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RESUMEN. 

La hormona de crecimiento de pollo (cGH) ejerce diversos efectos metabólicos 
(Scanes, 1986). Como explicación de esta variación funcional, una hipótesis propone 
que la hormona es una familia de proteínas homólogas donde cada variante ejercerla 
efectos fisiológicos relativamente específicos. En apoyo de estll hipótesis, hemos 
demostrado que en la hipófisis, la cGH es polimórfica y que dos de :rus variantes de 
carga mucslran efectos diferentes en dos bioenseyos homólogos (Anímburo et al. 
,1990a), Sin embargo, se ignoraba si la heterogeneidad hormonal observada en la 
hipófisis se expresaba en hi circulación, lo cull! apoyari11 el hipotético papel funcional 
diversificador de les variantes de la cGH, 

El presente trabajo tuvo como primer objetivo demoslnlr y compllrllr 111 
heterogeneidad molecular de la cGH hipofisiaria y circulante. Asimismo, con el interés 
de profundizar en el estudio de los mecanismos de generación de dicha heterogeneidad, 
se intentó demostrar si la fosforilación .ir1 nllv de la cGH (Arfunburo et al., 1989a; 
1990b) es un proceso específico y si puede explicar, al menos parcialmente, le 
existencia de variantes de carga. Paralelamente, como último objetivo, se probaron y 
optimizaron diversm técnicas para el aislamiento de las variantes de carga de 111 cGH. 

Para evidenciar el polimorfismo de la cGH en el suero, se aisló la hormona mediante 
una cromatografía de irununoafinidad (acoplada con anticueipos monoclonales 
et·GH). La heterogeneidad molecular de Ja cGH sérica se comparó al patr6n obtenido 
con extractos hipofisiarios frescos de pollos, mediante diven:as técnicas 
electroforéticas. La variante glicosilada obtenida a partir de la cGH sérica {Berghman 
et "1., 1987; Arómburo et "1., 1991) se purificó por una segunda cromatografía de 
afinidad { concanavalina A ·sefarosa). 

Como segund11 parte del estudio, se realizaron ensayos de fosfori111ción .Írl v.iilv de 
la cGH, y de otras GHs y PRLs, con la proteína cinese dependiente de AMPc (APK) y 
y-32A TP. Lm variantes fosforiladas se analizaron por electroforesis, por 
inmunoclectrotnmsferencie y por 11utorradiogratío. A la par, también se determinaron las 
cinéticas de fosforilación de las diferentes GHs y PRLs, así como el contenido de 
fosfato csterificado a las prepmucioncs hormonales puras como un índice del grado de 
especificidad de la modificación por fosforileción. 

En este estudio se confirmó la heterogeneidad molecular de la cGH, y se demostró la 
existencia de variantes de mesa, de carga y glicosilada de la hormona, tanto en la 
hipófisis como en el suero. La gmn similitud encontrada entre les isofonnas de la 
hormona en ambos tejido.: nos permite sugerir que las variantes de la hormona son 
secretadas a la circulación. Asimismo, se demostró que la cGH, asi como otras GHs y 
PRLs, son fosforiladas .ir1 <·:/Üt>por la APK de manera altamente específica. Por les 
cinéticas de fosforilación se demostró que la incoiporación de fosfato es tm proceso 
dependient" del tiempo y saturable. Por otro lado, la presencia de fosfato en las 
preparaciones pW"&S de las hormonas sugiere que la transformación por fosforilación es 
real. Ensu conjunto, estos datos apoyan la hipótesis de que las variantes de la cGH son 
reales y potencialmente podñan ejercer diferentes efectos sobre los órganos blanco. Así 
talllbién, demostramos que la fosforilación es un mecanismo plausible en la formación 
de las variantes de carga de la cGH. Finlllmentc, después de probar distintas técnicas, 
el isoe).,ctroenfoque y .. 1 cromatoenfoque preparativos parecen ser las técnicas mas 
promi<orias para ah-lar variantes de la cGH. 
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ANTECEDENTES 

La época actual se puede caracterizar por su gran incertidumbre, pues hoy más 

que nunca, los acontecimientos presentes entierran a los acontecidos ayer. Las 

teorfas antes fundamentales para explicar y dar dimensión a la realidad, hoy son 

sustituidas o relormuladas ante los nuevos avances ccncepluales. 

Dentro de este contexlo, la neuroendocrinología no ha sido la excepción. No 

hace mucho tiempo se ccnsideraba al sistema nervioso y al endócrlno como 

entidades lisicas y funcionales independientes. Los nuevos descubrimientos 

demostraron que existian más relaciones que dHerencias entre estos dos sistemas; y 

el estudio de dichas interrelaciones propició la. generación. de un.a nueva área del 

conocimiento: la neuroendocrinologia. Sin embargo, los nuevos descubrimientos en 

esta área, en lugar de permitir la formulación de una teoria unificadora funcional • 

. demuestran que las Interrelaciones entre el !istema nervioso y _las glándulas 

endócrinas son mucho más complejas de lo que se pensaba. De manera adicional, 

en la última década, se ha demostrado la existencia de una amplia comunicación 

entre el sistema inmune· y el neuroendócrino (Welgent y Blalock. 1987); lo cual 

complica aún más el esquema posible de la comunicación entre estos sistemas. 

A nivel subcelular, ante los nuevos avances, se encontró una Interrelación y 

complejidad tan grande entre los distintos sistemas citoplasmálicos, que se puede 

remontar a tiempos muy tempranos en la evolución y en el desarrollo embrionario. 

De acuerdo a un esquema simplista, las moh!icutas que son empleadas en el 

transporte de informacló11 (mensajes intercelulares) debian ser estables y 

particulares para cada función, limitando en lo posible la regulación ambigua. 

Posteriormente se demostró que la variación en las moléculas mensajeras permite 

amplificar las posibilidades funcionales en la ccmunlcación Intercelular y confiar~ 

una mayor integración entre dHerentes sistemas: con .. respecto a la función que se 

desencadena en un órgano blanco (LeRoith, et al .. 1989). Los resultados del 

presente trabajo son un ejemplo de que la heterogeneidad de una molécula 

mensajera (hormona, neurotransmisor, ele.) no sólo es.posible sino que es real. 



2 
A. HETEro3ENEIDAD DE I.Jl.S HORMONAS ADENOHIPOFISIARIAS. 

Durante bastante tiempo se consideró que las entidades hormonales secretadas 

por la hipófisis eran entidades moleculares singulares. y que cada una, a su vez 

ejercla electos particulares, muy diferentes de los desempef'lados por las demás 

hormonas. Un caso "curioso" era la existencia de tres hormonas (TSH, LH y FSH). 

que compartían la subunidad "'(Sairam y Papkoll, 1974; Pierce, 1974). Sin embargo, 

a pesar de que hechos como los anteriores contradedan la completa autonomía de 

las hormonas. durante af'los las variantes hormonales fueron consideradas como 

contaminaciones y artificios de tas técnicas de purificación y de análisis (Barrett, 

1962; Ferguson yWallace, 1963). En la actualidad ya es aceptado que las hormonas 

adenohipofisiarias son heterogéneas. Así entonces, se han podido reconocer 

diferencias en ta estructura primaria de ta hormona adenocorticolróplca (ACTH) y en 

la hormona estimulante de melanocitos (MSH). Se presume que las diferencias 

pueden ser causadas por procesamientos alternativos del transcrito primario 

(Holman. 1974). Recientemente, se ha demostrado que al menos el 30 % de ta 

ACTH se encuentra loslorilada (Boulton, 1987). Asimismo, en fas hormonas 

estimuloante del tciliculo (FSH). tuteinizante (LH) y estimulante de la tiroides (TSH) se 

ha descrito gran heterogeneidad en la porción de cari>ohidralos (principalmente 

glucosamina y galaclosamina) y en las regiones amino y carboxilo terminales, como 

consecuencia de proteólisis limitada (Pierce, 1974: Sairam y Papkoll, 1974). 

Recientemente, se ha demostrado que la heterogeneidad molecular de la porción 

de carbohidratos ocasiona un cambio conlormacional en la estructura de la 

hormonas (Keutn'tann, 1985) que, a su vez, provoca diferencias da afinidad para con 

sus receptores (Ryan, 1987) y, como consecuencia, redunda en su heterogeneidad 

funcional (Nomura et a., 1989). 

En af'los recientes se ha reunido gran cantidad de información que demuestra el 

polimorfismo de la prolactina (PRL). Se han descrito variantes con diferencias en la 

conformación proteTnlca, de carga (por ejemplo, foslorilación [Oettlng et al., 1986]), 

de masa (agregaciones incluso de caracter covalente [Lewis, 1984]), fragmentos 

(21-23 kDa) productos de la acción de la kalikreína (Ho et al., 1991) y fragmentos de 

16 kDa con bioactividad diferente a la hormona completa (Oapp et al., 1988). 

También se ha descrito la transformación de la PRL por un mecanismo de 

transferencia de t!ol-dlsufluro, como un prerrequisito en la formación de hormona 

tiberable (Mena et al., 1986). Más recientemente, se ha mostrado la existencia de 
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variantes de PAL con diferentes grados de glicosilación (Shah y Hymer, 1989) lo que 

repercute en su bioactividad (MarkoH et al., 1988). Asi también, se han aislado 

algunas isoformas de la PRL ovina (Haro yTalamantes, 1985). 

B. HETEROGENEIDAD MOLECULAR DE LA HORMONA DE CREOMIENTO. 

La hormona de crecimiento (GH) consiste en una cadena polipepfidica de 191 

aminoácidos, con dos puentes disulfuro (Cys 53-164 y 181-189), Jo cual da como 

consecuencia Ja formación de dos asas: una mayor y otra menor. Aunque en Ja 

actualidad existen elementos para descartar Ja idea de que Ja GH existe como una 

sola entidad molecular, Ja variante monomérica y mayoritaria (22 kDa) se reconoce 

como Ja representante de Ja familia hormonal, e incluso se ha sugerido que esta 

isolorma constituye la molécula original, sobre Ja cual se llevan a cabo distintas 

modificaciones. 

En Ja actualidad, se ha avanzado bastante en el estudio bioquimico de esta 

entidad hormonal. En la figura 1 se observa un esquema de Ja estructura de la GH 

porcina obtenida por crislalogralía de rayos X (Abdel-Meguid el al., 1987). Como se 

puede observar, la variante principal de Ja hormona es una proteina con un alto 

porcentaje de conformación <>-hélice (55 %), y donde estas secciones se compactan 

alrededor de un núcleo relativamente hidrolóbico (Carlaci et al .. 1991). A su vez, se 

pueden reconocer cuatro regiones helicoidales: dos grandes (aminoácidos 7-34 y 

153-183) y dos menores (aminoácidos 65-96 y 106-128). Por experimentos de 

mutagénesis dirigida se ha podido demostrar la existencia de al menos dos regiones 

de la hormona (hGH) que interaccionan con el receptor (Cunningham et al .• 1989; 

ibid, 1990: ibid. 1991). Se ha propuesto. por esos trabajos. que el primer tercio de Ja 

primera a<-hélice, Ja región de residuos de aminoácidos 54-68 y la primera mitad de 

la cuarla <>-hélice, constituyen, en su conformación tridimensional, la región de unión 

a Jos receptores hepáticos. El segundo sitio de posible interacción del receptor con 

la forma mayoritaria de Ja hormona se halla constituido primordialmente por Jos 

residuos Glu31 y Glu34 • una región que se ha postulado como sitio de quelación de 

Ca2•. el cual se sabe influye en Ja unión del receptor hepático como Ja hormona 

(Bamard y Waters, 1988; Bamard et al., 1989). Recientemente. el receptor hepático 

de la hGH fue secuenciado y clonado, lo cual ha permitido identificar las regiones 

del receptor fundamentales en la unión con el ligando (Bumside et al .• 1991; Bass et 
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Asa2 

Segmel"l~O N-terminal - Segmento C-terminal 

Figura 1. Estructura tridimensional de la GH porcina (toaado de Abdel
Meguid, S.S. 1987). 
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al., 1991). Este interés por la eslTuctura molecular de la GH no es un hecho fortuito, 

sino que es la consecuencia de la extensa labor de grupos anteriores (Paladini el 

al., 1983; Ll,1988 y Wallis, 1989). 

Aunque fue común referirse a ta GH como un solo componente, ahora se sabe 

que la hormona existe en dHerentes formas. Como consecuencia, la GH que se aisla 

de la hipófisis presenta heterogeneidad molecular. 

En las primeras purificaciones de la GH (U, 1945; ibid, 1948), las fracciones de 

hormona pura contenlan otros componentes que se consideraron como 

"impurezas". Esta mioroheterogeneidad se explicó considerando la agresividad de 

tos métodos de purificación entonces empleados (Lewis, 1962; ibid. 1963; Sluyer, 

1963; Hansan et al., 1966; . Wilhelml, 1974). As! entonces, se describió la 

fragmentación de la hormona debido a !as técnicas de purificación basadas en las 

extracciones con ácidos V disolventes; también se encontró heterogeneidad en la 

preparación hormonal después de largos peñodos de almacenamiento (Wilhelmi, 

1974). Poco tiempo después, se demostró la presencia de proteasas ácidas en las 

fracciones de la purificación hormonal. Aparentemente las condiciones del protocolo 

de aislamiento permitian la activación de las enzimas proteolitioas v su acción sobro 

la GH (Lewis, 1962; lbld, 1963; lbid, 1980). Aunque los protocolos de purificación se 

optimizaron, la~ condiciones se mejoraron v se inc:ementaron medidas para no 

alterar a las hormonas, el polimorfismo de las preparaciones hormonales persistió 

(Ferguson v Wallace, 1963; Gorden el al., 1973; Lewis et al.,1980; Baumann,1991). 

El fenómeno de variaci6n molecular no fue privativo de la GH humana, sino que 

también se observó en otras especies, tanto en los mamileros como fuera de esta 

clase (Nicoll el al., 1971), lo cual evidencia la enorme amplitud del fenómeno de 

heterogeneidad hormonal. 

Se han identificado algunos mecanismos que pueden contribuir a la existencia 

de variantes de la GH; estos se. encuentran a dHerentes niveles: 

a). Dl!plicación. génica.- En el humano, además del gen que codifica a la GH 

hipolisiaria (hGH-N) se ha demostrado la presencia de otro gen paralelo (hGH-V) 

que codifica una secuencia similar, aunque no Idéntica (Seeburg, 1982: Chawta et 

al,, 1983; Hlrt- et al., 1987). Este segundo gen parece que no se expresa en la 

hipófisis, pero si en otros tejidos (p.ej. en la plaoenta,Cooke et al., 1988). 
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b) Procesamiento diferencial del lranscrito primario.- Se ha demoslrado la presencia 

de formas variantes (20 y 17.5 l<Da) generadas por el procesamiento "ambiguo" del 

ARNm de la GH (Lewis et al., 1980 Howfand, et al., 1987; Lecomte et al., 1987). Se 

ha descrito que la variante con PM de 20 l<Da (20 K), a diferencia de la variante de 

17.5 kDa, se encuenlra tanto en la hipófisis como en la circulación (Chawfa,1983; 

Lewis, 1984). 

c) Modificación poslraduccional.- Se ha demoslrado la presencia de variantes de 

masa [agregados covalentes y no covalentes (Stolar et al., 1984; Becker et al., 1987; 

Gorden et al., 1973; Lewis, 1977; ibid, 1980; ibid, 1984); fragmentos (Chawfa et al., 

1983; Paladini, 1983; Yoko;la y Friesen, 1986; Davis et al., 1987; Retegui et al., 1987; 

Wallis, 1989; Wroblewski et al., 1991)] y variantes de carga (desamidación (Lewis et 

al., 1980; Chawfa et al., 1983), acetilación (Paladini et al., 1983) y fosforilación 

(Baldwin el al., 1983; Liberli, 1985; ibid, 1986; Arámburo et al., 1989a; ibid, 1990b)] en 

muy variadas especies (Wallis, 1989; Baumann, 1991). Un hecho a destacar es que 

estas variantes se han detectado tanto en extra~os hlpofislarios como en cultivo de 

células y en la circulación sistémica (Talamantes et al., 1981; Stolar et al., 1984). 

Asimismo, recientemente se ha moslrado la existencia de formas glicosiladas de la 

GH (Sinha et al., 1986; Berghman et al., 1987; Arámburo el al., 1991). Además de la 

heterogeneidad de la GH, se ha demoslrado el polimorfismo del factor de liberación 

de la hormona de crecimiento (GRF), principal hormona hipotalámica que estimula 

la secreción de la GH hipofisiaria (Sasaki et al., 1989). 

Como la mayorfa de las protainas de secreción, las hormonas peplidicas, y con 

ellas la GH, son lransformadas durante su lránsito por el reliculo endoplasmálico, 

complejo de Golgi, su empaquetamiento y almacenamiento en gránulos de 

secreción, y su liberación al torrente sanguineo (Alberts et al., 1989; Burguesa y 

Kelly, 1987). Al mismo tiempo que las proteinas de secreción son lraducidas por los 

polisomas, la cadena polipeplidica entra al reliculo endoplasmálico. Durante este 

lrlll)$ito, el péptido llder (región disereta del extremp .N-terminal) es procesado 

proteoliticamente (Blobel. 1980). Una vez dentro del reliculo endoplasmálico, la 

proteina de secreción puede sufrir un primer nivel de N-glicosilaclón; al mismo 

tiempo, la protelna se pliega, adquiere su conformación nativa, y puede formar 

ollgomeros (Hurtly et al.,. 1989). Durante el tránsito por el complejo de Golgi, la 

glicoailación de la protelna aumenta en proporción y en complejidad; 
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asimismo, por acción de enzimas especificas, se pueden dar procesos de acilación 

y suHatación protelnlca (Alberts el al.,. 1989; Rolhman el al.,. 1990). En la parte final 

del complejo de Golgi, las prolelnas son "seleccionadas· y empaquetadas en las 

vesículas de secreción, como grandes agregados, por un mecanismo de 

Intercambio tioklisuHuro, descrito para la PRL (Mena et al., 1986; Greenan el al., 

1990), o por coordinación con cationes divalentes, como se sugiere para la hGH 

(0.mningharn et al .. 1991). A partir de este momento, las proteinas de secreción 

pueden ser procesadas proleoírticarnente, lo cual da origen a las proleinas activas o 

maduras (Alberts el al., 1989; Burgess y Kelly 1987). En el caso particular de la GH. 

se demostró la existencia de una proteína cinasa en la membrana de los gránulos 

de secreción, y se observó la incorporación de fosfato radiactivo a una prolelna con 

movilidad electrolorética semejante a la de GH en la rala (Brallin y Portanova 1981). 

