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! ABREVIATURAS EMPLEADAS EN ESTE TRABAJO

- Acidoitricloroa

unidades de absorbenci

'cGH":’-: hornona d

Cys -~ £istéina

CL_(‘_DEV-“ 2

GRF, = factorliberador: :'de"la ‘hormona de. crecimiento-
H=EQzx - &cido borico. .
MC1 = 4cido clorhidrico.
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I'NTRODUCET,

sistemas

Todos 108

una. amplia

un- camb

aumentév Ta actlvxdad de este ultxmo.

En ema nervioso. los mensages son: 1mpulsas eléctr:cos, los

ran5m1ten a través de prolonga:1anes

cuales S8 “ euronales, las fibras

'nervicsasg_elv 1mpulsc nervioso es.: andu:ldc‘de una neurana a otra (Ia
neurona - se . define camo la',unidaq

nerviosc). por - medio de 1a sinapsx

contactn sntre neuronas’a ’Entre una neurnna y una :elula ng nervxcsa

donde se ‘transmiten,accidnesirewcxtatorias o xnh1b1;nr1a5. En alquna=

la transmisison  es elé:tricé, como sucede cuando hay canta:tc,directu

de las membranas y donde el impulse nerviosa pasa de una neurcna &

otra sin retardo; no ocbstante en la mayor parte de las sinapsis la

transmisién es de caracter guimico, esto es, se liberan trancsmisores

especificos (neurotransmisores) Y sSe desencadenan potenciales
sin4apticos. Es ihportante sefalar que los mensajes en el sistema

nervioso estdn  involucrados en. actividades rapidamenta cambiantes

(1).

Los mensajeros del sistema endéerino son sustancias quimicas

denominadas -hormonas, 1as  cuales son  moléculas que.. transfieren
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informacidn -desde

distancfafaef

21 drgano

impulsos

"glandula’ maestra

de dicha glandula

pésé‘d;i
’deptésydh;delghuesd

ada’ porcidn-tiene

wn origen

capsula de

el sistema porta
hipntalamo“:uﬁ la

fravés ~de’ una. red’

“portales.

infundibular y-al proceso.--infundibular. © Su origen, embrionario. es

s



Fig. 1.~ Anatoma de Ta h1pof1s1s en mam'iferos (De
: Junquewa, L C ) 1981 (2) )
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nervioso, ‘puaes: nace’de un.crecimiento hacia abago de la 'baréd del

diencéfalo'qpau :onvierte en el suelo del tercer. ventriculn, por lo

la ¥Drman se parecen a la neuroglxa ademas de

Esta po ci 61

tener tambzen numerosas. fibras nervznsas. ela’ h:pdf1s:s

Esté-diV1d1da

La adenuhxpdfzsls.

distalxs,

aves,rlaf
adenoh1pb+1515 en 'este grupo :onst s'disﬁélis‘(la
cual se 'divide en un IObulD caudalr un LObula cefalito)'y lé'pars

o sa de Rathke, eé'decir, se

tuberalis. Embrioldgicamente, nace de la

origina dé una invaginacidn del e:todermn‘y del techu de la fosa bucal
primitiva que crece en direccién ;raneal‘Formando una cav1dad¥{bplsa

de Rathke), por consiguiente las células secretoras. aé £ la
adenohipéfisis son de caracter epitelial. Este lébulc de la: thbftszs
estd irrigado por los vasos parta—hipn#isiarics los cualesrrepre=entan '
la ruta de los ‘“factores de 1liberacién e irlhitu'c:ithr-s"rI Hipntaiémicds
para el control de la adenohipéfisis. Esta porcion dé la hiphfisis se
encuentra escasamente inervada. ‘

Se sabe que la adenochip6fisis secreta 7 hormonas diferentes
(Tabla 1) cuya naturaleza gquimica es proteinica o peptidica; dichas
hormonas actﬂan',no solamente sobre otras glandulas endécrinas, sino
también sobre varios tejidos corporales que no son de nraturaleza
glandular.

En aves los estudios histdlagicos han arrojado evidencias acerca

de la naturaleza histogquimica de las células de 1la 'adenbhiﬁ¢fiéis
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Fig. 2.~ Esquema que muestra un corte sagital de la adenchipd

fisis de codorniz. Abreviaturas; Cd, 16bulo caudaly Cp, 16bu-

1o cef8lico; ME, eminencia mediaj NL, 16bulo neural; OC, quias

ma Gpticoy PT, pars tuberalis; PV, vasos portales; VIII, tercer

ventriculo, STmbolos: @ GH; O, LH/FSH; HE, ACTH; O, PRL:
A , TSH. (De. Scanes, C.G., 1986 (6)).



