se efectud una diilisis del
dcido acético en contra de bicarbonato de zmonio y el dia=-
lizado se liofiliza.La hormona obtenida es purificade por

el paso a travéz de una columna de sephadex G-100.
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Los cuatro métodos enunciados anteriormente oca-
cionalmente complementados con las exveriencias de otros
autores, dan la pauta a seguir en la formulacidn de un -~
nuevo método con la finalidad dltima de obtener un produc
to més puro, con menos inversién de tiempo y dinero.

Los puntos claves del método son:

-De Trygstad.

a).=-Solubilizacidn de 1la hormona por aumento en el pH.
b).-Precinitacidn de contaminantes. por disminucién en el
pH

-De Stockell.

¢).-Solubilizacidn de 1as glucoproteinas en acetato de a-
monio y medio alcoholico.

d).-Separgcién de las glucoprote{nas de la hormona ce cre
cimiento por centrifugacidén.

-De Raben.

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

dades de solventes,

~De Parlow.
f).~Purificacidn de la hormona por su paso a travéz de u-

na columna de sephadex G-100,

Los detalles se dan a continuacidn en la Parte

Experimental.
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PARTB EXPERIMBNTAL,

EXTRACCION Y PURIPICACION DE LA HORMONA DE CRECIMIENTD
HUMANA PARA USO CLINICO.

Objetivo.-Aislar la hormona de crecimiento humana, con bue
na pureza & bajo costo pars aplicacién clinica.

. Motivacién.- Una fuerte motiwvacién es que existen psrsonss
que padecen deficiencia de hormona de crecimiento, a quie~
nes se les llama enanos hipofisiarios, se pueden tratar -
proporocionéndoles la hormona de crecisiento, pero su tra—-
tamiento resulta muy caro, ya que en la actualidad el pre-
cio de la hormona es muy alto { en nuestro pafs, el costo
del tratamiento fluctuaba, a la fecha entre un millén y

un 81116n docientos mil pesos) produciéndose aquf la hor
mona, el costo del tratamiento se reduce enormemente,has-

ta quedar en aproximadaments sesenta mil pesos.

Naterial.-El esencial de un laboratorio de andlisis clini

[-1+] 99
Naterial bioldégico.-Hipéfisis humanas.

Equipo.~Refrigerador.
Centr{fuga Beckman Modelo J-21
Nilivoltfmetro Beckman Expandometic.
Electrodos Beckman para el milivoltimetro.
Homogeneizador Owni Mixer.
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Agitador Mag-Mix y barra magnética.
Espectrofoténetro Carl Zeiss PNQ II.
Liofilizadora Usifadid. Precédés Rieutord.
Columna Cromatogrifica Pharsacia Pine Chemicals.
Colector de Pracciones LKB Produkter AB.
Contador de Gammas ANES Gamsacord II.

Reactivos.- (Todoe los reactivos usados son Q.P.)
Hidréxido de S6dio (NaOH) 0.1 N
Acido Clorhfdrico (HCL) 4.0 X
Acetato de Amonio (cnscoonu‘) 10 4 y pH=5.1
Acetona ((’083)200
Etanol 96
Rquipo pars determinar HCH {(Dainabot)
Reactivos para método de Lowry modificadoe que
incluyen:
Solucidn A
2 gr de tartrato de sodio y potasio(ENaC 43406“20)
¥ 100 gr de carbonato de lodio(lazco3), se disuel-
ven en 500 ml de hidréxido de sodio l.0 N y se afo
rs & un litro,
Solucidén B
2 gr de tartrato de sodio y potasio y 1 gr de sul-
fato de cobre ( Cu5045820) son disueltos en 90 =l
de H,0 destilada y 10 ml de hidrdxido de sodio 0.1
normale
Solueidn C.

Reactivo de folin ( 1 vol es diluido con 15 vold--
nes de agua destilada) se prepara cada vez que 88
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Ve a usar, con esta dilucidn, el reactivo debe
quedar entre 0.15 N y 0.18 N.

Proteina para curva patrén Lab-Trol Base albni-
aina de bovino (DADR Division American Hospi~-
tal. Supply Corp. Miami Pla 33152,)

Método.-Los resultados corresponden & un lote de 25 glén-
dulas(por ser la oantidad colectada al inicid del trabajo
sin ningin otro motivo) cedidas por el Departamento de A-
natonia Patolégica del Centro Hospitalario 20 de Noviem--
bre. ISSSTR.