Estas evidencias permtten sugerir que la loslorilaclón de la hormona podña llevarse 

a cabo en los gránulos de secreción. 

Antes de realizar el estudio analilico sobre variación molecular de la GH, se Inició 

la búsqueda de los sitios estru_cturales importantes para la expresión de la actividad 

biológica. La causa de este 'gran entusiasmo, que aún subsiste, fue la demostración 

de que la proteóllsis limitada de la GH generaba fragmentos que conservaban su 

bloactividad e incluso presentaban actividad mucho mayor (Levine el al., 1973; Sigh 

el al., _1974; Wieser el al., 1974; Reagan el al., 1975; Ng y Bomsleins, 1978; Milis et 

al., 1980; Lewis el al., 1980; Gral et al., 1982; Oiawta ~I al., 1983; Paladinl el al., 1983; 

Monden el al., 1988). 

Como contraparte a la variación molecular de la GH, hay claras evidencias de 

que ·los receptores para la GH son heterogéneos (Bamad el al., 1985; Hughes y 

Friesen, 1985; Smilh y Talamantes, 1987; Thomas el al .. 1987; Poslel-Vinay, 1989). 

Recientemente lllmbién se ha demostrado la existencia en el plasma de proteínas 

que se unen a la GH (GHBP; Baumann, 1988: ibld, 1991). Actualmente se 

reconocen dos tipos de GHBP, las de alta afinidad (61 kDa) y las de baja afinidad 

(>100 kOa). La primera;· se considera, se origina por procesamiento allemalivo del 

RNAm en la reglón NHz-terminal del receptor de la ~H. Esta GHBP podña competir 

con los receptores por el ligando y prolongar la vida media de la hormona en la 

olrculaclón. La segunda GHBP une con menor afinidad _a la variante monómerica y 

mayoritaria de la · 1-)ormona (22 kOa). Sin embargo, esta GHBP presenta 
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mayor afinidad por la variante de 20 kOa de la hGH lo que quizás indicaria la 

existencia de un tipo de GHBP con preferencia hacia un tipo particular de variante 

hormonal. 

La importancia de las proteinas de unión no es del lodo clara, hay evidencias que 

indican que confieren a la GH mayor estabilidad y dismunuyen su filtración renal 

(Baumann y Ambum, 1986). Como sugerencia indirecta de la acción rele...anle de 

las GHBP está la demostración de que una alta proporción de la GH humana se 

encuentra asociada a estas proteinas de unión, durante su tránsito por la circulación 

(Baumann y Ambum, 1986). 

C. HETER03ENEIDAD FUNCIONAL DE LA 

HORMONA DE CRE.CIMIENID. 

Conforme se realizaron más estudios sobre esta hormona. se hizo evidente que 

la GH además de estimular el crecimiento lineal de los tejidos (Wilhelmi, 1974) es 

capaz de ejercer efectos a muy diferentes niveles, y en variados órganos blanco 

(Paladini el al .. 1979; Chawfa et al .. 1983). A semejanza de la PRL (Nicoll, 1974), la 

GH mostró una gran diversidad funcional, que posteriormente se describió también 

en otras especies de vertebrados (Hall et al., 1986). 

Entre las funciones más conocidas de la GH se pueden mencionar, a gn>sso 

modo, las siguientes: 

1) Su influencia en el metabolismo de proleinas (estimula el transporte de 

aminoácidos, la sinlesis de proleinas, la expresión de genes especfficos, etc. -

Chawla el al .. 1983; Paladini el al., 1979; ibid, 1983). 

2) Estimula de manera directa la diferenciación celular, y por mediación de las 

somalomedinas, estimula la mitogénesis (Green el al., 1985; lsaksson et al., 1985). 

3) Ocasiona un aumento de la concentración de glucosa circulante (actividad 

diabetógena), cuando se aplica en forma aguda. También provoca un descenso de 

la glucosa circulante (electo de tipo insulinoide) en tratamientos crónicos (Chawfa el 

al., 1983; Paladinl et al .. 1979). 

4) Tiene efectos en el metabolismo de los llpidos (estimula la lipólisls por una 

parte, y por otra es capaz de inhibir la lipólisis inducida por glucagon y epinelrina -

Paladini el al .. 1979; ver tabla l). 
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5) Estimula la secreción de otros !actores hormonales (efectos parácrinos, de 

retroalimentación y de secreción de somalomedinas hepáticas -Houston y O'Neill, 

1988; Leung et al., 1986: Scanes, 1986). 

6) lnteractua con el sistema Inmune (Weigent y Blalock, 1987). 

7) Participa en la regulación del balance hidromineral (Murphy et al., 1986) 

Se reconoce que la GH lleva a cabo su acción fisiológica de dos maneras: a) 

lndirécta. La hormona estimula la expresión y secreción de factores parácrinos y 

auiócrinos, por ejemplo °las somalomedlnas (!actores de crecimiento semejantes a 

Insulina 1 y 11), y estos, a su vez, interactuan con los receptores del órgano blanco. 

Las somatomedlnas provocan principalmente la expansión clonal de células de 

caJ1ilago 

(crecimiento óseo) y acciones semejantes a Insulina en tejidos adiposo y muscular 

(Paladini et al., ·1983; Green, 1985) b) Directa. La GH, sin la mediación de otros 

factores, Interacciona con los receptores de los órganos blanco e induce el electo 

fisiológico. Los efectos fisiológicos donde no se encontrado mediación por 

somatomedlnas u otros factores son: la actividad diabetogénica (Paladini et al., 1983), 

la estimulación en la expresión y liberación otros factores (Houston y O'Neill, 1988; 

Leung et al., 1986), la interacción con el sistema Inmune celular (Welgenl y Blalock, 

1987) y la diferenciación celular. (Green. 1985). Incluso en algunas situaciones la 

hormona parece tener una participación dual: en el crecimiento oseo, en un 

principio, la hormona directamente provoca la diferenciación de precondrocitos a 

condrocilos; paralelamente, la hormona estimul!'- la secreción de somalomedlnas, 

que, asu vez, estimulan la milogénesis de los condrocilos diferenciados (Green, 

1985). 

Un primer intento para explicar el espectro funcional tan diverso de la GH 

propuso la hipótesis que sugiere la existencia de reglones discretas de la molécula 

(dominios bioactivos), las que lnleractuan con un tipo particular de receptor 

provocando, por ende, un efecto fisiológico particular (Lewis et al., 1980; Paladini, et 

al., 1983). Como se mencionaba en la sección anterior, esta hipótesis encausó gran 

parte de los estudios sobre la GH durante más de una década. En la actualidad, esta 

hlpóle.sis, a pesar de ser aún conceptualmente atractiva, no parece ser suficiente 

para explicar la gran diversidad funcional de la GH pues, entre otros aspectos, no 

explica la presencia constante de variantes moleculares de la hormona, tanto en la 

hipófisis como en la circulación . 
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Algunos autores intentaron explicar la diversidad funcional de la hormona, 

asociando ésta a su complejo patrón molecular (Lewis, 1984). Según esta hipótesis, 

las variantes moleculares de la GH, resultantes de diferentes mecanismos de 

procesamiento, podrlan interaccionar en mayor o menor grado con uno u otros tipo 

de receptor y de esta manera ejercer un efecto biológico particular. La suma de 

estos efectos indMduales explicarla el diverso patrón funcional de la GH total. 

Durante los al'los posteriores se han incrementado los dalos que apoyan esta 

explicación. Sin embargo, esta hipótesis no es excluyente y precisa de la 

complementación de diversos mecanismos: variación molecular de la hormona, 

dominios bioactivos diferenciales, heterogeneidad de receptores, ele. En la figura 2 

se representa esquemáticamente una propuesta sobre los mecanismos que 

originan la heterogeneidad funcional de la GH. 

D. HORMONA DE CRECIMIENTO DE POLI.D. 

La hormona de crecimiento :;e encuentra en prácticamente todas las especies de 

vertebrados; además de los mamíferos, en aves (Farmer el al .. 1974; Papkoff el al .. 

1982), a reptiles (Yasuda el al., 1989). anfibios (Kobayashi el al., 1991), peces 

(Wagner et al .. 1985; Kawauchi et al .. 1986; Skibeli et al., 1990). Aunque se 

mantienen grados de similitud entre ellas también existen notables diferencias 

funcionales y estructurales (Hall. 1986; Nicoll et al., 1971). Esto da origen a las 

variaciones en la potencia biológica de las hormonas al ser probadas en bioensayos 

helerólogos (sobre distintas especies) (Chawta et al .. 19S3). Estas diferencias 

inlerespecfficas son un reflejo de la historia evolutiva de la hormona, razón por la 

cual algunos autores intentan encontrar en las diferencias moleculares 

interespecfficas el origen de las variaciones funcionales de la hormona (Kawauchi et 

al., 1986; Nicoll, 1986). 

Con respecto a las aves, la hormona de crecimiento de pollo (cGH), se purificó 

por primera vez en 1974 (Farmer el al .. 1974), pero fue en al'los siguientes que se 

pedeccionaron las técnicas de aislamiento de la hormona logrando con ello 

aumentar el rendimiento obtenido (Harvey y Scanes, 1977; Lai el al., 1984; Leung et 

al., 1984; Arámburo el al .. 1989a). Posteriormente se logró dilucidar su estructura 

primaria a partir del ADNc (Souza et al.. 1984; Lamb el al.. 1988). En 

al'los muy recientes, con el proposilo de estudiar otras 
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hormonas de aves, se consiguió determinar la estructura primaria de la GH de pavo 

(Foster et al., 1990) y la PAL de pollo (Hanks et al., 1989), dos hormonas bioquímica 

y evolutivamente muy cercanas a la cGH. 

Al contar con la cGH pura, los estudios iniciales fueron de caracler farmacológico y 

fisiológico (Harvey et al., 19n; Harvey y Scanes, 1977; Scanes et al., 1984; ibid, 

1985; ibid, 1986; Campbell y Scanes. 1985). Aunque se llevaron a cabo algunos 

estudios anallticos de la hormona, éstos sólo proporcionaban una Imagen somera 

de las características bioquimicas de esta proteina (Lal et al., 1984; Leung et al .. 1984; 

Souza et al., 1984). En el al'lo de 1988 el grupo de Houston y Goddard publicó un 

trabajo que intentaba demostrar y _caracterizar la variación molecular de la cGH. AJ 

mismo tiempo, y de manera totalmente Independiente, en. nues.!ro laboratorio ya se 

contaba con evidencias sobre la heterogeneidad molecular de la preparación pura 

de la cGH. y que además era activa en varios bioensayos heterólogos y homólogos 

(Arámburo el al., 1989a). 

a) Diversidad funcional. 

A semejanza de la GH de mamlferos, la GH de pollo presenta gran diversidad en 

su patrón de efectos _fisiológicos. En la Tabla 1 se enlislan los principales efectos 

demostrados para la cGH. Como se observa, la hetero.geneidad funcional de la cGH 

AS muy semejante a la observada en las GHs de rnamlferos (véase sección anterior). 

b) Variación molecular. 

Actualmente, el trabajo de investigación sobre la estructura de la cGH se ha 

incrementado. Al contar con la secuencia de aminoácidos y/o nucleólidos (Souza el 

al., 1984; Lamb, 1988) se ha posibilitado comparar au estructura primaria y 

secundarla teórica con otras hormonas homólogas (Nicoll et ar .. 1986; Abdel-Meguid 

et al., 1987), esto quizás permitirá estabJecer relaciones en la historia evolutiva de la 

familia GH-PRL. Otra contribución que será muy importante en un futuro. fue la 

reciente clonación y secuenciación de la proteina receptora hepática para la cGH 

(Bumslde et al., 1991). 
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Figura 2. Posibles mecanismos que dan origen a la heterogeneidad molecular de la 
GH. GEN·N: gen nol'Dlal (se expresa en hipófisis); GEN-V: gen variante (se 
expresa en placenta); ?: se desconoce su acción posterior; 20 K: variante con PM_ 
de 20 kDe, observada en mamíferos; Fl - FS: diferentes efectos fisiológicos. 



TABLA l. EFEGrOS FISIOLOGICOS DE LA cGH. 

EFECTOS 

Llpóllsls 
Inhibición de la llpóllsls 
Inducida por glucagon 
Crecimiento corporal 
Actividad dlabetógena 
Estlmulaclón de la 
5'desyodaolón de tlronlnas 
Mltogénesls en osteoblastos 
ActMdad lnsullnolde 
Aumento de cortlcosterona 
Aumento de Insulina 
Posible electo a nivel del sistema 

REFERENCIAS 

1,2,5,6,8, 11, 13, 19.20,23 

1,2,5,6,7,8,10, 11,21 
16, 19,20,21,23 
4,13,20,21 

12,19,23 
21,22 
4 
11 
3 

nervioso central 15 
Altera distribución de sodio 
(osmorregulaclón) 17 

1. Arámburo et al .. 1989a. 13. Hall et al., 1987. 
2. Arámburo el al., 1990a. 14. Houston y O'Nelll, 1991. 
3. Burke et al., 1987. 15. Leo y Harvey, 1990. 
4. Cameran et al .. 1985. 16. Leung et al .. 1986. 
5. Campbell y Scanes, 1985. 17. Murphy et al., 1986. 
6. Campbell y Scanes, 1988a. 18. O'Neill et al., 1990. 
7. Campbell y Soanes, 19S8b.19. Rosebrough el al., 1991. 
8. Campbell et al., 1990. 20. Scanes et al., 1984. 
9. Carsla el al., 1985. 21. Sean es, 1986. 
10. Cogbum el al., 1989, 22. Slootwet et al., 1988. 
11. Cheung et al., 1988. 23. Vasllalos-Younken et al.,1988. 
12. Darras et al., 1990. 
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A partir del arlo 1986 (Arámburo y Soanes, 1986) se Iniciaron los trabajos de 

oaracterlzaolón del polimorfismo de la cGH por nuestro grupo de lnvestlgaol6n, 

lraba¡o que fue seguido por estudios de caracterlzaolón ana/itloa más profundos 

(Montiel, 1989). En la parte Inicial del proyecto, se implementó un protocolo eftolenle 

de purillcaolón de la hormona hlpoflslaria, (Arárnburo et al., 1989a). Posteriormente, 

se demostró la heterogeneidad molecular tanto de la cGH purificada en el 

laboratorio como de e><lractos hipofislarlos frescos da pollo (Arámburo el al., 1990a). 

Mediante al sistema de electroforesis desna!Uralizante con SOS (S0$-PAGE), en 

condiciones no reduoloras, se observaron variantes de la oGH oon PM de 22, 46 y 

>66 kDa (Figura 3). En oondlolones reductoras, las variantes hormonales tuvieron 

PM de 16, 22. 26 y 52 kDa (Figura 3). Estos resultados constituyen una Indicación de 

que las variantes da alto PM. son agregados no ooval•nles de las formas 

monomérioas (obsérvese que en condicionas reductoras la amplia heterogeneidad 

de variantes de alto PM se reduce a una banda de 62 kDa posible climero reslslenle 

a la reducolón- y, paralelamente, se lnoremenla el grosor de la banda de la variante 

monomérioa). Así también se describió, por primera vez, la presencia de fragmentos 

de la cGH (16 kDa) presentes en la hipófisis, provenientes de formas cortadas de la 

hormona. 

Se ha mostrado, asimismo, la presencia da tres variantes de carga por el sistema 

de electroforesls no desnaturallzanla (ND-PAGE), tanto en los extractos hlpofislarios 

frescos oomo en la proporolón de cGH purificada., con .Rfs de 0.23, O.SO y 0.35. 

(Figura 4a). Por lsoeleolroenfoque anal!tioo (IEF) se observaron al menos 8 variantes 

de carga (pi: 5.9, a.a. 7.1, 7.3, 7.5, 7.8, 8.06 y 8.15; ver figura 4b). En la preparaolón 

pura de la oGH se observó la ausenqla da ·sólo dos de las variantes de carga 

minoritarias, lo qua supone que durante la purificación se recuperan las prinolpales 

variantes de oarga de la GH hlpofislaria. La heterogeneidad molecular de la oGH fue 

oonflrmada por el análisis bidimensional (20-PAGE), y además, se_ evidenció qua 

alg•mas variantes de carga de l;!l hormona presentan el mismo PM (Figura 4o). 

Dentro de este esquema de heterogeneidad molecular de la oGH. se dwoostró la 

presencia de una variante glloosllada de la oGH (~H) en hipófisis (Berghman el 

al .. 1987), y pooo tiempo después se oonflrm6 la e)(fstenola de variantes de la G-oGH 

(Arámburo el al., 1991). Par;!!. llevar a cabo ese estudio u desarrolló un prolooolo de 

purificación espeoffloo para asta variante hormonal. En este método, 
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el extracto hipolisiario se fraccionó por precipitaciones secuenciales de sulfato de 

amonio. La fracción precipitada al 80 % de saturación se cromatografió en una 

columna de concanavalina A-sefarosa. Luego de eluir a la fracción glicoproleinica 

retenida a la columna, se cromalogralió en una columna de inmunoalinidad 

(anticuerpos policlonales a-cGH acoplados aAlli-Gel 10); la fracción resultante fue la 

cGH glicosilada. 

En estudios preliminares se presentaron las primeras evidencias sobre la 

fosforilación de la cGH y se demoslró que una cierta proporción de la cGH pura 

contenía fosfato esterilicado (Arámburo et al., 1989a). Además se describió que la 

cGH puede ser fosforilada in uíro, por la protaina cinasa dependiente del AMPc, y 

que las células hipofisiarias de pollo, en cultivo, incorporan 32p en una proteina 

lnmunológlcamente semejante a cGH (Arámburo et al., 1990b; ibid, 1992). 