NOMBRE - . ABREVIATURAS: ... NATURALEZA 7 ORGANO BLANCO

Hormona :
Ad r‘enocort": cotr‘dplc

Hormona -Tirotrépic

- Hormona ;de

Prolactina’

Beta Li

Tabla 1
{6)).:



(Fig. 21;-

eosina, .

del fol;culn BV hnrmnna 1ute1n1 ante‘ L

;(FéH)

regidn cefélica,’;se ha

(PRL) hDrmDna 'adrenbcortxcotrdp1ca (ACTHi, hormona EstimLIante

(TSH), FEH, LH y PRL (&, 75 8)%

tiraides

CRECIMIENTD T e e e B

El crecimiento &s un +eﬁdmenu complejo que‘inVolqﬁra el auﬁentu
de tamafo y divisidén celular, asi como la difeFencié:iﬁn'de tejidos,
desarrollo de drganocs, incremento en tamaro vy maduraéibn-del oréanisma
(). Existen diversos factores que regulan el crecimieﬁtb;.cdmo son 1a
temperatura, sales, equilibrio de electrolitos vy nutrfcionales, los
cuales se han clasificado como extrinsecos (10, 11). Entre los
factores intrinsecos se encuentran los gendticos y en los altimos amos
se ha establecido que ademas e1 crecimiento se encuentra bajo un
estricto control hormonal en la mayoria de los vertebrados; uno de los

factores hormonales mas importantes es la hormona de crecimiento (GH).
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La hormona.:

por 1a- adenohip
deiun Factor promotor de

_1_5)' vy a partir de

entonces. - se estiudios i bioquimicos v

tisiolagicos de. ‘traves de dichos

estudios se  sabe que ~la. GH- prese notable  ‘especificidad de

especie, la cual dependa al <1‘as:' diferencias en su

estructura molecular, ,puestcvn qué’_:lja, ,Var’i‘aci"‘cn _de. las propiedades
ficicoQuimicas se reflejan en la a'cti\)i.dad inmunolégica vy bioldgica de
lag diwversas preparaciones (3, 16). En la Tabla 2 se ﬁueden apreaciar
las diversas actividades bioldagicas conocidas cie la GH.

Sin embargo, se conbce muy pocc sabre ssta hormona en las otras
clases de vertebrados. A partir de los 70's se ha venido investigando
mas consistentemente la bioquimica vy fisinlﬁgia de esta molécula, asi
como la . regulacidon de 1a hormona de crecimien.to en representantes de
las ci‘hco rlases de vertebrados.

El descubrimiento de la presencia ‘de‘r un f:é\t::to‘r ’p;-omotur de
crecimients en 1921, fue el punto de partida 1"paj?-“9}'felf':é‘51;t;l‘dio de 1a’

hormona de  crecimiento (GH) en damiferos. Se hicieron grandes

- 11 -



'., Est1mu1ac16n de1 transporte de amwnoac1dos.

METABOLICOS

FISIOLOGICOS

ANATUﬁIoos;

1983 (17))

(hGH) (De Chaw1a R ey et a1
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ESquF”DS para encnntrar una metadologza adecuada para la extracc1dn y

hcrmmna.' El trabajo de Lz

(193 obtuvo a1

wilhelmi

~estrateg1as que

Lasnpr1n:zpalss se han segui oie

éﬁeriza;iqh_de ‘1a “hormona  de .

:rﬁ@étagréf:a;‘ “de .-

'tomat1~ados de' ahéi{

1ntento

purlf:car

conejos el mayor exito se obtuvo
rendimiento. y actividad eran
cromatografiaron extractos de

mami#eroé’(borregb, toro, hombre,

intercambio iénico, encontraron ﬁu? flei _materlal ‘ parcialmente
fraccionado sé pusde comportar de dxﬁerente mahera .dependiendo de su
tratamiento 5revio, pc; 1o qué es necesaria-la comblna:idn de pasos de
fraccionamiento para completar el . estudio - de las propiedades
fisicoquimicas vy biolégicas de las hormonas adenohipc#isiérias.