Todo el método me lleva a cabo entre 4°C y -35°c para tra
tar de increaentar el producto.

Bl proceso se divide en 5 fases:

I,-Obtencién de los polvos de pituitaria secados en aceto
na
II.-Extraccién de la fraccidn glucoproteica.

II1I.-Extraceién de la hormona de crecimiento.

IV.-Purificecién de la hormona de crecimisento.

V.~Resultados.
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I.-Obtencidn de los polvos de pituitaria secados en acetona,

& Todas las centrifugaciones son a 1425 X g y a 4°c a menos
que se indique lo contrario.
& En todos los casos la agitacidn es magnética y a 4°C.

a).~las glandulas almacenadas én acetona a 400 se transfie--
ren a8 acetona limpia.

b).-Son molidas en acetona & 4°C (4 ml/gléndula) por un pe—-
"riodo de 30 minutos, usando el homogeneizador,

¢).-El homogeneizado se vierte, con sumo cuidado, en un buch
ner al que previamente se le colocé un papel filtro Wathman

# 42 de peso conocido,

d).-Se realiza el filtrado por succidn lavando con acetona a
4% (2 ml/gléndula) una sola vez,

e).~Se mantiene la succidn por el tiempo necesario para que

el homogeneizado este completamente seco.

f).-Se obtiene el peso de los polvos seczdos en acetona uti-
lizando una balanza analftica.

Il.-Extraccién de la fraccién glucoprotefca.

a).-A los polvos secos se les afiade 10 ml/gr de una mezcla a
4°C de acetato de emonio al 10 % y pH=5.1 (ajustar si es ne-
cesario) y etanol 96 % ( 6:4 respectivamente).

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

c¢).-5e centrifuga la mezcla y el sobrenadente se almacens a
4°c (este sobrenadante contiene la hormona estimulante de fo
1{culo, hormona estimulante de tiroides y la hormona luteini
zante. )

d).~El residuo se reextrae como se menciond en los pasos {a)
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(v) ¥ (c) uniendore el sobrenadante con el que se tenfa pre
viamente,

€).~Fl residuo de pituitaria de la= dos extracciones es la-
vado con acetona a 4°C (2 ml/gldndula) una sola vez, y fil-
trado pbr succidén por el tiempo necesario para que este com
pletamente seco.

III.-Extraccion de la Hormona de crecimiento.

a).~Se obtiene el peso de los polvos.

b).-Se agrega NaOH 0.1 N 20 ml/gr y se agita por una hora.
c).-Se ajusta el pH de la mezcla a 1D con HCL 4 M.

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 puarda a -
%.

h).-El residuc se reextrae como en (b),(c),{d),(f) y (g) el
residuo se deshecha y el sobrenadante 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)+-E1l precipitado que se forma es separado por centrifuga-—
cidn y el sobrenadante se reserva.

k).-El precipitado obtenido en el paso previo se trata con -
1a mitad del voldmen de :la0¥ 0.1 . usado en (b) y se ajusta
el pH a 8.4 con ilUL 4 Hi. {este paso es esencialmente para a-
segu.arse de la completa extraccidn de HCH).

1).~%e agita por media hara y se centrifura, el sobrenadan-—
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te se une con el sobrenadante previo,el residuo se deshe-
oha.

m).~El voldmen de 1a solucidn resultante se mide.

n).-Se afiade suficiente etanol al 96 % enfrisdo a -30°C -
lentamente y con agitacién a dar una concentracién final
de 25 £ v/v.

0).-Se agita por media hora y se procede a centrifugar, el
sobrenadante se elimina.

?).-B1 precipitado se Aisuselve en el mi{nimo volimen de bi-
carbonato de amonio 0.l M, clarificando la solucién resul-
tante por centrifugacién a 3325 X g durante 30 minutos.
q).-El precipitado se elimina, en solucién queda la HCH gre
do clinico, la oual se guarda en congelacién.

IV.~-Purificacisn de 1a HCH grado clf{nico por filtracién en
una coluana de sephasdex G-100.

a).~3¢ preparan 2 litros do bicarbonato de amonio 0.1 My
8e ajusta el pH a 8 (reactivo A)

b).~Se pesa 6.5 gr de mephadex G-100 y se procede a hidra-~
tarlo con 150 ml del reactivo A dejandose 48 hs a 31°c.
c).-En refrigeracidn se monta la columna quedando como se
muestra en el esquema II.

d).-Se lava la coluzna con 200 ml del reactivo A.