La heterogeneidad de la cGH hipofisiaria también se moslró al analizar los 

extractos hipofisiarios por varios sistemas de aleclroforesis (Houston y Goddard, 

1988). Un hecho importante de ese trabajo fue la demoslración de que la 

heterogeneidad de la hormona varia con respecto a la etapa de desarrollo de los 

animales. Este hecho aporta olra sugerencia adicional de la importancia fisiológica 

da las variantes de la cGH. 

La diversidad funcional de la cGH se demoslró al probar a la hormona en 

diferentes bioensayos, tanto helerólogos (ensanchamiento del cartllago epifisiario de 

la tibia y activación de la omitfn descarboxilasa hepática: ambos en ratas 

hipofisectomizadas [Arámburo et al., 1989a], como homólogos (actividad lipoírtica e 

inhibición de la lipóiisis inducida por glucagon. en explantes de tejido adiposo de 

pollos [Arámburo et al.,1989c; ibid, 1990a]). 

Más recientemente, se obtuvieron claras evidencias de que la heterogeneidad 

molecular de la cGH puede explicar al menos parcialmente la diversidad funcional 

de la hormona (Arámburo et al .• 1990a). Se consiguió aislar a dos variantes de carga 

de la hormona (Rf: 0.23 y 0.30) mediante ND-PAGE, y se demoslró que ambas 

variantes eran reconocidas por el mismo anticuerpo por RIA, aunque sólo la variante 

0.23 presentó actividad llpolitica en explantes de tejido adiposo (Arámburo, C. et al., 

1989o) En un estudio uHerior ambas variantes se probaron en dos bioensayos 

homólogos: eslimulaclón de la llpólisis por una parte, e Inhibición de la llpólisls 

inducida por glucagon por la olra. La variante 0.23 estimuló fa lipólisis y no inhibió la 
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acción lipolltlca inducida por glucagon: a su vez. la variante 0.30 mostró un claro 

efecto anlilipolltico (Arámburo et al .. 1990a). Estos resultados son muy prometedores 

pues constituyen evidencias claves en apoyo a la hipótesis de que la variación 

molecular de la cGH explicaña su diversidad funcional. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El presente proyecto de Investigación se planeó oon el objetivo general de 

aumentar las evidencias de que la heterogeneidad molecular de la cGH es un 

fenómeno real, no produoto de artificios de laboratorio, y que tiene el potenolal para 

originar su diversidad funcional. Para llevar a oabo este trabajo se ellgló a la GH de 

pollo oomo modelo debido a que daba la posibilidad de lnourslonar en el estudio de 

la transformaolón de la GH, oon estudios originales, oomparar estos meoanlsmos 

oon los observados en mam!leros, y quizás en un futuro, poder desorlblr los 

mecanismos enerales que se han empleado durante la evoluolón para generar la 

heterogeneidad molecular y lunoional. Asimismo, po_r el lado práotioo, el material 

blológloo empleado para estudiar la hormona fue relativamente aoceslbie y Uene un 

olaro potencial en el área bioteonológloa. 

Con base en las anteriores evidencias, oonslderamos que si la heterogeneidad 

molecular de la cGH puede explloar su diversidad funcional, entonoes las variantes 

de la hormona en la hipófisis debeñan ser secretadas y, por lo tanto, podña 

demostrarse la existenoi!' de variantes oorrespondlontes en la clroulaoi6n 

sangulnea. Por otra parte. la presencia de variantes de oarga de la oGH lmplloa la 

existencia de mecanismos de modffioaolón de la estructura protelnloa que provoque 

la aparlcl6n de cargas positivas o negativas en la molécula original. Un mecanismo 

muy favorecido es el de la loslorilaoión de protelnas. Por ello, se planteó la 

posibilidad de analizar sl la oGH puede presentar este tipo de modllioacl6n y oon ello 

oontrlbulr a la heterogeneidad de carga. 

Como se ha desorlto en los Antecedentes, la cGH es pollmórfioa tanto en la 

hipófisis. oomo en la preparación pura. Sin embargo, no se ha demostrado si la 

heterogeneidad de la hormona se expresa también en la olrculación, medio a partir 

del oual la hormona puede lnteraooionar con sus órganos blanco, y por ende, 

provocar sus efectos flslológloos. Es por eso que nos propusimos aislar a la oGH a 

partir del suero por oromaiogralla de afinidad y analizarla elootroforétloamente, lo 

oual nos permltlña demostrar la existencia de variantes de la oGH y estudiar su 

relaolón oon las formas presentes en la hipófisis. 
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Dado que la cGH presenta variantes de masa y carga, la pregunta más inmediata 

entonces es ¿cómo es qué se originan las diferentes variantes hormonales? Con el 

fin de iniciar el estudio de los mecanismos de la formación de las variantes de la 

hormona, se intentó estudiar el proceso de fosforilación hormonal. Como se ha 

descrito (Brattin y Portanova, 1981; Baldwin et al., 1983; Liberti et al., 1985; Liberti and 

Joshi, 1986), la fosforilación de la GH de mamlferos es un mecanismo empleado por 

la célula, y que podrfa dar origen a algunas de las variantes de carga, como se 

sugiere para la rPRL (Oetting et al., 1986). Con estos antecedentes, nos propusimos 

demostrar si la fosforilación de la cGH es especifica, para lo cual analizamos sus 

cinéticas y las autorradiogralias de sus productos de fosforilnción m wil't> • 

Altemativamente, intentamos demostrar que la fosforilación es un fenómeno real, 

para lo cual determinamos la cantidad de fosfato esterificado presente en las 

preparaciones de cGH pura, y se comparó con otras GHs y PRLs. 

De gran importancia resuHa, en una tercera vertiente, el aislamiento de las 

variantes de la cGH, pues ello representarla la posibilidad de relacionar el tipo de 

variante hormonal y el efecto fisiológico desencadenado. Es por eso que se Inició el 

desarrollo y ensayo de varios protocolos de purificación de variantes de la cGH. 



OBJETIVOS PARTICULARES. 

variación d.!: la s;,QH .s:n la circulación. 

a) Nslar a la cCH presente en el suero. 

b) Demostrar y carocleri1or la heteroqeneidod molecular de lo cCH sérico. 

e) Comparar lo heteroqeneidod molecular de lo cGH en lo hipOfisis y en lo circvlociOn. 

Eosfurilacjón d.!: la. s;;Qli y .mra:; hormonas. 

o) Demostrar lo fosf01íloción in lli de lo cGH. 

b) Demostrar lo fosf01íloción in lli de lo tGl, 
G-cGH, rFll, offi., cffi.. IFll. 

e) Es!udior lo cinético de fosf01íloción de estos h01monos. 

d) Estudiar el grado de fosf01íloción de lo oGl, lo cGH, 
offi.. rFll y IPll noüros. 

Aislamiento d.!: yariantes d.!: la. ~ 

o) Ensayar condiciones de eleclroeluciOn de geles de NO-Pla: 
en la purificación de voriontes h01monoles. 

b) Prob<Jr condiciones de recuperación de variantes h01monales 
mediante el uso de los geles despolimerizobles. 

e) Optimizar los condiciones de seporodón de wriontes de lo cGH 
por el sistema de isoelectroenfoque preparotiw. 

d) [nsoyor los condiciones de aislamiento de wriantes h01monates 
por el uso del sislerno de cr01natoenfoque. 

21 
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MATERIALES Y METODOS. 

REACTIVOS. 

La aprotinlna. el fluoruro de fenllmeülsulfonllo (PMSF), el azul de bromofenol, la 

concanavalina A (ConA)-sefarosa 48, la ConA acoplada a peroxidasa de rábano, el 

nonidet P-40 y los aminoácidos lisina. arginina, ácido glutámico y ácido aspártico, se 

obtuvieron de Sigma Chem Co. (SI. Louis, Mo. EEUU). La sefarosa 48 activada con 

bromuro de cianógeno, la proteína A-sefarosa, las anfolinas de un intervalo de pH 

de 8.5 a 10 (cromatoenfoque) y el intercambiador PBE-94 fueron de Pharmacla 

(UppsaJa, Suecia). La acrilamida, N'N-metilenbisacrilamida (BIS), N'N

bis=acrililcistamina (BAC). N'N-dihidroxletilen-bis-acrilamida (DHEBA), N'N

diaJiHartardiamida (DATO), N'N'N'N-tetrametilendiamina (TEMED), el persulfato de 

amonio, dodecll sulfato de sodio (SOS), 13-mercaptoelanol, fas anfolinas de intervalos 

de pH de 3-10 y 6-8, la membrana de nitrocelulosa. la gelatina, el azul brillante de 

coomassie R-250 y G-250, el reactivo de Bradford (para determinación de proteína), 

el negro amido 100. el soporte para el isoelectroenfoque preparativo (Biolyte), el 4-

cloronaftol, fueron de Bio Rad (Richmond, CA. EEUU). El immobilon fue de Miilipore 

(Bedlord, MA. EEUU). Las anfolinas en un intervalo de pH de 9-11 fueron de LK8 

(Bromma. Sweden). La urea fue de Mercl< (Edo. de Méxlco. México). El -y32P-ATP 

(Act. esp. >7000 Ci/mmol, preparación cruda) fue de ICN Aadiochemicats (lrvine, CA. 

EEUU) y el ATP no radiactivo fue de CaJbiochem (La Jolia, CA. EEUU), Las placas 

para aUlorradiogralla X-OMAT, el Deklol y la solución fijadora fueron de Kodak 

(México, D.F.). Los demás reactivos fueron de grado analilico, y el agua empleada 

fue deslonlzada (DDH20) en un equipo Miill-0 (Milllpore). 

EQUIPO. 

En el presente trabajo se emplearon los siguientes equipos: 

Agitador "end over end" (Milligcn). Agitador rotatorio. .. · 
Balanzas analíticas (Metder). Cámara de electroforesis miniProtean (BioRad). 
Cámara de Biophoresis horizontul (BioRad). Centrifuga (Sorvall RC-SB). 
Centrifuga (Beckman 6R). Contador beta (Packard 1500), 
Colector de fracciones, cspectrofotómetro de Dujo, 
conductímetro, graficador, bombas peritálticas y . 
columnas de cromatografía (LKB). Concentrador centrifugo (Savant). 
Electrodo de supetficie (BioRed). Espectrofotometro (Gilford ). 
Potenciómetro SS-2 (Beckman), Liofilizadora (Labconco). 
Microbelanze electrónica (Cahn). Microfuge (Beckmen). 
Potcnciométro (Radiometer). Sistema de clectroelución MiniProtcan (Bio 
Rad). 
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MATERIAL BIOLOGICO. 

1) Extractos bjoofisjarios. Se colectaron hipófisis de pollos de engorda (raza 

Pilch), machos, jóvenes (8 semanas de edad), pocos segundos después de su 

sacrificio. Inmediatamente después las glándulas se congelaron en hielo seco, y se 

mantuvieron almacenadas a -70"C basta su uso. La homogeneización se llevó a 

cabo a 4ºC, con una solución de inhibidores de proleasas (PMSF 0.5 mM y 

aprolinina 50 KIU/ml, pH 7.2) a una concentración de 0.3 g/ml. Después de la 

centrifugación en microluga, el sobrenadanle se mantuvo a -20"C basta su análisis 

por electroforesis. 

2) ~si§. RS!.11.2. Se obtuvo de pollos (Pilcb) jóvenes sanos, pocos momentos 

después de su decapitación. La sangre se dejó coagular a temperatura ambiente, se 

centrifugó, y el suero sobrenadanle se almacenó en ioles de 10 mi a -20"C basta su 

uso. 

3) Howonas. En estos experimentos empleamos GH de pollo -cGH-, purificada 

en el laboratorio (Arámburo et al., 1989a); cGH recombinanle -rcGH- (Amgen); GH 

de pavo, obtenida por cromatoenloque -tGH- (Proudman y Opel, 1990); cGH 

glicosllada -GcGH- (Bergbman el al .. 1987); prolaclina de pollo -ePRL- (AFP-4444b, 

donada por el Dr. Parlow, Torrance, CA.); PRL de pavo -IPRL- (Corcoran y 

Proudman, 1991); PRL de rala -rPRL- (NIDDK rPRL-86); PRL ovina -oPRL- (NIAOK

oPRL 17). Todas las hormonas se solubilizaron a una concentración de 1 µg/µI en 

amortiguador de bicarbonato de sodio 10 mM, pH 8.4, y se almacenaron a -20"C 

basta su uso. 

4) Anticuemos. Los anticuerpos policlonales a-cGH producidos en conejo se 

prepararon en el laboratorio (Arámburo et al., 1989b). Los anticuerpos monoclonales 

<>-cGH (MAbcGH) fueron proporcionados por el Dr. Bergbman (Bélgica). En algunas 

ocasiones, se purificaron los MAbcGHs a partir de liquido de ascitis, por 

cromalogralia en proleina A-selarosa, en condiciones de alta fuerza iónlca (véase 

apéndice B). Los anticuerpos poticlonales a-cPRL fueron proporcionados por el Dr. 

Parlow (Plluilary Hormona and Antisera Cenler). Tarnbién se emplearon anticuerpos 

<>-lgG de conejo, de origen caprino, acoplado con peroxldasa de rábano (Blo Rad). 

Como testigos, algunas veces se emplearon anticuerpos (lgG) porcinos. 

5) .Ql[u pro!eioas. La subunldad ca!alillca de la proleoina cinasa A (Lo!. 127F-

19505), la blstona H1 y la albúmina sérica bovina (Sigma, No. A-7030), fueron de 
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Sigma. La albúmina bovina (patrón en la delenninaclón de protelna) y los 

marcadores de peso molecular (PM), para el SDS-PAGE, y de punto lsoeléctrico 

(pi), para el isoelectroenfoque, fueron de Blo Rad. 

METODOS ANALITICOS. 

~ e(ec!roloréllcos. 

1) Electroforesis no desnaluralizante (ND-PAGE), en cilindro~ según Davis (1964) 

y Omsteln (1964). Los geles resolvedores se prepararon al 7.5 % de concentración 

de poliacrilamlda, y los geles separadores al 3.125 %, El amortiguador de corrida fue 

Tris 5 mM Gly 38 mM. pH 8.35. Durante la corrida se aplicaron 3 mA por gel (Véase 

Apéndice A1) 

2). Electroforesis desnaturalizante con SOS (SDS-PAGE), se realizó según 

Laammll, (1970). tanto en condicionas reductoras como no reductoras. Estos análisis 

se llevaron a cabo con el equipo miniProtean. Los geles resolvedor ~· concentrador 

se prepararon al 12.5 % y al 4 % de poliacrilamlda, respectivamente. El amortiguador 

de corrida fue Tris 25 mM, Gly 1~ mM, SOS 0.1%, pH 8.6. Duranle la electroforesis 

se aplicaron 150 V constantes (Véase Apéndice A2). 

3) lsoelectroenfoque .analítico (IEF). realizado en la cámara de Biophoresis 

horizontal. El gel empleado tuvo una concentración de 5 % de poliacrilamlda y 2 % 

de anfolinas. Los amortiguadores empleados fue~pn: Lys ·20 fl'.IM, Arg 20 mM, 

elanolamlna 2M (cátodo) y Asp 20 mM. Glu 20 mM (ánodo). En promedio, en la 

electroforesis se aplicaron 4000 VxH (aumentos graduales entre 5-1 O W durante 1 :30 

h y 2 h a 1500 V) (Véase Apéndice A3). 

4) Electroforesis bidimensional (20-PAGE). que se realizó en el sistema 

mlniProtoan. El gel de la primera dimensión se preparó al 4.35% de pollacril~ida, 

2% de anfollnas y 6 M de urea; Ja segunda dimensión consistió en un análisis de 

SDS-PAGE (ver aniba). Para la 1a. dimensión se aplicaron 3100 VxH (500 V durante 

10 min y 750 V durante 4 h). Para más detalles véase Apéndice A4. 
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lnmynoelec!ro!ransferencla CJ.Ea). 

Después de la electroforesis, las bandas de proteica se elec!ro!ransfirieron a 

membranas de nitrocelulosa o de lmmobl!on durante 30 mio a 200 mA en un 

amortiguador de Tris 25 mM. Gly 192 mM. metano! 20%. pH 8.3. para esto se empleó 

el sistema de miniProtean (Towbin et al., 1979: Arámburo et al., 1990a). A 

continuación, las membranas se bloquearon con una solución de gelatina al 3 % en 

PBS 10 mM, Naa 15 mM, pH 7.6 (tinción para variantes de cGH) o con albúmina 

sérica bovina (No. A-7030), al 3% en PBS. pH 7.6 (tinción de las formas glicosiladas). 

Posteriormente, para localizar a las variantes de la cGH, las membranas se 

inmunotil'leron por un sistema de doble anticuerpo: el primer anticuerpo (policlonal 

a-cGH, originado en. conejo [Arámburo el al., 1989b]) se empleó a una 

concentración de 1:2000 (v/v). El segundo anticuerpo fue a-tgG de conejo, de 

origen caprino, acoplado a peroxidasa de rábano, diluido 1 :3000 (v/v) en TPBS. 

Finalmente, las bandas lnmunorreactivas se revelaron con un'.1 soluclón de .. 4-

cloronaltol 0.05% y H 20 2 0.015% en metano! al 16.6% y PBS, durante 30 mio. Para 

localizar las variantes glicosiladas, se empleó la concanavalina A acoplada a 

peroxidasa de rábano (ConA-P) a una concentración de 4 µg/ml de solución al 1 % 

de albúmina, en PBS{rween 20 0.05%, pH 7.6. (Vé_ase Apéndice A5). 

A. HETEROGENEIDAD MOLECULAR DE LA cGH 
CIRCULANTE. 

Ajslarojeoto ~ ~ Q;aH i!. ~ s:Le. .fill.filQ mediante cromajografía 
~ jomunoafjnjdad. 

La cGH total presente en el suero fue aislada mediante cromatografía de 

inmunoalinldad, en un columna de selarosa 48 acoplada con el MAb a-cGH (Para 

mayores detalles del aislamiento del anticuerpo monoclonal ver Apéndice B). como 

se Indica en el Apéndice C. En el presente estudio, las preparaciones de cGH 

circulante se analizaron al menos en cuatro ocasiones por diferentes sistemas de 

electroforesis. 