Se ha rcalculado el peso molecular (M) de 1la GH de diferentes
mami feros:s 23,000 para el perro, 22,000 para el hombre y_el bovino,
21,400 para ovinos y 41,500 para el porcino (23, 24). ‘

Por atrd_lado se ha realizado un rigurosu anélis1s‘ de la

naturaleza moletular de la OGH de 1la hipOflsls de bovinus, Dvxnns Y

hombres En Ia hormcna de crecxmiento de bovxno (bGH) se ha eviden:zadc
una heterngenezdad en el - extremo amino. termznal, una furma molecular

empieza qcnr-élanihg (Ala) v la otra con fenilalanina (Phe). Sa piensa

- 13 ~




procesaniento’” de ;1a ¥ mglécula

ﬂtpdévié} ntra

nipefisis es.:
denominado” 22k’
se han réaii,

que s& corocen

no:posee:scarbohidratos v

>f05'$§}2 ﬂefﬂ—héllfei 53).; 1

“masa’-‘que ‘se’ "han identificado . son: de . varios

tipos: las "qoe resultian de 1a agregacisn, ae~ia-mbdi¥{:acian o de 1la
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de la hGH (De Li, C,H., 1972

Fig. 3.- Estructura primaria

(23)).
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PM : .
sedimentacidn
presidn osmética

‘estructura primaria-

. Tabla*3,-.Propiedades fistcoqufmicas
. (DeiCho:Hao L1, 19757(15)) .
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delecién de 'cie

medio - de

agregado. (di

bioensayo. de

ifigidn’:cn:ra11a
.':La'cuél es

‘(élfcual

son formas' | agregadas

la 22K, :eﬁcepﬁohque

sin delecién de. ning

ademas muestra ole Ié»tetcéné;partef inmunoliggica’con

respecto a - la-de * la~22€y vy 'céfécg' de-algunas dei;1a$= Ffunciones
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‘aisle cuatro

os: cuaIES‘paseian el

plasmina. .se

cual se

de rata
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encontraron dos formas desamidadas-:

137 (Bln: % GLu) i

puntos.is

variantes s

prcteina‘;nn varios centrps‘_activos;'de ital,manera,;que,las efe:tos
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=) = —Ta5w 3] b~ fx—]
&kb RELT) 4280 8kb
3 - - Hi 22-kd HGH HCS
PRODUCTOS:  22-kd HGH S
20-kd HGH 20~kd HGH
wor |
TELDQ:  Piulrka - Placorte ? Plocenta

Fig. 4.~ Méﬁya’de la familiaide genes. de hGH. Abrevi aturas;
%mhwmmﬁemehMmMmmﬁm%ﬁmummmmMMm~“

lactdgeno” placentario:(De -Seeburg’, °1985:(38)7)
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metabdlicos v acciones reguladoras. se’localizan en regiones discretas

v separadas’
diferentes

diferentes: s

sspecifico v

acuerdo :a’

individuales

conocidas para

ciclicos

(AME). e

vitro)

ademds se desconoce: totalmente’e

de crecimiento




de - cTrecimiento’ :d

que en
aa, 1bs’ es asu: = ] iches

de BH, 7

,nA

qlcbuléreévcd

afdos para

42y,

-~ 22 -



npPL -

£ig,-5.~ Arbol.Filogenético que muestra.la posibTe-evo]uciGd
de “la familia GH~-PRL, Abreyiaturas; wGH, GH de ballena; oGHjy
GH ovinay rGH, GH de ratay eGH, GH equinay pGH, GH porcinay: )
bGH, GH bovinay hGH, GH humanaj pPRL, PRL porcinaj bPRL, PRL :
" bovinas oPRL, PRL ovinaj rPRL, PRL de rata; wPRL, PRL de bad4i
1lena 3hPRL, PRL humana, (De Wallis, M.J., 1980 (43)). = - :
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ropiedades

semajante

de.rata,

muestrén

fue semejante:

het_erngeﬁe":t’i‘ad entG

“No cbstante
(4&) . ehcvunf

purificacion v c‘ar'-'a"cteFi‘zaci‘Orl parcial " de .