‘e).—De la muestra disuelta en 6 ml de reactivo A se toma
una alicuota de 0.5 ml y al resto se le agregan 0.2 ml de
HCH marcada com 1+23 (Dainabot, con 7559 cuentas por minu-
to y radioactividad menor de 1 microcurie/10.5m1) para u--
sarlas como control y determinar el volimen de salida de -
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la HCH purificada. De esta solucién se toman 0.025 ml para
controlar las cpm, al final del ensayo, el resto se colo~
ca en el lecho de la columna.

f).=El colector de fracciones se regula de tal forma que -
cada fraccidn sea de 6 ml, con un flujo de salida de -
0.3 ml/min.

g)+~Se colectan 30 fracciones.
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V.~Resultados,.-

La muestra de HCH tomada antes de Bu paso a travéz
de la columna de sephadex G-100 (denominada .1) 1o mismo -
que muestras tomadas de las fracciones 5, 6 y 7; 11, 12, ¥y
13; 18, 19, y 20 (denominadas .2' l3 y l4 reapectivamente)
fueron enviadas al laboratorio de histocompatibilidad del
mismo Centro Hospitalario 20 de Noviembre ISSSTE, para que -
se les efectuara olootrqforlaia en acetato de celulosa, dan
do los resultados que a continuscidn se sefialan.

La LN (vor esquema I) presenta 4 bdandas claras (s,
b, ¢ y 4) 1a (¢) es una gran mancha que probablemente sea —
1a combinacién de varias bandas. La l2 presenta un patrén e
lectroforético lmhr ala '12 Lasn l3 y I‘ presentan un -
comportaaiento similar entre si, la mancha grande (c) pre--
sentada en .1 Yy l2 Be mantiens pero més reducida y se obaer
va la completa desaparicidén de 1a banda (b).

Las fracciones colectadas de la cromatograf{a en -
sephadex, fueron analizadas en el contador de gammas, los
redultados se dan en la tabdbla 1.

En la grifica I se muestra la actividad contra el
nimero de fracciones, se obtuvieron tres picos de actividad
que incluyen para el primero las fracciones 5, 6 y 7 con un
miximo pars la fraccién 6 (714 cpm), para el segundo se tie
nen 1las fracciones 10,11,12 y 13 con un aéximo en la frac-
eién 11 (2118 cpm), para el tercero las fracciones 18,13 y
20 con un méximo en la fraccidén 19 (1291 cpm).

En la tabla II se muestran los resultados obteni--
dos al analigzar las fracciones mediante el espectrofotSme-
tro a 250 nm.
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Bn la grifica II se muestra la D.0. contra el nime
ro de fraccidn, se obtuvieron también tres picos que inclu-
yen para el primero las fracciones 6,7 y 8 con un méximo ra
Ta 1s fraceién 7 (D.O, de 3,5), para el segundo las fraccio
nes 11,12,13 y 14 con un méximo pars la fraccién 12 (D.0. -
de 1.25) y el tercero que incluye las fracciones 18,19 y 20
con un méximo para la fracciénm 19 (D.0, de 15.8)

Posteriormente a 1as fracciones se les determin -
la concentracién de protefma por el método de lowry modifi-
cado (11), leyendo en el espectrofotémetro a una longitud -
de onda de 650 nm, los resultados se dan en la tadla III, -~
eatos resultados se grafican en conceantraciones (-cg/ll)cog
tra ol nimero de fraccién. En esta gréfioa se obtienen tres
picos de concentracisn que incluyen para el primero las
fracciones 6,7,8 ¥ 9 con un mnkximo para la freceidén 7 (900
mog/ml), para el segundo se tienen las fracciones 16 y 17
con un méximo para la fraceidn 17 ( 250 meg/ml) y un d1ti-
20 la fraceién 19 (250 mog/ml).

Se tomaron mueatras de las fracociones 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 18, 19, 20 y 21 a las cusles se les hizo una
diluoién 1:1000 con agus destilada y se determind HCH por
radioinaunoandlisis(5),1l08 resultados se dan en la tabla IV.

Las mayores concentraciones de la hormona 8¢ en—
contraron en las fracciones 6, 12 y 19.

Actividad bioldgica de 1a HCH.