Para cada purificaclóri se emplearon lotes de 10 mi de suero de pollos jóvenes, 

de raza Pilch, los cuales se conservaron congelados (-20"C) hasta su uso. Toda la 

cromalogra!ia se realizó a temperatura ambiente, y al término de ésta, la columna se 

almacenó a 4ºC. La cromatogralla se llevó a cabo haciendo reclrcular el suero por la 
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columna a un ftujo de 12 ml/h durante 2.5 h. Se eluyó Ja proteina no retenida con el 

amortiguador de aplicación (fosfato 50 mM, Naa 0.9%, Tween-20 0.01%, pH 7.6) y, a 

continuación. el amortiguador de alta fuerza Jónica (fosfato 50 mM. NaO 1 M, Tween-

20 0.01%. pH 7.6). Posteriormente, Ja proteina adsorbida especificamente a Ja 

columna se obtuvo al lavar con el amortiguador de elución (Gly 50 mM, Naa 0.9%, 

Tween-20 0.01%, pH 3-3.5), y cada fracción se recolectó en amortiguador de 

Tris/HO 100 mM. pH 7.5. Al final, se reequilibró la columna con el amortiguador de 

aplicación. 

Durante Ja cromalogralia se colectaron fracciones de 1 mi, y se leyeron en el 

espectrofotómetro a 280 nm. Las fracciones eluidas se dializaron contra DDH20 y se 

liofilizaron para su posterior análisis por SDS-PAGE, en condiciones reductoras y no 

reductoras, por IEF y por 20-PAGE; las bandas se analizaron por linción con azul de 

coomassie R-250 o por IET. 

Volumen de columna: 
Fracciones; 
Flujo: 
o.o. 

3.5ml 
1 mi 
12ml/h 
280nm 

Ajslamjento ~la~ .a .a.arfu ~ ™ J2.QL cromatografla ~ 
afinidad .(QQn A sefarosa). 

La columna de concanavalina A-sefarosa 48 se preparó según el protocolo ya 

publicado (Arámburo et al., 1991; véase Apéndice O). El volumen total de resina fue 

de 2 mi (que equivale a 30 mg de Con A acoplada a Ja columna). 

Después de su iiollllzaclón, la preparación de cGH sérica (un total aproximado de 

500 µg de proleina), se solubilizó en 2 mi del amortiguador de aplicación (Tris/Ha 20 

mM. Naa 0.15 M. Mna2 1 mM, eaa2 1 mM, pH 7.0). Se aplicó Ja muestra de 

proteina a la columna y se dejó en contacto con ésta durante 30 min. Pasado este 

tiempo, la proteina no retenida a Ja columna se eluyó con el amortiguador de 

aplicación. Cuando la absorbencia del eluldo se acercó a cero, se eluy6 Ja proteina 

retenida con el a-metll-manósido 10 mM. La proteina retenida restante se eluyó con 

a-metil-manósido 100 mM. Como último paso, Ja columna se regeneró por lavados 

secuenciales de: 1) Tris/Ha 100 mM. Naa 0.5 M. pH 8.5; il) amortiguador de 

acetatos 100 mM. Naa 0.5 M. pH 4.5; y iii) amortiguador de acetatos 100 mM, Naa 1 

M, Mg02 1 mM, Mna2 1 mM. azida de sodio 0.1 %, pH 6.0. y finalmente se 

almacenó a 4-C. 



Volumen del lecho: 
Volumen de las fracciones: 
Flujo: 
O.O.: 

2 mi 
1 mi 
15 ml/h. 
280nm 
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Las fracciones se agruparon en tres lotes: 1) eluci6n con amortiguador de 

apllcaci6n, 2) eluci6n con cx-metil-man6sido 10 mM y 3) eluci6n con cx-metil

man6sido 100 mM. Todas las preparaciones se dializaron contra DDH20 y se 

liofilizaron. 

Para identificar la cGH sérica glicosilada, se analizaron las fracciones de la 

cromatogralia por SDS-PAGE, bajo condiciones reductoras, e IET (tinci6n con suero 

policlonal cx-cGH y con Con A-peroxidasa). 

B. FOSFORILACION DE LAS GHs Y PRLs. 

a) Ensayo .d.Sl fosforj!ación lo ..Jdta:;¡ 

La fosforilacl6n ,;, "1iih>de la cGH se realiz6 según las condiciones ya descritas 

(Arámburo et al., 1990b; Oetting et al., 1986), con algunas modificaciones. 

Para estos experimentos empleamos las hormonas (GHs y PRLs) referidas en la 

secci6n de Material Biológico. Todas las hormonas se solubitizaron a una 

concentración de 1 µg/µI en amortiguador de bicarbonato de sodio 10 mM. pH 8.4, y 

se almacenaron a -20'C hasta su uso. 

En el presente trabajo se realizaron dos tipos de ensayos de loslorilaci6n: a) 

empleando s61o ATP radiactivo (Arámburo et al., 1990b), y b) con la adici6n de un 

exceso de ATP no radiactivo, esto último tenla como finalidad poner a competir los 

ATPs radiactivo y no radiactivo por los sitios de foslorilaci6n especfficos de las 

distintas hormonas. En el primer tipo de ensayo, se tom6 como testigo negativo la 

enzima más ATP marcado, pero sin hormona. Para el segundo ensayo, se tomaron 

en cuenta, como testigos negativos, las incubaciones de las hormonas con ATP 

radiactivo, pero sin enzima; y la incubación de la APK mas ATP marcado, pero sin 

hormona. 

Ambos tipos de ensayo de loslori1aci6n consistieron en incubar 3 µg de cada 

hormona con 30 unidades de la solución de protelna cinasa A (APK) y con la 
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solución de ATP radiactivo, y asi obtener un volumen de reacción total de 30 µl. La 

APK se solublllzó en amortiguador de loslorllaclón (Trls-HCI 50 mM, MgCl2 10 mM, 

pH 7.4) y con 5% de DTT (que se al'\adló a partir de una solución de DTI 

concentrada 500 µg/µI). En estos experimentos se empleó sólo i"P-A TP (primer tipo 

de ensayo) o una solución de ATP consistente en una mezcla de y""P-ATP y un 

exceso de ATP no radiactivo, que constituyó el segundo tipo de ensayo. 

En cada ensayo se emplearon 10 µQ de y""P-ATP, lo que equivale a 0.47 µM en 

la mezcla total de reacción. Para los ensayos de fosforilaclón de GHs se emplearon 

proporciones de 1:10; y""P-ATP:ATP no radiactivo; on ensayos con PRLs se 

emplearon proporciones de 1:100. 

Tanto la solución de ATP como la de APK se agregaron a la solución de 

hormona mientras el tubo eppendorl se manlenia en hielo. Fue hasta que todas las 

mezclas de reacción estuvieran listas que se inició la incubación de los tubos a 30"C 

durante 60 min. Durante este lapso, se tomaron alfcuÓtas para determinar la cinética 

de fosforilaclón. Para ol análisis por electroforesis desnaturalizanlo en condiciones 

reduoloras a la mezcla do reacción restante so le agregó amortiguador de muestra 

(5% do ,6'-mercaptoelanol) y con SOS (SD5-PAGE). Las muestras se calentaron a 

95'C durante 5 min antes de colocarlas en los carriles del gel. Al término de la 

electroforesis, los geles se tif'leron con azul de coomassie R-250 o se 

eiectrotransfirieron a membranas de lmmobilon, según las condiciones ya descritas 

(Apéndice AS). 

Los geles lef'lidos con azul do coomassie y secos, y las membranas de 

lmmobiion se incubaron a -10-C con pelicula para autorradiografia X-OMAT. Las 

placas fotográficas so revelaron con un lavado do 1-5 min en la solución reveladora 

(Deklol 1 :2 en agua). Después de lavar con abundante agua de fa llave, la placa se 

lavó 5 min en la solución fijadora. Finalmente, la película se lavó en agua y se dejó 

secar. 

Las membranas de lmmobllon, después de la autorradiogralia', se inmunotif'leron 

(véase lnmunoelectrotransferencia, arriba o Apéndice AS). 

b) Cinéticas d.!i:. fosforilacjóo ~ IM ~ :ll ~-

Con objeto de optimizar las condiciones para estudiar la olnélioa d1t fosforifaclón, 

Inicialmente se empleó la histona H1 como sustrato de Ja fot.forilaolón en un ensayo 

preliminar. Con base en fas condiciones desorttas arriba para Ja fosforlfaolón H1 ~ 
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se tomaron alicuotas a los tiempos de O, 5, 10, 20, 30, 45 y 60 mln y se colocaron en 

cuadros de diferentes tipos de soporte: papel de fosfocelulosa (Whatman P81), 

papel Whatman No. 41 y papel Whatman 3MM. Estos se lavaron (como se describe 

enseguida), y s. contaron con líquido de centelleo (PPO (~H,,,NO) 4%, POPOP 

(H24H6N 20,) 0.1% en toluano]. 

Para llevar a cabo la determinación de las cinéticas de fosforilación de las GHs y 

PRLs, a los tiempos de O, 5, 10, 20, 30, 45 y 60 min. se tomaron allcuotas de la 

mezcla de reacción (2 µI), y se oolocaron en cuadros de fosfocelulosa (Whatman 

PS1, 1 x 1 cm, uno para cada tiempo y cada hormona). Los papeles se dejaron 

secar durante 2-3 min. A continuación, se pasaron a frascos de vidrio y ah! se 

lavaron un total de 6 veces con una solución de TCA al 10% frfo (3 mi en cada 

frasco); cada lavado duró aproximadamente 15 min. Después, se lavaron los 

papeles con lsopropanol, primero, y después con acetona. Al final los papeles se 

cambiaron a frascos limpios, se les agregó 5 mi de líquido de centelleo y se midió la 

radiactividad incorporada en un contador beta, durante1 mln. 

La cinética de fosforilación de cada hormo!'a se determinó por triplicado, siendo 

los tres ensayos efectuados al mismo tiempo. En cada ocasión, se pusieron como 

testigos la APK con ATP marcado, pero sin hormona; y la solución de ATP sin APK y 

sin hormona. A las cuentas por minuto (CPM) de cada frasco se le restó la 

contribución promedio de los testigos. 

e) Determinación~~ esterificado .s lM hormonas. 

La determinación del ·contenido de fosfato esterifloado, se realizó en 

preparaciones puras de cGH (1.5 y 3 nmoles), oGH, tPRL, oPRL. rPRL y <H'Aselna, 

como testigo positivo (0.25y 0.5 nmoles), por el método de Buss y Stull (1983). 

En oada ensayo, se trataron alfouotas de las diferentes muestras con 25 µI del 

reactivo de ceniza [Mg(NO:J2 1 O % en etanol al 95%] y se calentaron hasta obtener 

un residuo blanco. Después, para disolver el residuo, se al'ladleron 150 µI de Ha 1.2 

N y 50 µI del reactivo de fosfato (mollbdato de amonio 10% en Ha 4 N, verde de 

malaquita 0.2%, 1:3, v/v). Después de 15 mln, el color resultante se midió a 660 nm 

en mlcroceldillas. La curva patrón se preparó con KH,.PO, (0-1.5 nmol Pi/mi). 
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C. AISLA.MIENTO DE LAS VARIANTES DE LA cGH. 

a) Electroelucióo ,d.st ~ nativos ,d.st poliacrilamjda (~ 
.EAG.E). 

Este protocolo se basó en las técnicas de Davis (1964) y Omstein (1964), con 

modificaciones de Nicoll (1971). Para más detalles ver la sección de métodos 

analiticos (arriba) y Apéndice E. En cada experimento se realizaron 8 electroforesis 

paralelas, donde se agregaron entre 40 y 60 µg de cGH a cada gel. Después de la 

electroforesis, se cortaron secciones de los geles que correspondieron a las bandas 

de las tres variantes de carga de la cGH (Rf= 0.23, 0.30 y 0.35). Uno de los geles se 

lif'ló con "Quick s!ain" (3.5% de ácido perclórico, O.~% de azul de coomassie G-

250) y se empleó como patrón. 

Posteriormente, las secciones de gel se electroeluyeron. Para hallar las mejores 

condiciones de electroelución se probaron amortiguadores de distinta fuerza iónica 

y pH, as! como diferentes sistemas de etectroelución (véase Apéndice E). 

Condiciones de electroelución. 

a) En una cámara ISCO, oon amortiguador de Tris-acetatos 40 mM (cámara 

interna) y 400 mM (cámara externa), pH 9.1. La electroelución se llevó a cabo 

durante 6 h a una potencia constante de 3 W y a 4 "C. 

b) En el sistema de electroelución MiniProtean, s. empleó un amortiguador de 

Tris-acetatos 50 mM pH 9.1. La electroeluclón se realizó a 10 mA por cada muestra, 

durante 6 h a 4ºC. 

o) En el sistema MiniProtean. se empleó el amortiguador de bicarbonato de 

amonio 60 mM, pH 9.6. Las condiciones de corrida fueron de 13-16 rnA por muestra 

durante 6 h a 4ºC. 

d) En condiciones ácidas y en el sistema MinlProtean, se empleó amortiguador 

de acetatos 50 mM, pH 4.5. Las condiciones de corrida fueron de 13-15 mA por 

muestra durante 5 h a 4ªC. 
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Las fraoolones recuperadas se dializaron oontra DDH20 y se llofllizaron. Entonoes 

se determinó la cantidad de proteina y se analizaron las fracciones por 505-PAGE e 

IET. 

b) Empleo ~ ~ despolimerjzables. 

Para la implementación de este sistema de aislamiento de variantes hormonales, 

nos basamos en las condiciones descritas con anterioridad (Andrews, 1986; 

Baumann y Chrambach. 1976; Ghaffari, 1988: Hansen, 1977: Hansen et al., 1980; 

Hansen, 1981: O'Connell y Brady, 1977: Tas et al., 1979;Voung et al., 1980). 

Para este trabajo, en la elaboración de geles para el anfllisis de ND-PAGE, se 

probaron tres tipos de entrecruzadores: N'N'-bis=acrililcistamina (BAC); N'N'

dihldroxietilen-bis-acrilamida (DHEBA): y N'N'-dialiltartardlamlda (DATO) (véase 

Apéndice F). 

Para el presente protocolo de aislamiento de variantes de cGH se empleó el BAC 

como entrecnJZador. Al término de la electroforesis, las secciones de gol 

correspondientes a las distintas variantes se cortaron (ver sección anterior). La 

protelna contenida en los geles se obtuvo según las condiciones de 

despolimerización descritas en al Apéndice F. 

A continuación, se intentó descartar los contaminantes de la despolimerización 

(restos de poliacrilamida y 8-mercaptoetanol) por dtterentes métodos: 

a) La mezcla de despolimerización se filtró en membranas de 0.45 µm (Millipore). 

b) Se cromatografió por una columna de seladex G-150, con un amortiguador de 

bicarbonato de amonio 10 mM pH 8.6. 

c) Se dializó contra agua. y la solución. sin 8-mercaptoelanol, se concentró por 

liofilización. 

Finalmente, en todos los casos, la cantidad de protelna recuperada se determinó 

por la reacción de Bradford la presencia de hormona por el análisis de 

inmunorreactividad en "do! blot" (véase Apéndice H), y la protelna finalmente 

recuperada se analizó por SDS-PAGE • 

e) lsoe!ectroenfogue preparativa (!Eq2). 

Para el isoeleclroenloque preparativo se empleó el sistema de Blophoresis 

Horizontal. En la preparación del soporte, las condiciones de corrida, la técnica para 
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detectar las prote!nas separadas y la recuperación de prote!na, se tomaron en 

cuenta las condiciones descritas por Frey y Radola, 1982, Andrews, 1986, y por los 

laboratorios de Bio Rad. Para detalles de esta técnica ver Apéndice G. 

En los experimentos preliminares se emplearon 5 mg de oGH (NlADDK--OGH-13, 

NIH), en los dos ensayos posteriores se ocuparon 3 y 4.5 mg de cGH pura (fracción 

BDE-1). En los ensayos de IEFp se aplicaron 900 V durante 16 h antes de aplicar la 

muestra; tras agregar la hormona. se aplicaron 2000 V durante 5 ha 4"C (24,400 V><H 

totales). 

Al término del IEFp, se determinó el gradiente de pH con un electrodo de 

superficie y con un potenciómetro, se localizaron las variantes separadas y se 

fraccionó la resina según la separación de las variantes. La prote!na de cada fracción 

se reouperó por e><tracción de la resina con DDH20. 

Posteriormente, se probaron distintas condiciones para eliminar las anfolinas: 

a) Cromatografía en sefadex G-10 en amortiguador de bicarbonato de amonio 

50 mM, pH 8.4. 

b) Electroelución en bicarbonato de amonio 10 mM, pH 8. 

c) Precipitación al 50 % de saturación con sulfalo de amonio. 

Finalmente, se determinó la cantidad de proteina recuperada y se analizó por 

SD5-PAGE, por IEF y por JET. 

d) Cromatoenfogue preparativo (QE:i2). 

Para esta técnica se empleó el lntercambiador iónico PBE-94 y "polibuffer 96". 

Para la preparación de la columna y para optimizar las condiciones de la 

cromalogralla, nos basamos en lo recomendado por Pharmacia. 

preparación .sil! 1A colymna 

1) Se preparó el amortiguador inicial (etanolamina/ácido acético 25 mM, pH 9.4). 

2) El amortiguador de e lución se obtuvo después de diluir el "polibuller" (25 mi) con 

agua 1:10 (v/v), ajustar el pH a 6.0 con ácido acético, diluir 1:10 con agua, y 

desgaslficar. 

3) Se equilibró el PS-94 en el amortiguador inicial (se empleó 20 mi de gel). Esta 

suspensión se desgaslficó. 
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4) Se empacó la resina al mayor Rujo posible (30 ml/h). Se lavó la columna hasta que 

el pH del eluyente fuera similar al pH del amortiguador inicial. 

Cromatoqrafia 

Como un ensayo preliminar. se intentó la separación de las variantes de carga de 

la GH ovina -oGH-. 

1) Se pesaron 5.5 mg de oGH. y se disoMeron en 0.5 mi de amortiguador inicial. 

2) Se ajustó el flujo de la cromatogralia a 25 ml/h. 

3) Se pasó 5 mi del amortiguador de elución por la columna. 

4) Se aplicó, entonces, la muestra. 