- 24 <



metodologia.de uéi}i:adé}qu"‘Harvéy ;y

Scanes. (45) una."’exfr-é‘cc 6n ~t:on"N’;;=_\DH

“ia GM-tambien esta invelucrada

en ot'rds.‘ aspectas metabdl’ _Ds'jfdv_e»i'ési aves. Esti(nulla la 1ipt‘z_iisis in

vitro .~ en explantes ™" de _a:cif»i Eoc:it'cs‘ de . pollo,  pavo vii: paloma

-~ 25 -



hipofisectomizados; también ;jnteryiene,en3lé lipngeﬁesis.rpues inhibe

la sintesislfdgiééidos aréacs estimuié
GH en  el:metabolismo - . de:
por un  incremento de 'écidosﬁgra o

cuales quedan  disponibles comod

el decrementd_:de 1é
efectos ©de B2y +
concenﬁra&ibn_'
aliméntélvﬁ;j
demoétféd;*al

cual descarta

En lo ue respe a

tohocen tres :gﬁ}méﬁés;h; atalam
hormona liberadorgi*.
somatocrinina -

Ahora bien,

que ademas

cada especies

pulsatil de la GH en vertebrados:(

- 26 =



La secrecxon de la~ :

c.doméstico. la TRH estimula:l:

1ndzcar aue

stas mismos ‘pépt:dus influven'  tambier slars c:r‘ec:x an ‘de 1a GH de

pnllo, pera -en sl r‘estc de las vertebrados : 1; informacién —es  ‘muy .

Y



escasa. La. .desnutricisn -es.otro factor:que influye-‘en’ 1;@ éé:re;i onde

la G4 (S3). Se haievidenciado tambi'ei

Ta tin vivao)
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"MATERITIAL 'Y METODOS

I MATERIAL

ay Piolagico

cabezas délrpollos“fétien‘

se conagelsaron: finmediatament

transportaban al . laborator

fue

Solucisn AL =

is=acrilamida. -

“ Estos redactivos se disoclvieron.y. aforaron-a un

: yblumeh de 100 ml con agua.
Solucién B.~  18.13...97 . TRIS

.22 ml TEMED

- 30 -



Solucisn it

Solucién D

Sclucibn-F

solucien’E

2.0 mlia

) les en eli-si native RIS

Foliacrilamida’ se 1levé a cabo.cof.azul’ brillante de Cdomassie R-250 6

neqro amido 10B. E1 7 azul “brillahte  de Coomassie ﬁ;256'séyprépa;b al

-31 -



’Qidofaééﬁj¢a7”"'

0.02% disueltd:_en’fséprqpén 1 §1 257y

amido lbﬁ

Solucion:

Solucidn .

Soclucion

BD m1 de aqua.

ﬁcon HCl :Dncentrado

flOO m1 cnn aqua.

pr_p rd con

TRIS 0;0251; E1 pH seLa‘ustn con NaOH

10 N,

-32-



Tul ‘t:.:rillan‘tev',‘ de:Bosmassie. R-250, el

Tincion.~ Se - realizé.con

brcmcrn:Fencii"l "a'1~ 0. 652 v1. o m
a un  volumen f‘ina"l ‘dé,;;tlo"”'
volumen de 20 vl con ‘es‘f;' ;
F2°C durante 5 a lff) :

Fondiciones T
sgn 100 plde
r:rsmufenoilb ) a
nuestras se
en easte - cas!

muestras:

~ Azul bf‘ill’a'n.teﬂ de ’C/Dé;mésf_-‘.iie 0.04

- Acido perclérico al’ Sui

Se agité durante ! hr. a tepperatar "~ en

papel Whatman N'o.mi .

- 33 -



) En{odue;lsoEIééttitD

,Amartiguédofydel

Amortigusdor del.

4) - Bioensaye paraila Se. utilizaron

las siguientes hormon

a) Hormona de:Crecimiente

lote GH—B}B po biol ice

de pblio.gdespu
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11 METODOS

:aneladaé

tomaron:al

fluorufc) o.

homogenei = ad;

en’agitacis

“Extract

b.1) Precipitacisn-Salina i

- 35 -



amonio = (573

precipits primerament

obtenidd’se'

sobrenada

b.2¥:Didlisis v liofilizacidn
Foztzriormente las fracciones.