Una muestra de HCH de aproximadamente 10 =g {de—-
terminada por RIA) obtenida siguisndo la metodologfa des-—-
crita en detalle exacto, es enviads a "The National Pitui-
tary Agency,Suite 503-9, 210 West Payette Street Maryland,
21201* para determimar su actividad dioldégioca, resultando =
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ser de 1.01 I.U./mg de HCH, determinada por el ensayo de ga
nancia en peso de ratss hembras hipofiseotomiszadas, uwsando
como referencia USP estandar de hormona de crecimiento bovi
na.

Cuadro de¢ puresa.

(nomenclatura tomada del ssquema del proceso de 5 hipétisis
oon un peso seso de 750 mg)

Volimen (m1) ag totales de HCH.
1.-aobroudntol 20.0 0.0
2.4obrouhnt02 10.4 1.8
3.4obroudmt03 10.0 0.0
4.-!0!10\105, 10,0 0.075
5.-Sobrenadante, 15.6 0.0
6.-nnidno7 6.0 3.75

7.—80brenad;nte7 ) 6.0 ‘ 18.75
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1).=Anortigusdor de di-
carbonato de amonio

2).=Llave d¢ paso

3).= Ancho de la co—
lumns. 1.5 ca

4).~Columns oromatogrd-
fica llena de sepha
dex G-100 (83.5 om)

5).=Colector de fraccio
nes.

6).~Columna cromatogré-
fica.

(5)

ESQUEMA II
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TABLA Iy

fraccidn - cpa
1 ,
2
k]
4
5 530
6 T14
7 439
8 169
9 156
10 643
11 2118
12 1466
13 446
14 183

a5 - 19

16 131
17 160
18 536
19 - 1291
20 343
21 91
22 66
23 39
24 22
25 15

N
- )
-3



28

TABLA II

fraccién D.0,
1 0.0
2 0.0
3 0.0
‘ 0.0
5 0.0
6 2.7
7T 3.5
8 1.02
9 0.69
10 0.65
1 0.90
12 1.25
13 1.25
14 1.03
15 0.98
16 e
17
18 2.3
19 15.8
20 1.45
21 0.35
22 0.04
23 0.03
24 0.0
25 0.0
26 0.0
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TABLA III
fraccién protefna (mcg/ml)
1 0.0
2 0.0
3 0.0
4 0.0
5 8.0
6 700
7 900
8 350
9 35
10 100
11 150
12 - 10
13 50
14 0.0
15 0.0
16 150
17 250
18 100
19 460
20 8.0
21 10
22 0.0
23 0.0
24 0.0
25 0.0
26 0.0
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TABLA 1V
fraccién HCH (ng/sl)

6 3300

7 3200

8 710
I 460
10 230
n 510
12 2830
18 660
19 T000
2 3300
21

200
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TABLA V

FRACCION HCH(ng/ml) cpm D.0. PROTEINA(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 0.65 100
11 510 2118 0.90 150
12 7800 1466 1.25 10
18 660 536 2.30 100
19 7000 1291 15.60 480
20 3300 343 1.45 8

21 200 91 0.35 10
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TABlA VI

Método

propuesto Raben = Stockell

3.75 8¢ 3.1 g 3.1 mg

1.01 0.89° 0.89

Parlow  Trysstad

5.6 ng

1.0

l.5 g

2.03

1) .-Trygstad (36) reporta producto final ds 7 mg/ gr de gléndula
pituitaria fremca, si se considera que csda gléndula fresca pesa
aproximademente 0.5 gm (35), el autor obtiene 3.5 ng de Hcﬂ/hipg
fisis alsacenada en acetona.

2) «~Actividad bioldgica reportada por Stockell {33) quien traba-

jo el método de Raben en detalle sxacto

que Raben no reporta en I.U.)

( se tom$ este dato por

3) .~Este dato se obtuvo por método distinto al de ganancia en pe
80 de ratss hipofisectomizadas (9).
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ESUSLKA DBL PROCEZD D¥ S HIPOFI-IG.
g%ﬁggg%gﬁaalmacemdaa 3 Kaceracidn en acetona(20 ml)

filtrado por succidn y lavado
con acetona (10 ml)

Sc:hroaxmdmn;e1 (20 m1)

Residuol (secado).
Residuosacetato de amonio +e =y
tanol. ’
‘agitar toda la noche.
Centrifugar

Sobrenadante  (10.4ml )--———-l
2 2 3

eai;to
Lavado con acetons,filtrado
por succidn.