5) Se agregó el amortiguador de elución y se colectaron las fracciones cada 3 mi. 

Columna: 
Dimensiones: 
Volumen del lecho: 
Flujo: 
Vol. de cáda fracción: 

k9(30 (Pharmacla) 
9x280mm 
17ml 
25 ml/h 
3ml 

6) Con objeto de localizar los picos de proteina separados por el 

cromatoenloque, se analizaron alicuotas de cada fracción mediante la reacción de 

Bradford y leyendo su O.O. a 595 nm •. 

7) Para su posterior análisis. la proteína se precipHó con suHato de amonio al 100 

% de saturación, durante 3-4 h, a temperatura ambiente y se centrifugó a 28,BOCbcg 

durante 1 h a 4"C. 

9) Finalmente, las fracciones se dializaron contra DDH20 y se liofilizaron, antes de 

analizarlas por electroforesis (SDS-PAGE e IEF), y localizar la proteína por tinción 

con azul de coomassie R-250 o por inmunolinción especifica. 
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RESULTADOS 

A. HETEROGENEIDAD MOLECULAR DE LA cGH CIRCULANTE. 

A 1. ~ de tg i:G:l m ll!l!. qomol0<¡rofio de jnmunoolinidod 

La cGH sérfca se aisló por cromatograffa de fnmunoallnldad en una columna de 

sefarosa 4B oon MAb <>-eGH; en la figura 5 se muestra el patrón de efuclón liploc 

obtenido a partir de lotes de 10 mi da suero. Para este estudio, se realizaron 8 

ensayos de aislamiento de cGH circulante y los patrones de efuclón fueron 

semejantes. En su primera parte (fracciones 1 a 10), fa protefna elulda corresponde 

a las moléculas no retenidas a la columna. Las protelnas retenidas 

inespecificamente se eluyeron con el amortiguador da alta fuerza iónlca (AFI) 

(fracciones 10 a 40). La protelna retenida especlffeamente (cGH) se recuperó 

lavando con el amortiguador de elucfón (E), y se recolectó en Tris 100 mM. pH 7.5, 

para neutralizar las muestras. Finalmente, las condiciones Iniciales fueron restituidas 

al lavar oon al amortiguador de aplicación. y entonces, se eluyó otra porción de 

protelna (R). 

Mediante el análisis de lnmunorreac!Mdad y electroforesis (SDS-PAGE, ver 

sección que sigue) se comprobó que las fracciones E y R correspondieron a cGH. 

En esta técnica, la cantidad de protelna colectada a partir de cada lote de suero fue 

variable (entre 20 y 80 µg de proteína). 

A2. Coroclerizocioo eledroforélico de {QS ~ 

A partir de cada una de las preparaciones de cGH circulante aisladas, se llevaron 

a cabo los análisis eleetroforélicos correspondientes y, en todos los casos, los 

resultados siempre fueron constantes. En estudios anteriores se caracterizó al 

anticuerpo pollclonaf y se mostró que éste, en ensayos de RIA. no reocnoce a otras 

GHs ni PRLs (Arámburo et al., 1989b); asimismo en ensayos de 

lnmunoelectrotransferencla, se observó baja inmunorreac!Mdad de otras GHs (datos 

no presentados). En la figura 6 se observan los resultados del anfillsls por 

electroforesis desnaturalizante oon SOS (SDS-PAGE) • IET de la fraoolón purificada 

de oGH sérfoa. En la misma figura se compara el patrón eleclroforétioc y de 

lnmunorreaetlvfdad del extracto hlpolfslarfo fresoo de pollo. En oondlclones no 

reductoras, la lraeclón de oGH sérloa mostró 7 variantes 
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Figura S. AISLAMIENTO DE LA cGH SERICA POR CROMATOGRAFIA DE 
INMUNOAFINIDAD. Elución de proteina no retenida: fosfato 50 mM, NaCI 1 M, 
tween·20 0.05%, pH 7.6 (AFI: amortiguador de alta fuerza iónica); elución de proteína 
retenida: glicina 50 mM, NaCI 0.1 M, Tween·20 0.05%, pH 3.5 (E: amortiguador de 
elución); reconstitución (R): fosfato 50 mM, pH 7.6. Volumen de columna: 3.5 ml; 
volumen de les fracciones: 1 mi; flujo: 12 ml/h, D.O. 280 nm. 
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Figura 6. ANALISIS ELECTROFORETICO DE LAS VARIANTES DE MASA DE LA 
cGH SERICA (SDS·PAGE). Las variantes se localizlll'On por 111 irununotinción con 
antisuero específico. Recuadro de la izquierda: condiciones no reductoras (NR); 
recuadro de 111 derecha: condiciones reductoras (R). Carriles A Y D; extracto 
hipofisierio de pollo; cS.tTiles B Y C; cGH ai.:lada a partir de suero. Obsérvese la 
coincidencia en los patrones de heterogeneidad molecular para 111 cGH obtenida de 
tejidos diferentes. 
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de masa. con pesos moleculares de: 22. 45, 50, 80, 87 y dos variantes con PM 

mayor de 100 kDa (carril 8). A su vez, el extracto hipofisiario mostró variantes de 22, 

45, 62 y 80 kDa (carril A). En fas condiciones reductoras, en fa fracción de cGH 

sérica (carril D) se observaron también ?variantes de 16, 22. 26, 52, 62, 64 y 66 kOa; 

y en el extracto hipofisiario (carril C) se encontraron variantes de 16, 22, 26, 52 y 56 

kDa. En la tabla 111 se resumen estos resultados. 

Los resultados anteriores hacen evidente que la proteina aislada a partir del suero 

de pollo se comporta, por criterios de migración electroforética y de 

inmunorrreactividad, como cGH. Asi también. podemos observar que hay gran 

semejanza en la heterogeneidad molecular presente en el extracto hipofisiario y la 

encontrada en la cGH sérica. 

En fa figura 7 se muestran los resultados del análisis por IEF e IET. En la misma 

figura se presenta una comparación de los patrones de variación de carga de fa 

cGH hipofisiaria pura (fracción BDE-1) (carril 1), del extracto de hipófisis de pollo 

(carril 2) y de fa fracción de cGH circulante (carril 3) .. La fracción BDE-1 mostró seis 

variantes de carga con pis de 6.8, 7.1, 7.3, 7.5, 7.9 y 8.1. Por su parte, en el extracto 

hipofisiario se observaron variantes con pis de 5.9, 6.8, 7.1, 7.3, 7.5, 7.9, 8.1 y 8.2. En 

el caso de la cGH circulante se encontraron isoformas con pis de 5.45, 6.2, 6.8, 7.1, 

7.5 y 8.1, además de otras dos variantes acídícas (que no se aprecian bien en fa 

fotografía), presentes en mucha menor proporción. En la tabla 11 se resumen los 

resultados de la heferogeneidad de carga . 

En la figura 8 se observa el análisis bidimensional y de IET de la cGH presente en 

fa circulación. Por esla técnica se observaron al menos 6 variantes de la cGH, con 

diferencias en la carga y con el mismo PM (26 l<Da. condiciones reductoras). Este 

patrón bidimensional es semejante al observado para fa cGH hipofisiara pura (BDE-

1) y el extracto hipofisiario de pollo (Arámburo el al .. 1990a; véase también figura 4). 

U ~ de lll C.=&! oo ll!l!'. cromologroUg 
de 2flni.d.ad. 

La purificación de la G-oGH sérica se muestra representada en la figura 9. El pico 

principal (lado izquierdo) lo constituye la protelna no retenida a la columna de ConA

sefarosa (hormona no gllcosliada), que se •luyó al lavar la columna. Para elulr fa 

protefna retenida, se agregó a-metiknanósldo 10 y 100 mM (A y B. 

respectivamente). De esa eluolón se recuperaron dos pequel'íos picos de proteina 

(en el recuadro se observa una ampllflcaclón}: para su análisis electroforétioo, 
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Figura 7. ANALISIS POR ISOELECTROENFOQUE (IEF) DE LAS VARIANTES DE 
CARGA DE LA cGH. Las: variantes se localizaron por inmunotinci6n específica. Carril 
1: cGH pura; cmrll 2: extracto hipofisiario; cmril 3: fracción de cGH sérica. La 
preparación de cGH sérica mostró isoformas: con pis de 5.45, 6.2, 6.8, 7.1, 7.5 y 8.1; 
obsérvese que les variantes mayoritarias (pi DE 6.2, 6.8, 7.1, 7.S y 8.1) coinciden con las 
existentes en el extracto hipofisiario y en la fracción pura de la hormona. 
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TABLAll. 
VARIANTES DE CARGA DE cGH PRESENTES EN HJPOFISIS Y 

EN CIRCULACION. 

pI Hipófisis Suero 

5.45 + 
5.9 + 
6.2 + 
6.8* + + 
7.1 • + + 
7.3 + 
7.s• + + 
7.9 + 
8.1 • + + 
8.2• + 

+=presencia., -= ausencia. •=variantes ma:yoritmi.m. 
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Figura 8. CARACTERIZACION DE LAS VARIANTES DE CARGA DE LA cGH 
CIRCULANTE POR ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL. Las variantes se 
observaron por inmuntinción específica. En esta figura se observan u1 menos 1 
isoformas de la cGH con el mismo peso molecular y diferente punto isoeléctrico. 
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Figura 9. PURIFICACION DE LA VARIANTE GLICOSILADA DE LA cGH 
CIRCULANTE POR CROMATOGRAFIA EN CONCANAVALINA A-sefarosa. 
Eluci6n de proteína no retenida: Tris/HCl 20 mM, NaCl 0.15 M, MnC12 1 mM, CaCl, 1 
mM, pH 7.0; eluci6n de In proteína adsorbida: 10 y 100 mM de <>'111etil·man6sido, 
fracciones A Y B respectivamente. En el recuadro superior se observa la amplificaci6n 
de la rcgi6n de eluci6n de la variante glicosilada. Volumen del lecho: 2 mi; volumen de 
las fracciones: 1 mi; flujo: 15 ml/h. 



42 

ambas fracciones se dializaron y liofilizaron por separado. Porro cstudioen SDS-PAGE e 

IET con anticuerpo policlonal, se observó que las proteinas de los picos A y B eran 

idénticas, por lo que se reunieron en una sola. 

En la figura 10 se observan los resultados del análisis por SDS-PAGE e IET de las 

distintas fracciones de la cromatogralia en Con A-sefarosa, asi como de las 

preparaciones de la hormona pura (carril B) y de extraclo hipofisiario fresco de pollo 

(carril C). 

En la preparación de cGH pura se encontró el patrón de heterogeneidad de 

masa ya antes publicado (Arámburo et al., 1990a): fragmento (16 l<Da), la forma 

monomérica (26 kDa), agregados (40-55, 62 kDa) y formas posiblemente resistentes 

a la reducción con P'-mercaptoetanol (22 kDa). El extraclo hipofisiario mostró 

resultados muy semejantes: fragmentos (16 y 18 kDa), monómero (26 l<Da). 

agregados (40-55, 62 y cercanos a 100 kDa), formas resistentes a la reducción (22 

l<Da) y variantes glicosiladas (29 l<Oa). 

Por su lado, las fracciones de la cromatografía .de afinidad se analizaron por 

duplicado: unas fracciones se inmunolii'\eron con el anticuerpo policlonaJ a-cGH 

(carriles D y E) y las otras se tii'leron con ConA-P (carriles F y G). En la fracción de 

protelna no retenida a la columna se observaron varias bandas inmunorreactivas al 

anticuerpo policlonal (carril D) con PM de: 16, 18, 26, 31 y 62 y 66 l<Oa. Cuando esta 

fracción se tii'ló con la ConA-P (carril F) no se observaron bandas reactivas a la 

lactina. La fracción retenida a la columna de afinidad mostró, asimismo, varias 

bandas inmunorreactivas al anticuerpo policlonaJ (carril E) con PM de: 16, 29, 31, 62 

y 66 kDa: con la tinción de la ConA-P (carril G) se observaron bandas de 29, 55, 62 y 

66 l<Da. En la tabla 111 se muestra una comparación total de la heterogeneidad de 

masa de la cGH que se observó en este estudio (Figuras 6 y 10). 

La presencia de una forma inmunorreactiva a los MAb a-cGH, suero policlonal, y 

reactiva a la concanavalina, en la fracción retenida a la columna de afinidad, permite 

sugerir que se trata de la forma glicosilada de la cGH circulante. 

B. FOSFORILACION DE LA GHs y PRLs. 

a1.~ IÍJkthl 

En las figuras 11 y 12 se observan los productos de la fosforilación provocada por 

la subunldad catalilica de la protelna cinasa dependiente del AMPc (APK), después 

de una Incubación de 30 min en presencia de -y32P-ATP En la primera de estas 
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Figura 10. ANALISIS ELECTROFORETICO (SDS·PAGE, en condiciones reductoras) 
DE LAS FRACCIONES ELUIDAS DE LA COLUMNA DE CONCANAVALINA A· 
sefarosa. El c1DTil A se tiñó con negro mnido; los carriles B a E se irunW1otiñeron con 
suero a·cGH; y los carriles F y G se tiñeron con concanovalino A·peroxidoso. CaJTil k 
morcodorcs de peso molecular, conil B: cGH pura; carril C: extracto hipofisiorio; 
caJTiles D y E: fracción no ack!orbida o lo columna; carriles F y G: fracción retenido o lo 
columna. Obsérvese la presencia de uno proteína de 29 kDa, irununorrcactivo al 
anticuerpo policlonal y reactivo o lo concanavalina A (carriles E y G), WI& bando de 
peso moleculorsimilor se observa también en el extracto hipofisimio. 



TABLAlll 
VARIANTES DE MASA DE cGH PRESENTES EN HIPOFISIS Y 

EN SUERO. 

Peso 
Molecular 
(kDa) 

(R) (NR) 

HIPOFISIS SUERO HIPOFISIS SUERO 

16.8* 
22.0• 
26.0* 
28.8 
31.0 
45.0* 
50.0 
52.0 
56.0 
62.0 
64.0 
66.0 
80.0 
86.7 
>100 

+ + + 
+ + 
+ ... 

+ 
+ 

+ + 
+ 
+ + +-

+ 
+ + 

+-
+ 
+ 

R= condiciones reductoras, NR= condiciones no 
reductor11:1, +=presencia, ausenciL +-= 
posible presencia. •= variantes aayoritarias. 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
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Figuni 11. ANALISIS ELECTROFORETlCO DE LOS PRODUCTOS DE 
FOSFORILACION DE LAS HORMONAS DE CRECIMIENTO (GH) DE AVES POR 
LA PROTEINA CINASA DEPENDIENTE DE AMPc Y EN PRESENCIA DE y32 P. 
ATP. Cruril 1: tinción con ilZul de coomassie; carril 2: electrotransfercncia e 
irunwiotinción con a·cGH; cmril 3: auto1TOdiografí1S. Panel A:. mvcadores de peso 
molecular y cGH como patrón. Panel B: cGH més APK. Panel C: G·cGH mós APK. 
Panel D: tGH mas APK. Panel E: APK sola. Las películas se expusieron durante 24 h. 
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figura, en el panel A se observa, al lado de los marcadores de PM. la preparación 

pura de la cGH lel'llda con coomassie R-250 (carril A1) y por IET (carril A2). Este 

patrón electroforético y de inmunotinción es semejante al ya mostrado (Arámburo el 

al .. 1990a). En los páneles 8 y O, la cGH y IGH. respectivamente, se incubaron con 

la APK y el -y32P·ATP. En los carriles 81 y 01 (linción con coomassie), y carriles 82 y 

02 (inmunotinción) se observa la presencia de la forma monomérica de las 

preparaciones hormonales. Es en los carriles 83 y 03 que se observan los análisis 

por autorradiografias de los geles anteriores. En ambos casos, se observa la 

presencia de una banda marcada en la misma posición que las hormonas 

correspondientes: las otras bandas con marca radiactiva corresponden a los 

componentes de la preparación de APK, como se muestra en el carril donde se 

adicionó sólo la APK (carril E3). En el panel e se observan los resultados obtenidos 

con la variante glicosilada de la cGH. Aunque se observó Ja presencia de la variante 

hormonal (29 kDa), tanto por tinción con coomassie como por IET (carriles C1 y C2), 

no se encontró una banda marcada radiaclivamente, después de 24 h de 

exposición con la pelicula. El mismo resuHado se obllNo cuando se incubó la 

preparación hormonal durante 60 min. 

En Ja figura 12 se observan los resuHados de la incubación con APK, durante 30 

min, con las diferentes preparaciones de PRL. En el panel A se observan Jos 

marcadores de PM (carril A1), y la cGH usada como testigo, tel'lida con coomassie 

(carril A2) y por JET (carril AS). En los carriles 1 y 2, de los páneles B-E, se observan 

las prolelnas tel'lidas con coomassie y por inmunotinción con anticuerpo a-cGH, 

respectivamente; en estos carriles 2 no se observa ninguna banda inmunorreacllva, 

lo cual demuestra, por una parte, Ja gran especificidad del anticuerpo para la cGH, y 

por la otra que las preparaciones de PRI no estaban contaminadas con GH. En los 

páneles 83-03 se observa la presencia de bandas marcadas radiactivamente que 

corresponden con las bandas de PRL teñidas con coomassie (carriles 81 y 01). En 

el caso de la cPRL y oPRL se observó sólo una banda fosforilada. Sin embargo, con 

la !PAL se observaron dos bandas marcadas, y que correspondieron a las dos 

bandas tel'lidas con commassie (carril C1); esto es debido a que la preparación 

hormonal empleada contiene a la holoproleina y a Ja variante glicosilada sin separar. 