-
[

0

lisiz sshaustiva  contra agua,

intervales de 2 & 37

empledron bolsas para.dialisis. Sp

v,.‘ : de :

de &6000-2500 d)..Después

La ¥raccion B liafilizadalse corrié en Gna éolumna de

idnieo de. DEAE-celuloss. seqén’ el metods de Wallace:v F

Harwvey + - Scanes (45). con modificacicones. Primerd se

condiciornes analiticas y después en condiciones prep;ratf035.~'
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ta resina..

se desqasifiﬁ@

amortiguador (HxBOx

bésicodej

de sodio it

Eétd
par‘t‘i r .de
70 mg)

8.6 vyl se ap

gausa"‘
anumépfde 1
anuhen:de

Dimenéiﬁﬁéébde-
'Lnnqitud:&éf‘%
Temperaturéj

La proteina’que

amortiauador. de boké

=37 =



0.085 M) v 40.0

gradiente de.

velocidad del

Sensibilidadidel:absorc

La proteina. quetno:

amortiauadar;dé~  quilibre nto  (d cargac ¥ e 4~éésbfbidfse

- 38 ~ -



eluyd cnn‘ ambrfiquador, de -alta. fuer:aﬂ“iﬁnica ‘(mismnb_quéﬂ,en"la

cromatccraixa anal;t1:a).z

Instrﬁhéngm

Las fraccione

haciéndnse‘gamp o

aprcximadé

teria el ael patron.

-39 -



una vez que. se h1cieron ccnspi:uas las bandas en el qel patron S

min.). se . procedié inmedlatamente a medlr la quracné as mxsmas.

con EStE

carrespnndzentes a cada banda en lns qeles gu

muestra. Laé “dos rebanadas ';crresgond1ente 3-1-)

cortaron a - 8u.ver ‘en :uatra partes

didlisis Spectrapor No. 1.

diluido L¥5TCwrVY D

Cada bolsa- s; :olcéﬁ

contenia .él

corrxmxentc durd apraxlmadamente

Después se dzalxvd

haciéndose cambios :ada

evaporador centrifund

almacenaron: las

" suero bovzno'

0.22%) . se: ie- proteina. a’ saber.izb.brﬂq.

24075



40.0 pg. (60.0 pa.80.0 . 1g v ch.o-Qd. Fosteriormente se procedié de la

siguiente’ manera

- Las musst

-~ g ‘aRadieronso

“Tuego: se’ “secaron.can

parafilm y se marcaron.

- 41 -



Preparé:iéﬁgﬁg

Gel ﬁe%éiQeﬂoF
de la

min..

aplice a 1s

para-evitar
min.

Gelk&bhzentr‘

ml de’;ia"E

min. vy

corrida:

Las ' mue

muestra
pl. Aparte.d

di ferentes e

Lasféig:f

gel (gel...concentrandorm). .y

4inali;ar‘1a,L¢qufdé. se . mi
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Snluqizn B
Eolucqu
Agua ;
 TEMED .. *

Persulfafo.

de. amonio:

L 43 -



El qgel cpn:entrédo se prépatd dérla“siqu{ente manefa:

Solucidn c
Solucidnvér
Agua

TEMED .

Persul?étu'd

Se mezc

desoasific

se vacid a-la:

de persulfato

Las muestras 5 y = ansen
el sisteha 
.Y se aplf

valtalie const

esuspendfernﬁ

‘contania’ B—mer:éﬁtpetanpl v se

-4 -



incubaron a - temperatura de ebullicien (92°C). durante.S min.. después

se aplicaron.

Condiciones: ro




Marcador

Amilalucosidasa

esteril. se’mantuvieron a una temperatura’de 25°C o un' ciclo de luz-

- 46 -



oscuridad de [ 12°X >12:y ~ge les propnrc1ono =uero qlucosado al S% v

hldrocortxsnna v

e 1es admlnlstrb

uno. E1° orl ontre ol se’ S0, =pluci : ami uero

bovino al

vo. 120.0
arupé;’ser

mismas dq51

gdmlnlstrb en

sacrifich a laos a

conijuntivo y se prncedia como sxqu

- Lavado con agua durante 30 m;n.,f,i

<47 -



~ Se sumergieron en acetona durante 40:min.

- Lavado con?é&déid rFant

tibias perd

- 2 lavados'to

hasté’dﬁ
- Se sumerg

10 mini.

- Se colocaro

- Fina;mehf

ayuda de[hn microscop

micrémetro

para 1a ‘¥ueﬁ

paraieliéhé

del ensayo’ estandar entre

la pendignfe de 1a Tinza 'de  respuesta al ‘lgdaritmo de la &bsis: wg
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que es un indice : de siqni-Ficar‘\'g:,i‘afi 'qe,fl_arl péndieﬁte. ~8i ‘"lambda" es

menor de . 0.27 y : '%pm‘ie,ncia del

problemar cbn’f E un‘. 'lﬂimi_te; de sconfianz a ‘Eré.tins, parametros sblo: se

obtienen con el biodensave
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RESULTADOS.