Sobroxmdant:t’:3 (10 m1)

R
esi uo3

a).~-Pesar
b).-Ag{egar NaOH 0.1 M———‘v
a).=Agitar 1 hr

b),-Ajustar a pH=10
¢).=Agitar toda la noche

d).~Ajustar a pH=8.4
e).-Agjtar media hr.

|

Centrifugar

Residuo

|
Sobrenadante 4

a).~Ajlatar a vH=4,3
b).~Agitar media hora.

Centrifugar a).~Disolver en X
b).-Ajustar pH=4,
esiduo c)Agitar media hx
d).—\,e trifugar
Sobrens a.nte

a)mediy vol, Residud,,+10ml de
Residuo,+ 6 ml deHH4@3 b).~Agregar al-— NaOH. >

cohol 964 a -30 c

¢).~Agitar media hr

iris Centrifpsar
Gentrifuzan pisolver ¢——desiduo t————r
en ’{H4H003 6 obrena ante. (75.6 ml)

vobrenadante
HCH G400 - ‘I} 10,

N4
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DISCUSION.

Los picos cromatogréficos, determinando cpm, pro-
teinas y D.0.,tienen el mismo volémen de elucién, ys que -
las fracciones de mayor concentraocién de estas son 6, 11 ¥
19. A estos picos cromatogréficos (asignsdos como A, B yC)
86 1es pusde comparer con los obtenidos por diversos auto-
res (24),(29) y (23) encontrdndoseles muy semejantes.

Estos picos tiemen el mismo voldmen de elucién —
: la HCH marcada con 1125
observa el corrimieato de una fraccidn, dedido segursaente
a la diferents metodologia emplesda para obtener la ACH.

Los éatos obteaidos indican que se obtienen tres
tipos de HCH, La fracoiln C conteniéndo un mondmero, la -
fraccifn B un df{mero y la fraccifn A polimeros ocon aproxi-
madamente un 50 % de protefna inerte (29), la mescls de o8
tos tres volimenes de elucién tiene uma mayor puresa que ~
1a de grado olinico empleado por Raben (25) dado que mues-
tra un patrén electroforético més homogéneo, esto no impli
ca la existencia de una sola handzi, sino de una menor can-
tidad de bandas, de las cuales né se puede decir que algu~-
na sea contaainante, ya que las muestras mds puras de HCH,
analizadas por técnicas de inmunodifusidn muy sencibdles ~
{12) reportsn al menos 5 lineas de precipitacién como evi~

on 1los picos A y C en ol pico B se

dencia de diversos componentes antigénicos, de los cuales

no 8¢ ha aclarado si se encusntran presentes en la hormona
nativa o se forman en el curso del tratamiento para la pu-
rificacién ds 1a hormona.Aunque estudios més recientes (15)
sugieren que al menos cuatro formas de HCH inaunoreactiva

con pesos molsculares aparentes aproximados de 20,000 g/mol
40,000 g/mol 80,000 g/mol y mayores de 150,000 g/mol son -
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secretadas dentro de la eirculaciédn periferal por las pi-
tuitarias normales,

Es interesante hacer potar que la actividad soma
totripica de la hormona puede ser destruida por un trata-
miento ensimftico o de otro tipo sin que necesariamente -
sean alteradas sus caracterfsticas inmunoqufmices (15).

 7al situscién implica la posibilidad de que ol -
RIA de¢ HCH pueda medir componéntes biologicamente inertes
y contribuyan por lo tanmto a una pobre correlacidén entre
un nivel elevado de HCH, por ejemplo, y las manifestacio-
nes de ciertos desordenes tales como ia acromegalia(l5).

Ahora dién, siendo 1s hormona monomérica el com-
ponente inmunoresctivo mayoritario en la pituitaria y en
circulacién (28) y sabiéndo que los agregados de HCH son
inmunoquimicamente similares a la HCH monomérica, su cuan
tificacidén por el RIA puede considerarse como vélida., En
realidad 1lns distintas formas en que se encuentra la HCH
tiens aln una obscure significancia.

Con relacién a los objetivos planteados al inicio
del trabajo se pued'c decir que, respecto al método de Raben
(25) el presente método ofrece varias ventajas como es el
hecho de que en realidad ee elimina una elevada cantidad de
impurezas (el producto de Raben al final del tratamiento -
contiene adn hormonas contaminantes). No es necesario uti--
lizar temperaturas elevadas ni una diversidad de solventes.