Este hecho mostró que, a diferencia de Jo que sucede con la G-cGH, la G-tPRL es 

fosforilada muy eficientemente por la APK. Finalmente, en el panel E se muestran 

los resuHados del análisis de APK sola y que sirvió como testigo. Como se puede 

observar, en este, ninguna banda marcada se hizo 
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Figura 12. ANALISIS ELECTROFORETICO DE LOS PRODUCTOS DE 
FOSFORILACJON DE LAS PROLACTJNAS (PRL) DE AVES POR LA PROTEINA 
CINASA DEPENDIENTE DE AMPc Y EN PRESENCIA DE -yl2P-ATP. Cerril 1: 
tinción con azul de coomossic; cerril 2: clectrotnmsferencia e inmunotinción con 
<>-cGH; cerril 3: automidiografía. Pancl A: marcadores de peso molecular y cGH como 
patrón. Panel B: cPRL más APK. Panel C: tPRL y G·tPRL más APK. Pancl D: oPRL 
más APK. Panel E: APK sola. Las peliculas se expusieron durante 1 h. 
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evidente en la zona correspondiente a las PRLs. Estos mismos resultados se 

obtuvieron cuando se incubaron las muestras durante 60 mln. A diferencia de los 

ensayos de GH, los análisis autorradiográlicos de los ensayos de PRL son el 

resultado de ta exposición de la peficula fotográfica durante 1 h. 

En ta figura 13 se observan los resullados de un segundo tipo de ensayo de 

foslorilación; donde el Y"P-ATP se puso a compelir con un exceso de ATP no 

marcado. En los páneles A y B se analizaron las PRLs. y en los páneles C y O se 

analizaron las GHs. En el panel A se muestran los productos de loslorilación, 

visualizados por autorradiogralía, al incubar tas PRLs (cPRL. IPF\L, rPRL y oPRL, 

respectivamente) con Y"P-ATP, pero sin adicionar la APK. Como se observa, no se 

detectó ninguna banda marcada en la zona de las PRLs; eslo demuestra que el 

proceso de foslorilación es totalmente especifico y dependiente de la actividad de la 

APK. En el panel C observamos los resultados de un análisis similar, donde las GHs 

(cGH, IGH y G-cGH, respectivamente) se incubaron con Y"'P-ATP. pero sin APK. 

Aqui también, ante la ausencia de la enzima no se observó la presencia de alguna 

banda marcada radiaclivamente, lo cual demuestra que la incorporación de fosfalo 

radiactivo es el resullado de un proceso especifico de la APK. En el panel B se 

observan los resultados de incubar las PRLs con la .APK, con Y"'P-ATP y con un 

exceso de 100 veces de ATP no radiactivo. En estas condiciones se observaron 

bandas marcadas radiactivamente en las zonas correspondientes a las PRLs, al 

mismo tiempo, desaparecieron las bandas marcadas que correspondían a la propia 

preparación de APK (comparase con la figura 12. carriles BS-03). Estos resultados 

son una prueba clara de la competencia entre los ATPs radiactivo y no-radiactivo por 

los mismos sitios de fosforilación en las diferentes hormonas. En el panel O se 

observan los resultados de ensayos similares de fosforilación con GHs, en los cuales 

se adicionó un exceso de 10 veces de ATP no radiactivo con respecto al y"P-ATP. 

Aqui también se hicieron visibles bandas marcadas en las zonas de la cGH (carril ·1) 

y IGH (carril 2), pero no en la G-eGH (carril 3), lo cual es coherente con to observado 

en la figura 11. Asi también, en este análisis se observa una importante reducción de 

la intensidad de marca radiactiva de ta bandas propias de la preparación de la APK, 

aunque no desaparecieron. 
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Figura 13. ANALISIS ELECTROFORETICO DE LOS PRODUCTOS DE 
FOSFORJLACION DE LOS ENSAYOS SIN APK Y EN COMPETENCIA CON UN 
EXCESO DE ATP NO RADIACTIVO. Paneles A y B: prolactinas (cmTil 1: cPRL; 
cWTil 2: tPRL y G·tPRL; carril 3: rPRL; y carril 4: oPRL). Panelc C y D: honnonos de 
crecimiento (canil 1: cGH; canil 2: IGH; carril 3: G·cGH; y canil 4: APK sola En los 
paneles A y C se muestran los resultados por automidiognifía de ensayos de 
fosforilación sin la adición de APK. En el paneles By C se observan los resultados de 
ensayos de fosforilación donde se pusieron a competir '>"2ATP y ATP no radiactivo 
(Panel B: 1:100; en el panel D: 1:10). 
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Figura 14. CINETICAS DE FOSFORJLACION DE LA HISTONA 1. En la 
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b) lklerminqd6o lle ll! ~lle~. 

En un primer ensayo, con el objeto de optimizar las condiciones experimentales. 

se empleó la Hlstona H 1 oomo sustrato a ser fosforllado, se probaron distintos 

papeles, para servir como soporte en la precipitación de la protelna fosforilada. 

Como se muestra en la Figura 14, al aumentar el tiempo de incubación. cuando se 

empleó el papel de fosfocelulosa P81, la cinética de fosforllación de la hlstona H 1 fue 

más regular. y coherente con un aumento continuo y gradual de la protelna 

marcada.En los otros casos. las curvas presentaron cambios bruscos e inconstantes 

entre un tiempo y otro. Por este análisis decidimos trabajar con la fosfocelulosa P81. 

como soporte para retener a las hormonas fosforiladas precipttads con TCA. 

En las figuras 15 y 16 observamos las cinéticas de fosforilación de las GHs y 

PRLs. respectivamente. Es Importante seí'lalar que estos ensayos de fosforifación se 

llevaron a cabo al poner a competir ATP radiactivo con un exceso de ATP no 

radiactivo. Para cada cinética se muestra el promedio de tres ensayos 

independientes. La desviación estándar promedio de las cinéticas fue: cGH= 1200; 

IGH= 3800; cPRL= 900; IPRL= 2100 y rPRL= 7200. Como se observa en ambas 

figuras. la incorporación de fosfato radiactivo aumenta de una manera claramente 

dependiente del tiempo de incubación. Después de 30 a 40 mln de incubación, la 

Incorporación de marca radiactiva alcanza un nivel máximo, lo que sugiere la 

saturación de los sitios de fosforilación. Como se observó en la Figura 13, aquí 

también se obtuvo una mayor incorporación de fosfato radiactivo en las PRLs que en 

las GHs. lo cual nos habla de la mayor capacidad de la APK para fosforilar a las 

primeras con respecto a las segundas. Asi entonces, estos resultados muestran que 

la fosforilación de las hormonas es un proceso altamente especifico, donde el fosfato 

radiactivo y no radiactivo compitieron por un número fintto de los mismos sitios de 

fosforilación. 

e) IJelerminqciOo ~lle fQSfmQ ~.a !.as h2rms. 

Como una prueba de que la fosforilación de las hormonas (GHs y PRLs) es un 

proceso de transformación que ocurre en la hipófisis de manera real, se determinó 

el contenido de fosfato esterilicado a las correspondientes protelnas. Los resultados 

de este estudio los vemos en la tabla IV. Tanto las preparaciones puras de PRL 

como de GH tuvieron una cierta cantidad de fosfato, que aqul se comparan tomando 

en cuenta la relación molar de fosfato esterilicado con respecto al número de moles 

de proleina. En este análisis se observa que la <>-easeina presenta una cantidad muy 
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Figura 16. CINETICA DE FOSFORILACION lli YIIBQ DE LAS PRLs (cPRL, 
tPRL y rPRL). Cada punto representa el promedio de tres ensayos 
independientes. 
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TABLA IV 
CONTENIDO DE FOSFATO EN GH Y PRL. 

Muestra Contenido de fosfato 
runolPO"Jrunol proteína 

(x:tSEM) 

oGH 0.39 :t 0.03 (n=S) 

cGH 0.44. 0.54 • 

oPRL 0.24 :t 0.02 (n=S) 

rPRL 0.16. 0.25 • 

tPRL 0.63. 0.74 • 

a·cascína 5.01 :t 0.23 (n~12) 

* Oeter-minaciones por- duplicado. 

aira de fosfato esteritioado (5.01 nmoltnmol de protelna) y semejante al contenido ya 

mostrados (.l'iramtiuro et ai:. 19Wal. Y. es por esto qo,ie se utiliZo· como er teslli;i? 

posttlvo y patrón de comparación para las hormonas hlpofisiarias ensayadas. Entre 

las hormonas probadas, la tPRL presentó la mayor cantidad de fosfato esterifloado 

(O.es nmoVnmol de protelna), seguido por la cGH (0.48 nmoVnmol) y la oGH (0.39 

nmo!lhmolJ, Canlli:lades menores tuvieron las oPRl:. (tl.Z4 nmol)'hmoll. v. rPRL ci;i.zr 
nmollnmol}. Los anteriores resultados apoyan nuestra hipótesis de qJ.Je las 

hormonas GH y PRL son transformadas por fosforilaclón de manera natural. 

C. AISLAMfENTO DE LAS VARIANTES MOLECULARES 
DELAcGH. 

C. l. Etectroe!udoo. 

Por este Qrotooolo se oonsl~ló aislar a tres variantes de oaf'IJ'I de la oGH con Rfs 

d• 0.23, 0.30 y 0.35 separadas por ND-PAGE (Arámburo et al., 1989a; !bid, 1990a). 

En cada gel H cargó entr• 80 y 100 µg de oGH total. La eflclancla d• las 

conal"Otbnes de e1ecttoe1\Joii:ín Ñ• evai\Jaa·a por mealo ae 1a oandaaa· llhat ae 

proterna r•ouperada. 
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Con el empleo de la cámara ISCO y un sistema de amortiguadores (Tris-acetatos 

40 y 400 mM) con pH 9.1, se consiguió recuperar entre 40-50% de la proteína 

inicialmente aplicada a los geles. Al emplear el sistema de electroelución 

mlniProtean, y con un amortiguador semejante (Tris/acetatos 50 mM, pH 9.1) se 

recuperó aproximadamente el 50%. Con el empleo de un amortiguador más alcalino 

(bicarbonato de amonio 50 mM, pH 9.5), se obtuvo una mayor recuperación (50-

60%). 

Finalmente, para la electroelución, se probaron condiciones ácidas (acetatos 50 

mM. pH 4.5). Durante estos ensayos acontecieron algunos problemas técnicos, 

posiblemente causados por el uso de un amortiguador muy volalil, lo que explica 

que la recuperación resultó muy baja (20-30%). En la tabla VI se resumen los 

porcentajes de recuperación obtenidos por las diferentes condiciones de 

electroefuci6n. 

C.2. [!:soo!imerizoción df ~-

Con la finalidad do incrementar el porcentaje de proteína aislada y extraída de los 

geles de ND-PAGE, se probaron varias condiciones de dospolimerizaci6n de geles. 

En un inicio, se probaron tres tipos de ontrocruzadores (BAC, DHEBA y DATO) para 

sustituir a la BIS-acrilamida en fa elaboración de los geles. 

Con el BAC se elaboraron geles totalmente transparentes, mecánicamente 

re$istentes y con un comportamiento adecuado para el enfoque de las bandas de 

proto;iína. La despolimerización fue rápida (<30 min) y se emplearon condiciones no 

demasiado drásticas (aprox. 4% de .8-mercaptoetanol durante 30 min a temperatura 

ambiente para despollmerizar). Con los ontrecruzadores DHEBA y DATO se 

obtuvieron geles con .características muy semejantes: transparentes, resistentes, 

adecuados para el enfoque de la proto!na. Sin embargo, la despolimerización de 

estos últimos fue más lenta (toda fa noche) y algo más drástica (solución de ácido 

peryódlco al 5%). Por estos resultados, elegimos al BAC _como el más propicio para 

el intento de aislar las variantes hormonales. 

Una vez despolimerizado el gel que contenía la proteína tue necesario limpiar a 

ésta última de los contaminantes: poliacrilamida y .8-mercaptoetanol, para lo cual se 

probaron distintas técnicas: 

f. Se lnlent6 eliminar las hebras de poliacrilamida filtrando el gel despollmerizado 

a través de filtros de 0.45 µm (Millipore); este procedimiento no fue efectivo porque 

se obfHeraron los filtros. 
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11. Se pretendió aislar la proteína por cromalogralía de exclusión molecular 

(sefadex G-150). Durante la cromatogralia. el lecho se alteró y se bloqueó el flujo por 

la columna. 

111. Finalmente. se intentó eliminar inicialmente el 8-mercaptoetanol por diálisis. y 

se concentró la solución de proteina por liofilización. Se observó que una cantidad 

importante de las hebras de poliacrilamida coalescla, lo cual permitia su eliminación. 

De esta manera, se recuperó una preparación de proteína donde se podía llevar a 

cabo la determinación de proteína y el análisis electroforético. 

Empleando geles con BAC como entrecruzador, y siguiendo el último protocolo 

en la separación de los contaminantes de la despolimerlzación, se consiguió aislar a 

dos variantes de carga de la cGH (RI= 0.23 y 0.30). Se aplicó a cada gel 80 a 100 µg 

de hormona y se recuperó aproximadamente un 30% de la proteina inicial (véase 

tabla VI). 

C.l lsoe!eclroenfooue ~. 

En los ensayos preliminares, utilizando la oGH como material de ensayo se 

optimizaron las condiciones de la técnica. En dos ocasiones posteriores se empleó 

esta técnica para la separación de las variantes de carga de la cGH (fracción BDE-1). 

En la figura 17 se observa el gradiente de pH (porción superior de la figura) del 

soporte del IEFp. Como se observa, en la región catódica, se presenta una región 

más lineal , y es ahí donde se separan las variantes de la hormona. En la porción 

inferior de la figura se muestra la representación esquemática de las tiras de papel 

que sel'lalan la separación de proteína. La muestra de proteína se aplicó 

aproximadamente a la mitad de la longitud del soporte, y se observó una clara 

migración diferencial de las variantes hormonales: desde proteinas más bien ácidas 

(11-14 cm) a variantes alcalinas (1.7-3 cm). 

Para eliminar las anfolinas de las fracciones de protelna recién recuperadas se 

intentaron varios métodos: 

l. Con la cromatografía en sefadex G-10 prácticamente no se consiguió remover 

a las anfolinas. 

11. Con la electroelución no se descartó la porción de anfolinas. 

111. Con precipitación con sulfato de amonio se pudo eliminar en casi todas 

las fracciones a las anfolinas presentes. Sin embargo, en el proceso se perdió 

una cantidad Importante de la protelna. A pesar de la pérdida 
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Figura 17. REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL GRADIENTE DE pH 
(mn"ba) Y SEPARACION DE VARIANTES DE LA cGH (abajo), POR 
ISOELECTROENFOQUE PREPARATIVO. El gradiente de pH se detenninó 
directamente en el soporte del IEFp, con Wl electrodo de supctficie. Abajo, se 
muestran las vmiMtes abladas, su localización con respecto al gradiente de pH y 
la manera en que se .recuperaron las fracciones del soporte. 
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de proteina, se empleó este último protocolo para limpiar las fracciones que 

contenian a las variantes de la cGH y poder analizarlas electroloréticamente. En 

estos últimos ensayos, con las fracciones 2 (pH entre 7.5 y 8.3), 3 (pH entre 7 y 7.5), 

6 (pH entre 6.1 y 6.3(, 7 (pH entre 5.9 y 6.1) y 8 (pH entre 5.8 y 5.9), se recuperó 

aproximadamente 30 a 40 % (véase tabla VI) de la proteina inicialmente aplicada al 

sistema de purificación. 

Por el análisis en IEF e IET (resuttados no mostrados) se comprobó que la 

proteina recuperada era cGH (inmunorreactiva al anticuerpo especifico para la 

hormona). En el mismo análisis se obtuvo un patrón de variación de carga 

(fracciones 2, 3, 6-8) complejo. Aunque entre las diferentes fracciones existen 

diferencias en la concentración de proteina, y en la proporción de algunas bandas, 

los resultados son semejantes al patrón de heterogeneidad de carga de la cGH total 

(véase figura 4). 

C.4. Oomoloenfooue. 

En la figura 18 se muestra el cromatograma de la separación de las variantes de 

carga de la oGH por cromatoenfoque. En esta figura se observan los picos de 

proteina (determinación de proteina por la reacción de 8radford) de las diferentes 

fracciones de la cromatografia; así se puede observar que varios picos de proteina 

se separan claramente. De cinco de estas fracciones - A, 8, C, E y F- (pis= 8.08, 

7.82, 7.56. 7.28 y 7.05). que representaban la mayor cantidad de la proteína, se 

recuperó la hormona para su análisis electroforético, por precipitación con suttato de 

amonio al 100% de saturación. 

En la figura 19 se observa el análisis por SDs-PAGE e IET de las fracciones del 

cromatoenloque (carriles 5-9). En la misma figura, se presenta el patrón 

electrolorélico del extracto hlpofisiario de pollo. la cGH pura y oGH (carriles 2, 3 y 4). 

La forma mayoritaria de la oGH (23 kOa) se encontró en todas las fracciones, el 

fragmento de 15-16 kOa y el dimero de 45 kOa se observaron en las fracciones A-C y 

E, variantes entre 35-40 kOa se observaron en las fracciones 8 y C, variantes 

mayores de 50-60 kOa se observaron en las fra=iones 8, C y E. y variantes de PM 

menor a 14.4 kOa se hicieron evidentes en las fracciones By C. 

En la figura 20 y en la tabla V se muestran los resultados del análisis por IEF e IET 

de las fracciones A-C (carriles 2-4, respectivamente), en el carril 1 se observa la 

variación de carga de la cGH pura (fra=ión 8DE-1 ). 
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Fi&ura 18. SEPARACION DE LAS VARIANTES DE CARGA DE LA oGH 
MEDIANTE CROMA TO ENFOQUE. Cohnnna k9/30 (9 x 260 mm); clución 
Polibuffcr 96, pH 6.0; flujo: 25 ml/h; volumen de coda fracción: 3 mi. 
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Figura 19. ANAUSIS ELECTROFORETICO {SDS·PAGE) DE LAS 
FRACCIONES DE oGH, SEPARADAS POR CROMATOENFOQUE. Las 
bandas de proteína se ínmunotiñcron con anticuerpo específico. Canil 1: 
marcadores de PM {tinción con negro muido); carril 2: cGH pun. {fracción BDE· 
1); cmri! 3: cGH rccombinmrtc; cBtTil -4: oGH pura (NIH); cmrilcs 5·9: fraccione: 
del cromatoenfoque A·C, E y F, respectivamente. 
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Figura 20. ANALISIS POR ISOELECTROENFOQUE (IEF) DE LAS 
FRACCIONES DE oGH, SEPARADAS POR CROMATOENFOQUE. Cmril 1: 
cGH pura (fracción BDE-1); canil 2-4: fracciones A-C. El pH se detennin6 por la 
distnbución de los marcadores de pi (BioRad). y directamente por un electrodo 
de superficie. 
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TABLA V 
VARIANTES DE CARGA PRESENTES EN LAS FRACCIONES 

OBTENIDAS POR 
CROMA TO ENFOQUE PREPARATIVO,. 