1 Extraccion -

Para:¥

partig devhi
. T

cuye volumen  :fie de

diali:arcn*contréﬁégﬁ

almacenaron a ~—20. ° Cry’  eniascuridad;

pesaron: -
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Conductividad (mmohos)

20 40 60 80 100 120 M0
No. fraccidn

Fig. 6. - Crométégféf1a analftica de'ﬁarfracﬁ16nré, en DEAE—;:.
celulosa. Condiciones: flujo, 25 mi/h; vol. muestra, 0.,5:ml;-

vol. fraccidn, I ml; d1mens1ones de:Ta columna; 13 X 0.8.cm,. /.

Abreviaturas: C, amortiguador de cargado G gradiente F I., i
alta fuerza ionica : . - ; :

- 52 »



©.D.0.280Mm | -

- [<] ; R N .
S - o i i
Concentracién NaCM) 1
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alta fuer=za:

evidente que,

humcgénea;

el amortigy ‘ento. En el case'de cuando e calizaban

extra:ciphesV .bges‘maYQrésada;SOthipofisis;‘la-fracéion

indtca:en:

en 1éJF§g.

1) .Electroforesi

"al'i.SA,’



YQE,_

ozt .

o2k

'D.O. 650 nm =

/ml)

BSA(ug

“na,: segdn Hartree (1972 (60))7
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" Fig. 8:r ,c'u'v;vé"_'p'aﬁry‘dn para -cuantificar 1a canti,d‘a‘d__ge,‘ prgtéi_,,,-, .



Tabla 4.- Rendimiento.de:-proteina:-en diferentes: etapas de
‘Ia)pumﬁcacwn dela cGH egin el rnétodo de Hartree (51

~ 56 ~



Fara.
crecimiento

purificacie

foresis Discontinua-con Gele SpS-poliacrilamida:

‘tahtolas = fracciones de

corresponde

pollo respect
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Fig. 9.- Electiroforesis Discontinua en PAGE-TRIS, al 7.5%, pH

3.3, de cada etapa de purificacion. 1) Extracto total; 2) Sobre
nadante del extracto alcalinoy 3) Fraccidn A; 4) Fraccién By 5)
Sobrenadante de la fraccidn 3; &) Fraccidn BDE-1; 7) Fraccidn C.



Fig. 10.- Electroforesis ‘discontinua en PAGE-TRIS, él' 7.5%,.
pH 8.3, de la fraccidn BDE-1 (cGH). S

- 59 -



MARCADORES
DE PM

FOSFORILASA B
(92,5808d)

(66, 200d
OVALBUMI
(45 000 d)

HIDRA SA
ez‘RBONICA
{31000 d)
INHIBIDOR DE
TRIPSINA

{21 3004d)}
LISOSIMA

(14 4004d)

Fig. 11.- Electroforesis Discontinua en SDS-PAGE, al 12.5%,
pH 8.6, que muestra el patrdn electroforético de cada etapa
de purificacion, excepto la fraccidn BDE-1. 1) Marcadores
de PM; 2) Extracto total; 3) Extracto alcalino; 4) Sobrena-
dante del extracto a’lcahno, 5) Fraccwn A; 6) Sobrenadante
de la fraeccién A; 7) Fraccmn s 8) Fraccion B dializada; 9)
F'racc1cn C.
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Fig. 12.~ Electroforesis discontinua en SDS-PAGE, al 15%, pH
8.6. 1) Marcadores de PM; 2) Fraccidn B; 3) Sobrenadante de
la_fraccién B; 4) Fraccion'BDE-1; §) Fraccidn BDE-4; 6) Frac-
¢ion BDE-5 ; 7) hGH.
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0-cGH
1) 51286
2) 26 302
& hGH |

A) 51 285
B}23 442

P

10

=82 -



Enfoque Isoeléctrico

lLos resdltados‘delubioensavn mcsﬁrardn lo‘éiquiéntei
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f

Fig. 14.- Enfoque Isoeléctrico en donde'se observa el patrén

de migracifn de 1a cGH desde el dnado hacia el citodo.-Gel de
de poliacrilamida con anfolinas de rango amplio (3- 9), preco-
rrida, 500 voltios X horas corr1da, 11,340 voltios X ‘hora. :

1) Marcadores de pl; 2) cGH.