Stockell (32) usa el mismo método de Raben, modifi
candolo unicamente al principio del tratamiento, con lo que

logra obtener una HCH m4s pura, aisléndo hormonas "contami-
nantes”, subproducto muy importante del tratamiento, modifi
cacidn muy apropiada que fue incorporada al presente traba-
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Jo.

Trygstad(16) se vale de cambios en la concentracidn
de hidrogeniones para eliminar impurezas, y una posterior -
saturacién con sulfato de amonio para precipitar la hormona,
situecién poco deseable ya que posterior a este tratamiento
e necesita dializar el producto, stapa en la que es necesa-
rio invertir bastante tiempo.Los primeros elementos de BU —-~
trabajo son apropiados, siendo mfs adecuado er la parte final
precipitar la hormona con etanol para evitar el dializado.Bs-
ta obeervacidn es considerada en el desarrollo del trabajo.

Bl método de Parlow (24) es tomado en consideracifn
en la dltima etapa del trabajo, por la siguiente razén.la pu-
rificacién de la hormona de crecisiento se realiza mediante -
el paso a travéz de una columna de sephadex, Parlow usa como
eluyente bicarbonato de amonio, solucidén que inhibe el creci-~
nmiento de bacterias en 1la columna y las fracciones se pueden
liofiliser directamente sin pérdida de tiempo por no necesi--
tarse dializar.

En 1a tabla VI se muestran los resultados obtenidos
en el presente tradejo y los resultados obtenidos por diver--
808 autores, existe una gran discordancia eatre la actividad
bioldglca reportada por Trygstad y la de los otros métodos ps
ro debe hacerse notar que es el inico que utiliza un ensayo -
distinto al de ganancia en peso (usa método de la tidia,9)que
puede ser una explicacidén.Otro dato que presenta discordancia
es el excesivo producto de HCH obtenido por Parlow, cabe hacer
dos coaentarios a este respecto.
a).~La cantidad de HCH por hipéfisis no varfa con la edad pe-

ro 8i con la causa de muerte(4) y debe notarse que resultia
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imposible hacer una seleccidn de gldndulas( por ejemplo -
por causa de muerte, tipo de soleccidén, malmacensmiento -~
otc.) esto puede ser una causa en la variamcidn de los da-~
tos reportados.

b).~Parlow usa sl método de Riben, a pesar de lo cual ob-
tiene casi el doble de producto que este autor.

Bn la tabla V se muestran los datos de cpm,D.0 -
proteina y contenido de HCH {pars las fracoiones analiza-
das) observandose la gran correlacidn que existe entre los
distintos ensayos(particularmente en las fracciones que =
presentan mayor contenido de HCH).
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CONCLUSIONES.

El producto final de hormons de crecimiento humana
de grado olfnico purificado, por hipétisis, fue de 3.75 mg
con uns actividad biolégica de 1.01 I.U./mg de HCH, este
producto es apropiado para aplicacién clinica, de maners -
que 8e puede hacer uns meleccidn del tipc de tratsmiento se
£5n las condiciones en que se dezse trabajar. -

Una combinacién de los tres picos de elucién(a,B y
C) da una buens actividad biolégica, pero el uso del pico A
debe implicar slgunos efectos de reacciines antigeno anti—
cuerpo, que a pesar de no ser muy importantes pueden elimi-
narse suprimiendo el uso del picn A, que se puede intentar
purificar posteriorments.Al eliminar este pico no debe redu
cirse significativamente la actividad de la hormona.

FPinalmente e8 pisible decir que el método de obten
oién y purificacién de 1a HCH resulta de lo més simple ya -
que con el presente aétodo, utilizdndo 1la baja solubilidad
de la hormona oh etanol, en determinadas condiciones,se pre
oipita con relativa sencilleg, este precipitado no presen—
ta dificultad pars uns posterior purificacién, por su sim--
Ple pafo s travéz de una columna de sephadex G-100, adeamda
de que o1 tipo de amortiguador utilizado en la metodologfa
como ya 8e sefials, evita contaminaciones microbioldgicas y
permite 1liofiliszar directamente si se requiere,

De los resultados experimentales se puede observar
también que existe una gran coincidencia de los picos oro-
matogrdficos y el contenido de hormona, lo que permite se~
leccionar el ensayo mfs pencillo(D.0. a 280 nm por ejemplo)
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para determinar en donde existen las fracciones con mayor
contenido de HCH sin necesidad de refinamientos sofistica
d08.Un estudio estadistico adecuado permitird posterior--
monte determiner la concentracidn de HCH en funcidn de la
lectura de D.O.
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