FRACCIONES A B e 

pl <5.0 
5.0 
5.2 
5.8 5.8 
6.5-6.8 6.7-6.9 6.8-6.8 
7.0 7.0 7.0 

7.2 
7.5-7.8 7.5 7.5-7.8 

7.7-7.8 
8.0 8.0 8.0 
8.2 8.2 
8.4 8.4 
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Finalmente, a manera de reoopllaci6n, en la tabla VI se presentan los resultados 

en la recuperación de proteína obtenida por los diferentes métodos de aislamiento 

de variantes de la cGH. 



TABLA VI 

RECUPERACION DE PROTEINA POR LAS TECNICAS 
DE AISLAMIENTO DE VARIANTES DE LA cGH. 

Sistemas de 
Purificación 

Recuperación 
Amortiguador 

ELECTROELUCIÓN 

cámaraISCO 
miniProteao 
miniProtcan 
miniProtean 

Tris-acetatos 40 y 400 mM, pH 9.1 
Tris-acetatos 40 y 400 mM, pH 9.1 
bicarbonato de amonio 50 mM, pH 9.5 
acetatos 50 mM, pH 4.5 

GELES 
DESPOLIMERIZABLES 

IEFP 

CROMATOENFOQUE 

(%) 

40-50 
50 
50-60 
20-30 

30 

30a40 

40 
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DISCUSION 

A partir de 1986 (Carranza y Arámburo, 1986) se demostró la e><lstencla de 

variantes moleculares en preparaciones de cGH pura (Arámburo et al., 1986; ibld. 

1989) y la presencia de variantes de la hormona en la hipófisis de pollo (Arámburo et 

al., 1990a). En ese !lempo ya era conocido que la oGH tenia efectos fisiológicos tan 

diversos oomo los reportados para las GHs de mamfferos. Estos hechos apoyaban la 

hipótesis de que las variantes de la cGH podrfan explicar su complejo patrón 

funcional. Las primeras evidencias claras que correlacionaban la heterogeneidad de 

la eGH y su multifuncionalfdad fueron obtenidas por nuestro grupo de trabajo. En 

dichos experimentos se consiguió obtener preparaciones enriquecidas en las 

variantes con Rf= 0.23 y 0.30 (sistema de NO-PAGE), las ouales se probaron en dos 

bioensayos homólogos (estfmulación de la lipólisfs e inhibición de la lipólisis 

Inducida por glucagon). Los efectos de las variantes fueron diferentes: la 0.23 

estJmuló la llpóllsls mientras que la 0.30 inhibió la aoclón llpolitfoa del gluc:agon 

(Arámburo et al., 1990a). Otro hallazgo que apoya esta hipótesis fue la demostración 

de que algunas variantes de carga aparecen en etapas particulares del desarrollo 

ontogénico (Houston y Goddard 1988). 

En este trabajo, los objetivo centrales fueron la demostración de que fa 

heterogeneidad molecular de la oGH es un hecho real (presente en la hipófisis y en 

la clrculaclón) y que la modlfioaclón de la hormona por fosforilación llene el potencial 

de explicar parclolmente la heterogeneidad de oarga de esta protelna. Finalmente, 

la tercera parte de este trabajo constituyó el ensayo y desarrollo de diferentes 

protocolos metodológicos para poder separar a las variantes de la oGH. 

A. HETEROGENEIDAD MOLECULAR DE LA cGH 
CIRCULANTE. 

La cromatografía de lnmunoaffnidad, empleando MAbs a-oGH, constituyó un 

método práetlco y reproducible en los 8 ensayos de alslanliento efectuados. La gran 

ventaja de esta técnica es que en un sólo paso se consiguió alslar una fracolón muy 

enriquecida en la hormona clroulante. C'.on ayuda de esta herramfento téonloa seña 

posible determinar analíticamente la aparición de las variantes hormonales durante 

el desarrollo del organismo. 
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La hormona así obtenida se analizó por diversos sistemas efectroforéticos y de 

inmunorreactividad. comparándola además con fa cGH obtenida a partir de fa 

glándula hipofisiaria, fo cual nos demostró que fa proteína eluida en fas fracciones E 

y R realmente era cGH. Aunque los lotes de suero empleados derivan de una 

mezcla de sangre de 40 pollos, de fa misma edad y raza. y que se sacrificaron al 

mismo tiempo, al no determinar fa concentración de hormona no se pudo asegurar 

que la cantidad de ésta fuera fa misma en lodos los lotes. Otro aspecto que sin duda 

influyó en fa cantidad de cGH circulante recuperada fue fa pérdida de capacidad de 

fa columna de inmunoalindad conforme se emplea en más ocasiones. Una 

indicación de este hecho es que el MAb a-cGH comienza a desprenderse del 

soporte de sefarosa cuando ésta ha sido usada varias veces y durante mucho 

tiempo. 

Por otro lado, para poder demosfrar fa existencia de fa variante glicosifada de fa 

cGH en la circulación, fue necesario pasar la fracción hormonal aislada a partir del 

suero por una columna de concanavalina A-sefarosa. Gracias a este paso de 

aislamiento. se localizó una proteina con fas caracteñslicas efectroforéticas (29 kDa) y 

de afinidad (reactiva a fa inmuntinción con el anticuerpo policlonal y a fa tinción con 

concanavafina A-peroxidasa) observadas en fa G-cGH hipofisiaria (Berghman et al .. 

1987: Arámburo et al .• 1991a). Basados en las condiciones técnicas empleadas para 

el aislamiento de la G-cGH, parecerla que esta variante se encuentra en proporción 

muy baja en fa circulación. Sin embargo, es necesario obtener mayores datos para 

poder indicar qué porcentaje de G-cGH. se encuentra en fa circulación. 

En estudios anteriores se mostró que el anticuerpo policfonal era muy especifico 

para la cGH, tanto en RIA (Arámburo el al., 19891>) como en 

inmunoefectrotransferencia (Aránlburo el al .. 1990a). En ensayos uHeriores, se 

observó que el MAb a-cGH y el anticuerpo poflcfonal reconocen a fas mismas 

variantes hipofisiarias de fa cGH, aunque el MAb a-cGH pareco ser menos reactivo a 

los ofigómeros de fa hormona (dalos no mostrados). Estos antecedentes nos daban 

fa seguridad de que se aislaron la mayorfa de fas variantes moleculares de la cGH 

circulante, y de que fas bandas lnmunorreactivas con el anticuerpo policfonal eran 

en realidad variantes de fa cGH. 

En fas tablas 11 y 111 se comparan las variantes inmunorreactivas de la cGH 

localizadas en la hipófisis y en el suero, cada cuadro está basado en un tipo da 

análisis efectroforético particular. asi la tabla 111, donde se observan fas variantes de 
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masa, se empleó técnica de SDS-PAGE (véase figuras 6 y 10). Para la tabla 11. en 

donde se comparan las variantes de carga de la hipófisis y de la circulación, se 

empleó el método de IEF, que nos permitó determinar con cierta exactitud los pis de 

las variantes hormonales. 

Cuando se compara la heterogeneidad molecular de la cGH observada en la 

hipófisis y la encontrada en el suero se observan gran cantidad de semejanzas. En 

la vañación de masa. en condiciones reductoras. se observó paralelismo en el 78% 

de los casos. Para las condiciones no reductoras, la coincidencia fue del 83%. En la 

comparación de la heterogeneidad de carga se observó que el 80% de las variantes 

mayoritaria tuvieron su contraparte en el suero. 

Por otro lado, en este estudio también se demostró la presencia de una variante 

glicosilada de la cGH, con caraclerislicas electroforéticas y de reactividad a 

concanavalina A similares a las formas ya antes mostradas en la hipófisis (Berghman 

el al., 1987: Arámburo et al., 1991). En este estudio, se comprobó que la variante 

glicosilada también está presente en los extractos hipollsiarios, pero no en la 

preparación pura de la cGH. La ausencia de la variante glicosiiada en la preparación 

pura de la hormona (fracción BDE-1) es coherente con estudios anteriores 

(Arámburo et al., 1991), en donde se demostró que era necesario desarrollar una 

técnica particular para aislar la G-cGH. pues durante la purificación convencional de 

cGH hipofisiaria, esta variante permaneció en fracciones alternativas. 

Los resultados anteriores apoyan la idea de que la cGH es transformada 

inicialmente en la glándula hipofisiaria. Sin embargo, las variantes no sólo 

permanecen en la hipófisis sino que son secretadas a la circulación. de ahi que 

podamos encontrar en el suero Jsolormas semejantes a las encontradas en la 

glándula. La idea de que las variantes son secretadas es clave en estos estudios, ya 

que constituye otra evidencia de peso para sugerir que la heterogeneidad de la 

hormona no es un hecho fortuito, sino que tiene repercusión en la fislologia de la 

hormona. (Montiel el al., 1992) 

En el estudio eleclroforético de la variante glicosllada, también se observó la 

presencia de algunas protefnas de alto PM (55-66 y 66-85 kDa). Como se observa en 

el análisis de inmunorreactividad, estas protefnas son tel'\idas débilmente por el 

anticuerpo policlonal 0<-cGH, pero son muy reactivas a la tinción con la 

concanavallna A. Esto nos indica que estas proleinas contienen una proporción 

grande de carbohidralos, y menor lnmunorreactividad con el anticuerpo policlonal. 

Por análisis ulteriores (dalos no presentados) se mostró que las prolelnas con PM de 

55-60 kOa constituyen contaminación de los MAb 0<-cGH, que se soltaron de la 
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columna. La(s) proteina(s) de 85-66 kOa, parece tener un origen distinto, pues 

presentó caracterfsticas electroloréticas diferentes a las cadenas pesadas del MAb, 

aunque su presencia fue una constante en la purificación de cGH a partir de sÚero. 

Una posible explicación de su presencia en la fracción glicoproteinica es de que se 

trate(n) de agregados de la propia variante glicosilada. Altemativamente, en 

publicaciones anteriores, se ha reconocido la existencia de una amplia diversidad 

de protelnas de unión a la GH y se ha demostrado que los anticuerpos a-GH 

humana son capaces de reconocer a la hGH cuando se encuentra formando un 

complejo con GHBP (Baumann, G. 1991). Más recientemente, se demostró la 

presencia de este tipo de proteinas de unión a la cGH (Jones, D.L. et al., 1990). Este 

hecho nos permite sugerir que la(s) proteina(s) de 66-85 kDa podrian ser un 

complejo de hormona-proteina de unión. Esto e><plicarfa porqué protelnas tan poco 

inmunorreactivas al anticuerpo a-cGH fueron adsorbidas a la columna de 

inmunoafinidad. 

La posibilidad de que nuestros resultados sean consecuencia de artificios de las 

técnicas de purificación y análisis es muy baja. El gran poder de la cromatografia de 

inmunoalinidad permitió reducir el aislamiento de la cGH sérica a un solo paso, con 

lo que se reduce notablemente el manejo y las posibilidades de modificar 

artificialmente a la hormona. Además, la gran semejanza en la heterogeneidad de la 

hormona en hipófisis y en suero. es contraria a la idea de haber generado variantes 

artificiales. Aunque no se emplearon los mismos individuos para obtener el suero y 

las hipófisis, los pollos fueron de la misma raza. edad y crecidos en la misma granja 

avfcola, además los resultados obtenidos son tan claros y constantes que excluye la 

posibilidad de que se trate de caracterfsticas particulares de cada organismo. 

Tomados en conjunto los presentes resultados muestran que la cGH es una 

hormona con gran heterogeneidad molecular (variantes de masa y carga). presente 

tanto tanto en la hipófisis como en la circulación sangulnea. Asimismo se mostró que 

la cGH es sujeto a ser modificada mediante glicosilación y loslorilación, mecanismos 

los cuales podrian explicar parcialmente su heterogeneidad caracteristica. Con 

anterioridad, se demostró que la oGH tiene provoca electos en bloensayos tanto 

heterólogos como homólogos (Arámburo et al., 1989a). Asi también se observó que 

variantes de carga de la hormona, separadas por ND-PAGE, Inducen electos 

distintos al ser provadas en bioensayos homólogos (Arámburo et al., 1990a). Estas 

evidencias nos permiten sugerir que la heterogeneidad molecular de Ja cGH podrfa 

explicar, al menos en parte. la diversidad funcional de la hormona. En 

contraposición a esta hipótesis, el grupo de Houston (1990) mostró que la variante 
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principal (más abundante) de la hormona presenta todas las bioactividades por ellos 

probadas, lo cual, consideran los autores, son pruebas de que la heterogeneidad 

molecular es un fenómeno sin repercusión fisiológica. Como se mostró en el 

presente trabajo, la gran semejanza entre las variantes hipofisiarias y las existentes 

en la circulación, permite sugerir que las isotermas de la hormona tienen el potencial 

de interaccionar con los diferentes órganos blanco e inducir efectos fisiológicos. 

Con anterioridad se reportó la presencia de variantes de la GH en la circulación 

en diferentes especies (Chawla et al .. 1983; Stolar y Baumann 1984); en las aves, sin 

embargo, no se habla mostrado de manera analitica la posible correlación entre la 

hormona hipofisiaria y la circulante. Los resultados de este trabajo refuerzan la Idea, 

entonces ya considerada, de que las variantes de la GH son secretadas a la 

circulación. La secreción de variantes de la honnona se ve apoyada por la 

demostración de que las variantes de carga y masa de la GH son secretadas al 

medio en cultivos de células hipofisiarias (Talamanles ºet al., 1981; Vokoya y Friesen, 

1986). En un estudio reciente (Pellegrini el al .• 1990) se demostró que la secreción 

de la PRL de rata sigue una ruta diferente dependiendo de si ésta está o no 

glicosilada. Esta evidencia nos llama la atención sobre la importancia que las 

modificaciones hormonales pueden tener sobre el proceso de secreción. 

B. EM[ocilación ~ lM Qfu :):'. .eB.1.§. 

A pesar de que la fosforilación de proteínas constituye uno de los mecanismos 

más utilizados para regular sus funciones (Taylor et al., 1990), poco se conoce sobre 

la repercusión funcional de la incorporación de foslalo a una hormona. Desde el 

punto de vista estructural, la adición de fosfato aporta cargas negativas en sitios muy 

localizados de la protelna. Este aumento de la carga negativa será más o manos 

importante dependiendo del tamai'io y la composición de la molécula sujeta a 

transformación. Sin embargo, la losforilación de un sitio de la protelna posiblemente 

provocarfa un rearreglo conformacional de los grupos cercanos. Quizás vistos de 

manera global, los cambios sean minimos, pero si consideramos que los sitios 

modificados por la incorporación de fosfato podrian afectar las regiones de unión a 

receptores, o que en estas áreas tiene lugar un tipo de transfonnación de mayor 

repercusión (por ejemplo. procesamiento proleolitico), la consecuencia funcional de 

la fosforilación sería trascendental. 
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En extractos completos de hipófisis se habla obseivado que tanto la GH como la 

PRL eran fosforilados (Brattin y Portanova, 1981) y que la proteina tirosin-cinasa era 

capaz de fosforilar a la GH de rala (Baldwin el al.. 1983). Posteriormente, se demostró 

que la oGH contenla fosfato esterificado en su estructura proteinica (Liberti et al., 

1985) y, en cultivo de células. que GH de rala fosforilada era secretada al medio de 

cultivo (Liberti et al .. 1986). Más recientemente se ha demostrado, en la GH de 

salmón, que el contenido de fosfato está relacionado con su heterogeneidad de 

carga, ya que el tratamiento de esta hormona con loslatasa alcalina parece eliminar 

la mayorfa de las variantes de carga. (Skibelli et al .. 1990) En estudios realizados con 

la rPRL. se demostró que las dos variantes más acidicas, del grupo de tres 

visualizado por su sistema de electroforesis bidimensional, eran consecuencia del 

grado de fosforilación; esto es, mientras tuviera mayor incorporación de fosfato 

mayor seña el desplazamiento electroforético hacia el ánodo (Oetting et al .. 1986). 

En la hipófisis de aves, se ha mostrado la presencia de GH con una amplia 

heterogeneidad de masa y carga (Houston y Goddard, 1988; Arámburo et al .. 1989a; 

lbid, 1990a). Empleando sistemas de electroforesis no desnaturalizanle (ND-PAGE), 

isoeiectroenfoque y electroforesis bidimensionales se ha obseivado la presencia de 

formas variantes de pi más acldico que la forma principal. En nuestro análisis por IEF 

describimos 8 isoformas inmunorraactivas. mientras Houston B. y cols. (1988) 

describieron 10 variantes de carga. Por la técnica de eloectroforesis bidimensional 

también se obseivó la presencia de ~ variantes de carga con el mismo PM. En 

pocas palabras, una proporción importante de la heterogeneidad de la cGH 

presenta pequef\os cambios en la carga de la molécula. En otros estudios se 

demostró que la preparación pura de cGH nativa presentaba fosfato esterificado 

(Arámburo et al .. 1989a), Este hecho constituye la primera evidencia de que la 

fosforilación de esta hormona podrfa ser un fenómeno real. Con los primeros 

ensayos de fosforilación /n wF-o para la cGH. mostramos que la hormona podia ser 

fosforilada por la prolelna clnasa dependiente de AMPc (Arámburo el al .. 1990b). Sin 

embargo, en esa ocasión no se pudo avanzar más en el análisis de la fosforilación 

de la hormona. 