-~ 64 -



Distancia desde el dnodo (cm)

Fig, 15.-"Curva~patrdn para calcular el pl. La curva se reaIiyzré O
con un gradiente de pH con anfolinas de rango amplio (3-9)y se

muestran’1os marcadores de pl interpolados, asf como sus pl ted -
ricos.:Se aprecia:también 1a cGH con sus pl correspondeintes;, - ;-

w 66.-



16, - [lt_Ctr'()fO"eST" d'lscontmua en- PAGE TRIS, a] 7 5%
.3. de.la ‘fraccidn BDE 1, ge] de 10.5 X 0 cm,
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ig. '17.- E]ectrofores1s Discontinua en SDS-PAGE, al 157, pH
5, de los eluidos dé cada uno de los. compcnentes de la frac
én BDE-1. 1)Marcadorés.de PMy 2) componente 0.23; 3) compo-

nente 0}31' 4 ) componente Q3 35; 5) fraccién B : TN

F
3.
ci
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Fara e;;'grupd‘:pnﬁrolf‘ sE”obtuVof»un_prumediD dé 1a‘anchura del

baja se
intermedi

muestran-e

la“hormona de' crecimiento de

‘de 1. 769 Ul7mg de prdtéina, cuyos

nativa. de Miles

0.208, 0,263,y 0.329; .y 0.339; -1a-pBH 0:280, 06.357
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GRUPO DOSIS DE GH . '~ MEDICION

I
CTIT
v

vl :
ViDL

Tabla 5.- Bioensayo de la GH. E1 grupo 1 corresc
“oponde-al-control 3-los grupos IX,.III y- IV corres:
ponden al estdndar (bGH); los grupos V, VI'y VIT:
corresponden a la hormona de cremmiento de poﬂo
(cGH) purificada en el laboratorio. R SR
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‘Bioensayo de la tibia

NIH-GH-BI8 vs. V-BDE--cGH
=== ( )

Anchura dal Cartilago ( um)
3

Dosis total de GH ( ug)

Fig. 18, Grﬁﬁca que muestra la respuesta en el bioensayo
del esténdar NIH~GHeB18 y la cGH (BDE~1) a ddsis progresie
vamente crecientes, en la epifisis de 13’ tibia de ratas hipoi

f'!sectomi zadas

=« 70 «



condicione

con este mét

242 (Fig...17

mostraren:la

mencionan’lag
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Fig. 19.- Electroforesis Discontinua en PAGE-TRIS, al 7.5%,

pH 8.3, de GH de-—diferentes especies de mam1feros., 1) rbGH'

2) bGH (NIH); 3) bGH (Miles); 4) oGH; 5) pGH; 6) oPRL; 7) amor
tiguador de la muedtra;8) cGH; 9) cGH 10 heH.
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- SDS- PAGE AL 15 % BAJO CCNDIGIONES
NO REDUCTORAS

NE 38y
ADw g
X XX
g¢ 858

MOVILIDAD RELATIVA

11F1g. 20, —-'Curva patron para “calctlar’ el PM; SDS PAGE“ a] 15%'
pH-8.6, en condiciones ‘no reductoras:. Se muestra el PH.de ’la" )
GH de duferentes espec1es de mannferos, ast como de 'la cGH :
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Fig. 21.- Electroforesis discontinua en SDS-PAGE, al 15.,
pH 8.6. en condiciones no reductoras. Se muestran GHs de
diferentes especies de mamiferos. Carriles: 1, 8§ y 12, |
marcadores dé PM; 2) rbGH; '3) bGH (NIH)3; 4) bGH (tiles); -
5) oGH; 6) pGH; 7) oPRL; S) cGH; 10) cGH; ll')/g- -lactogloby
lina. . © .




Fig.-22.- Enfoque Isoeléctrico en donde se aprecia el
patrén’'de migraci6n de la GH de varias especies de ,mamiferos.
1) Marcadores de pl; 2) oGH; 3) pGH; 4)rGH; 5) hGH; 6) bGH.
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B 100 S S s TR - S BN

“tiene.

'evado-a’ penser’ que esta hormona:podria esistir

como una cfamili “peptidas (variantes). . cada ‘©

pudiera .ser;

Paploff v Havashid,
obteniendb”dﬁ.,kendlﬁieﬁtb(de]

e




puentes S-8 iy ‘en g l’ya'::o_mpot‘si‘c‘bi:o

seme_iﬂs_\qilz
p'r-océdi‘:mjifeﬁ
:arac;t‘;‘e'f i

pretﬁ :\pxt aciones

exclusid

‘transportaban.  al ~laboratorio;

‘el obtemer  a las_ glandulas én
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" REFERENCIA .

rarmers §
“Harvey, s

Tapla 6.- |
de”polio obtenido;po
" “en el labo
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corto v Ccongelarlas . inmediatamente

‘asequra’ un’ ‘material ..biolegico

sptimo y.  evita

',;DQEante 1

obtiene. en

a8, As;"

pekmiée_ ;
\jas. et evi de té,quéxeséé paso
P opg};{oné un = alto
uea;ﬁrgﬁéiéémeﬁte no se

proveca ningian
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siguieron:un:mavor:namero
primeramente cromatogra
Anberlita CB-SO0,. . ¢

una de ;SebhédéX‘G;wh

et al

nosotros

extraccion glicoproteic

PH S.1, posteriorme recida ‘este

trabajo pero . no incluysn’’ inhib dores e proteasas para homogenefzar. -
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ta metodologia empleaﬁa pbkﬁLeund 

ellos incluyen

con NaOH

realizan

dias).

PoF:éfra P

de purificacie

imp]ementaffmetnﬁns
se obtenaan.los

Pcr;
se obtuvpiy

En e

native de
(Rf.) de:

_kgl_
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durante la Extréccfén 9 purifica;ién de:“1a :GH.ﬁse;ppedefEVidenciar la

bajo las -

S kltimo térnminos

condicones’n

la c8H,

puentes diédi#urﬁ'

{radio de -5£okes}>d5!_la;mﬁlecula;:prgéehtaﬁdbjunaimeiiiqéq relativa
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sucede en

es afectado

el resultado de'fé’ééﬁcxgcioh_

algon enlace ‘del.tipo:§=S:

este trabaio’ podiri
entre las éuales,eﬂxsté>é auna
respectn, s8 ha encontrads

PErro, hombre)'-t§

un tratamiento

tante ‘en la hipéfisis

podria‘serveﬁuivaléﬁﬁ

identifiegdgréﬁ’ﬁémi{eros
Cuando se‘cnﬁﬁ;fan 1

puede cbsér&af iél th

rBGH (25.200)

notable: p

heterbdéne jad encontrada

variantes @ .de . caﬁqa;,.sﬂpngiciénﬁ . apoyada:;.por. 1éﬁ:hetérbqéﬁeidaﬁ
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encontradad tambien. e

cbtienen mavor

mientras queila-hs

otras  hormonas’ | de

(FAGE? desarrollédp; en

separacién de las 3

posteriores a este krab.
gnsavado diferentes
de & horas ‘de ‘&

rendimientos-de-+proteinaiico

menores a ester

significativament
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0.2 no . lo es. perdlambas sonfrecdnn;idasbpor él,éﬁticderpp diriqidD

contra'la

potenc1a‘

UI/mqi est

las GMa © de.mamifero

de' 'los 'Qéﬁfeﬁfédbsféegan

de la . eBGH sugieren' que esta

cual estd .apoyado por

“variantes". Fosiblemente la cBH sea maAs que una entxdad mnlecular
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péptidos cada’

gnica, una familia de’ unoc de los cuales desempere una

determinada[antiaﬁ.

estudio-de

altamente eficiente

cantidadeé

aspectos de 1

la composici

- 87 -



C O NCLUSTONES

1) Se--
eficiente para’: I ! i de a
partir de: ~ne

cantidadés

Este pefmit;h

realizacién

pura.

co respcndienhe

a la fraccidn BbE 1.-presen'a un PM aparente de ~b.u00 d de a:uerdo al

sistema ele:trcfcrétlco' ‘con .8 DS—lezacr1lam1da (lz;szl pH- B.&),ba1o

>
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condiciones. . reductoras. # no ‘reductoras

se obtuvo un: P

con el mismo P

hipétesis de-la’e riantes L

1034

a la'de 1a:bGH

113 EY 0PM aparenta: :que

presenta-la GH-en mamiferos.

-~ 89 -
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quefclasa

Claes:

" Suhclase
Superarden-Necgnathae
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i Benero

ﬁ_ésbéﬁiek gallus
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