Retomando los anteriores resuHados, en el presente trabajo se intentó demostrar 

que la fosforilación /n Hih>de la cGH es un proceso especifico, que se presenta en 

las hormonas nativas, y que en consecuencia constituirfa un agente potencial de 

generación de variantes de carga de la hormona, 
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En la primera parte del estudio de fosforilación se demostró que la cGH, al ser 

Incubada con el Y"'P-ATP y con la subunidad calalitica de la APK. es capaz de ser 

fosforilada. Esto ocurrió en dos tipos diferentes de experimentos: a) empleando 

unicamente ATP radiactivo y b) en presencia de un exceso de ATP no radiactivo. El 

que la hormona haya Incorporado el fosfato radiactivo en este segundo 

experimento. es indicativo de que la hormona tiene una alta capacidad de ser 

fosforilada, ya que con el exceso de ATP no radiactivo, la probabilidad de 

incorporación inespecifica del ATP marcado era bastante menor. La disminución en 

fa autofosforifación de las moléculas de la preparación enzimática son una clara 

evidencia de la competencia del ATP marcado con el ATP no radiactivo. Esta 

competencia demuestra que los sitios de fosforilación son regiones discretas y se 

encuentran en número reducido. Para demostrar la especificidad de este proceso 

de transformación fue de gran importancia la realización de los experimentos testigo 

incubando a la hormona, con el r"P-ATP, pero sin la enzima APK; en estos casos la 

Incorporación de la marca radiactiva fue nula, lo que ·confirma que la foslorilación de 

la hormona es un proceso especifico de la APK. 

Por este estudio de la fosforilación de la cGH se observó que la variante 

monomérica, variante mayoritaria, es capaz de ser losforilada por la APK. En 

estudios preliminares, que tienen como objetivo el aislar a la hormona fosforilada in 

~.se observó que la variante de 16 kOa también incorpora el fosfato radiactivo. 

En experimentos anteriores (Arámburo et al., 1990b), realizados en cultivo de células 

hipofisiarias se demostró que la variante foslorilada de la cGH es secretada por las 

células. Sin embargo, contra lo que se esperaba, la hormona marcada y secretada, 

fue una forma de mayor PM que el de la hormona monomérica. Se propuso 

entonces que estas variantes fosloriladas podrfan corresponder al dimero de la cGH. 

Sin embargo, aún es incierto el papel que desempef'la el fosfato en la estructura de 

la variante dimérica. aunque es posible pensar que la unión entre los dos 

monómeros hormonales podrfa estar dada por un enlace fosfodiéster. 

De manera paralela al estudio de la cGH, se probaron otros tipos de hormonas. 

Como se observa en las figuras 11 y 13, la IGH también es fosforilada de manera 

especifica por la APK y que esta hormona no Incorporó el fosfato radiactivo en 

ausencia de la enzima. Al estudiar las condiciones de losforilación en la variante 

glicosilada de la cGH. la incorporación del fosfato radiactivo resuHó nula, tanto en los 

experimentos con un exceso de ATP no radiactivo como en ensayos con ATP 

radiactivo solo. Esta incapacidad de ser fosforilada por la APK podrfa deberse a que 

el grupo de carbohidratos interfiere directa y estéricamente en el sitio o sitios de 
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fosforilación, o, que ocasiona un cambio conformacional de la hormona que hace 

poco accesibles los sitios de fosforilación. En los carriles 1 y 2, de ambas figuras, se 

observa la localización de la banda de las GHs. tanto por tinción con azul de 

coomassie como por inmunolinción especifica. Esto excluye la idea de que las 

cantidades reales de las diferentes hormonas haya contribuido en las diferencias 

del grado de fosforilación. 

En estudios anteriores se mostró que la rPRL tiene la capacidad de ser fosforilada 

in~ (Oetting, 1986) y que esto contribuye a su variación de carga. Con el objetivo 

de demostrar que la fosforilación es factible de producirse en PRLs de otras 

especies, se incubaron alícuotas de cPRL, tPRL, rPRL y oPRL en las condiciones de 

ensayo utilizadas para la cGH. En ensayos donde se adicionó sólo ATP radiactivo se 

obtuvo una importante incorporación de marca radiactiva, aunque se observó 

también la presencia de bandas marcadas por el fosfato radiactivo en protelnas de la 

preparación de la propi~ enzima. En la ausencia de. APK no hubo incorporación 

inespecllica de ATP radiactivo, y ante un exceso de i 00 veces de ATP no radiactivo 

en relación al ATP marcado, se observó una clara fosforilación de la banda de la 

PRL. Aqul también, en los testigos de protelna total de las hormonas se muestra que 

en lodos los casos se trabajó con cantidades idénticas de las PRLs. por lo que las 

diferencias en el grado de fosforilación son reales. Si comparamos estos resultados 

con la fosforilación observada de las GHs, es evidente la mayor capacidad de las 

PRLs para ser losforilada por la APK con respecto a las GHs. 

Los resultados fueron muy similares tanto en fa cPRL como en la rPRL, ya que 

fueron fosforiladas por la APK y en presencia o no de un exceso de ATP no 

radiactivo. En su análisis electroforético se observó que la marca radiactiva sólo se 

incorporó a la variante monomérica mayoritaria (26 kDa). En el caso de la oPRL, la 

incorporación de fosfato es baja, en comparación a fas otras PRLs y sólo se observó 

la incorporación radioactiva en la variante monomérica. La preparación pura de fa 

tPRL presenta dos bandas de proteína con PM de 26 y 29 kDa. La banda menor 

correspondiente a fa variante monomérica (hofoprolelna) y fa segunda a fa variante 

gficosifada de fa hormona. Al analizar los productos de fa fosforifación observamos 

que tanto fa variante monomérica como fa gficosilada son fosforiladas por fa APK. 

Esto es diferente a fo observado con fa variante glicosllada de fa cGH que no es 

fosforifada por fa APK. La gficosifación de fa tPRL parece no excluir fa modificación 

por fosforifaclón, esto puede ser explicado si los sitios de gficosifaclón y losforilaclón 

están alejados entre si, a diferencia de fo que podrfa sugerirse para fa G-cGH. 
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otra forma en que mostramos que la fosforilación de las hormonas es específica 

fue por las determinaciones de sus cinéticas de losforilación. En los er:isayos con las 

hormonas cGH. tGH. cPRL. IPRL y rPRL se mostró un incremento en la 

incorporación de fosfato radiactivo dependiente del tiempo de incubación. Se 

observa también que el proceso es saturable (3CHW min). Los anteriores resultados 

indican que la fosforilación de estas hormonas es un proceso especifico, saturable, y 

sujeto a competencia de la actividad enzimática de la APK. 

De manera paralela, se determinó el contenido de fosfato eslerificado a las 

preparaciones puras de las hormonas: cGH, oGH, oPRL, rPRL y tPRL. En este 

experimiento, la a-caseína sirvió como un testigo, y dió un resultado que estuvo 

acorde a lo observado anteriormente (Arámburo et al., 1989a). Según los resultados 

obtenidos, la IPRL y la cGH fueron las hormonas con mayor contenido de fosfato 

esterificado, mientras que las oPRL y rPRL fueron ·las hormonas con la menor 

cantidad. Estos resuHados nos permiten sugerir que las hormonas nativas son 

realmente fosforiladas en la glándula hipofisiaria, 

otros estudios indicaron que las células hipofisiarias de pollo en cultivo primario 

son capaces de sintetizar y secretar variantes fosloriladas de cGH y cPRL, tanto en 

condiciones basales como estimuladas por TPA (un éster de forbol) (Arámburo 

et al .. 1992). 

Como se describió en los antecedentes, la heterogeneidad de carga de la GH y 

la PAL ha sido ampliamente caracterizada (Chawta et al., 1983; Paladinl et al., 1983; 

Lewis. 1984). Dicha variación puede resultar de modificaciones postraduccionales 

tales como: procesamiento proteoírtico, acetilación, desamidación, glicosilación y 

fosforilación (Baumann, 1988: ibid, 1991; Lewis el al., 1984; ibid, 1988). A pesar de 

que este tipo de estudios se han realizado principalmente en modelos de 

mam!feros. las modificacionee postraduccionales de estas hormonas puedan ser 

una caracteristica presente en otros vertebrados, como lo demuestra el presente 

trabajo. En la cGH se ha observado heterogeneidad de carga, teniendo algunas 

variantes pi acídlcos, empleando sistemas de electroforesis no desnaturalizante, 

(ND-PAGE). isoelectroenloque y electroforesis bidimensionales (Houston y 

Goddard. 1988: Arámburo et al., 1989a: ibid, 1990a) lo que es coherente con la Idea 

de que pueden tratarse de variantes fosforiladas. 
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C. Aislamiento de las variantes moleculares de la cGH. 

Debido a que el aislamiento de las variantes de la cGH permitirla estudiar sus 

repercusiones funcionales, decidimos probar diferentes técnicas preparativas y 

optimizar las condiciones de aislamiento de las variantes de la cGH. 

Elec1roeh1ción 11 J!lll1ir de~~ de polipcrillllllid11 (ND·PAGEl 

Con anterioridad se demostró que este método de aislamiento de variantes es 

práctico para la separación de las variantes de carga de la cGH (Arámburo et al .. 

1989a), ya que se consiguió el aislamiento de las variantes con Rf 0.23 y 0.30, 

material que fue probado en tos ensayos lipoOlico (Arámburo, C. el al., 19S9o) y de 

inhibición de la llpóllsis producida por glucagon, lo cual permttió demostrar que en 

este par de bloensayos las dos variantes se comportaban de manera difrerente 

(Arámburo et al., 1990a). La desventaja de esta técnica era su bajo porcentaje de 

recuperación (30%). 

A causa del bajo rendimiento, se probaron nuevas condiciones de 

electroelución. Como se aprecia en la tabla Vl, las condiciones alcalinas resultaron 

mejores para la recuperación de la protelna contenida en los geles, miontras que el 

tipo de amortiguador utilizado no parece tener una gran repercusión. Sin embargo, 

el empleo de un amortiguador volalil (bicarbonato de amonio 50 mM, pH 9.5) hace 

más práctica la recolección de la proleina, aunque en términos globales. el 

rendimiento sea semejante al de otras condiciones. El empleo de condiciones 

ácidas para la eleclroelución de la proteina estuvo basado en la observación de que 

la migración de moléculas acidlcas era mayor que la realizada por moléculas más 

alcalinas. Como continuación de esta idea, se esperaba que en las condiciones 

ácidas, fas proteinas retenidas en la matriz del gel migrarían más, y saldrlan del gel 

con mayor facilidad. Al probar estas condiciones tuvieron lugar algunos problemas 

técnicos, consecuencia del tipo de amortiguador empleado, etc. De esta manera se 

desechó como método práctico en el aislamiento de las variantes de carga dela cGH. 

~ despoljmeri>:ables 

Como altemativa al alslamlento de las variantes por electroeluclón, se 

lmolementaron v se evaluaron las condiciones de ourificaclón de las variantes 



solo con la despolimerización del gel y la limpieza de los contaminantes de la 

solubilización (las hebras de poliacrilamida y el ,8-mercaptoetanof) estarfamos en la 

posibilidad de rescatar una cantidad mayor de las variantes aisladas. Fue necesario 

descartar los contaminantes de la despolimerización debido a que interferlan en la 

determinación de proteina y el análisis electroforéüco. principalmente el 

,8-mercaptoetanol. 

El protocolo que permitió recuperar una mayor cantidad de la hormona fue la 

diálisis del .8-mercaptoetanol. La solución dializada se liofilizó hasta sequedad: al 

intentar solubilizar este polvo resultó en la coalescencia de la poliacrifamida, lo cual 

permitió eliminar la poliacrilamida y obtener, en consecuencia, una preparación de 

proteína suficientemente limpia para podar analizar por electroforesis. En un ensayo 

posterior, se consiguió aislar fas variantes de carga ccn Rfs .de 0.23 y 0.30. Sin 

embargo, los resultados cuantitativos no fueron tan buenos pues se consiguió 

recuperar sólo el 30 % de la proteina que inicialmente se agregó. 

Como se puede observar. tanto por electroelució·n ccmo por despolimerización 

de geles es factible obtener las variantes de carga de la cGH separadas por ND

PAGE, sin embargo, aún es necesario el aislamiento con cantidades grandes de 

proteina. Además, el sistema de ND-PAGE no ofrece la resolución suficiente como 

para poder separar variantes con pequei'las diferencias de carga. Posiblemente, las 

variantes aisladas por estas técnicas son en realidad un conjunto de proteinas con 

pequei'las diferencias entre ellas. 

En estudios preliminares (Monllel 1989) se consiguió la separación de dos 

variantes de carga de la cGH con pis de 7.5 y 8.05 mediante IEFp. La desventaja de 

este estudio fue la baja cantidad de proteina recuperada, 20% de la cantidad de 

proteina inicialmente empleada. A partir de entonces, se fijó como objetivo el 

optimizar este sistema de purificación de variantes, y asi incrementar el porcentaje 

de proteina aislada. 

Durante los ensayos de optimización el problema principal a resolver fue la 

eliminación de las anlolinas de las fracciones con las variantes hormonales. De 

manera similar a la interferencia causada por el ,8-mercaptoetanol en los análisis 

electroforéllcos y de determinación de protelna (véase arriba), fas anfolinas impedian 

una determinación de proteina correcta, e interferlan en el enfoque de las bandas al 
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analizar por electroforesis. Después de ensayar varias técnicas para eliminar las 

anfolinas, nos proporcionó mejores resuHados Ja precipitación con sulfato de amonio 

y el empleo de los concentradores MINICON. En el primer caso, se eliminó a las 

anlolinas de prácticamente todas las fracciones con proteina: sin embargo, durante 

este tratamiento se perdió una gran cantidad de la proteina separada por el IEF, 

consecuencia de ello fue que se consiguiera obtener sólo el 30-40% de Ja cGH que 

se af'ladió en un principio. El empleo de Jos concentradores MJNICON se llevó a 

cabo con una mezcla artificial de anlolinas y albúmina sérica bovina: aunque Jos 

resultados fueron muy aceptables, aún no sabemos como se comportará con una 

fracción real del IEF preparativo, Por otro lado, la ventaja de este método preparativo 

fue su gran resolución, como se observa al poder separar variantes con diferencias 

de carga de décimas de unidad de pH. 

Al analizar por IEF analffico las fracciones obtenidas por IEFp, y as! comprobar la 

pureza de fas variantes ai.sladas, se obtuvieron resultados de dificil interpretación. Se 

observó que las fracciones proteinicas eran aún heterogéneas, esto es, en Jugar de 

observar una sola banda se encontró un grupo de bandas inmunorreactivas a Ja 

inmunotinción con anticuerpo policional (dalos no mostrados). Como se ha visto en 

Jos análisis de la heterogeneidad de Ja cGH en el suero, Ja inmunotinción es un 

método especifico para identificar las variantes de Ja hormona. Este análisis sólo fue 

posible realizarlo con las fracciones con mayor cantidad de proteína, por lo que no 

se sabe como se comportan otras fracciones del IEFp. Es cierto, también, que se 

observaron algunas diferencias en las proporciones de las variantes de carga, 

aunque éstas variaciones no fueron totalmente claras. Una explicación a este 

fenómeno seria Ja existencia de un nivel superior de estructuración o estabilización 

de las moléculas de la hormona, donde éste último nivel podría ser consecuencia 

de las condiciones de solubilización de Ja cGH. Asi entonces, al al'ladir Ja hormona 

al soporte del IEFp. realmente al'ladimos "agregados· o complejos estabilizados de 

la cGH que tendrian caracteristicas de carga propias. El resuHado final seria la 

separación de estos complejos hormonales por sus diferencias de carga, pero sin 

separar las variantes reales de Ja hormona. AJ final, en el análisis por IEF analítico de 

las fracciones recuperadas, se conseguiria deshacer estos complejos y las variantes 

hormonales verdaderas serian observables. 

Este método de aislamiento de variantes de carga puede ser importante para la 

separación de variantes, sin embargo primero será necesario resolver la paradójica 

heterogeneidad molecular de las preparaciones de variantes aisladas. 
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Cromatoenfoquc. 

El oromatoenfoque constituye un sistema preparativo reciente con un gran poder 

de resoluol6n, caraoterlstlca que nos era Indispensable para oonsegulr el 

aislamiento de las variantes de la cGH. Asimismo. las condiciones de recuperaol6n 

de las fracciones proteínicas son bastante más sencillas que las empledas en el IEF 

preparativo. Estas razones nos Impulsaron a probar este sistema de aislamiento de 

las variantes hormonales. 

El primer contratiempo de esta técnica fue la baja densidad 6ptioa (a 280 nm) de 

las fracciones del cromatoenfoque, por lo cual nos vimos obligados a determinar la 

cantidad de proteína por la reacción de Bradford, a allcuotas de todas las fracciones 

de la cromatografía y así poder visualizar los "picos de proteína", correspondientes a 

las variantes separadas. En este experimento se obseiv6 la aparición de cinco picos 

principales (con mayor cantidad de proteína), con pis· de a.oa. 7.02, 7.56, 7.20 y 7.05. 

Al preclpttar estas fraoolones con sulfato de amonio al 100% de saturaol6n se 

eliminaron las anfollnas usadas en el oromatoenfoque y no se perdl6 tanta proteína, 

como ouando se preolplt6 con sulfato de amonio al 50% de saturacl6n (IEFp, ver 

arriba). 

Aunque en su anáflsls por SDS-PAGE los patrones de heterogeneidad molecular 

mostraron algunas semejanzas en las cinco fraoolones, hubo diferencias en las 

proporciones de las variantes de masa. Las variantes de alto PM fueron más 

evidentes en las fraccionas 8, C y E que en la fracción A; sólo en las fracciones 8 y 

C se obseivaron bandas lnmunorreaotivas menores do 14 l<Da, y en la fraool6n E no 

se aJcanz6 a observar variantes de bajo PM ( 26 kDa). 

En el análisis por IEF de las fracciones de eluol6n del cromatoenfoque los 

resultados fueron tan complejos como en el IEF preparativo, aunque también 

hubieron algunas diferencias. En el Intervalo de pH entre 7 y 7.5 hubo semejanza 

entre las distintas fraoolones de eluclón (véase tabla V), no así en las reglones más 

alcalinas o más ácidas. La fracción A que eluy6 con un pi de a.os presenta 

abundantes variantes de pi entre a y 8.5, oaraoterlstica que no presentaron las otras 

fraoolones. Asimismo. s61o en las fracciones A y 8 se observaron formas muy ácidas 

(pi entre 5 y 6). 

Sin embargo, a pesar de las ligeras diferencias entre las fraoolones recuperadas, 

no existen bases suficientes para explicar la heterogeneidad molecular de las 

fracciones de variantes hormonales aisladas. En la figura 21, se representa 
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esquemáticamente una hipótesis para poder explicar Jos resultados obtenidos por el 

IEFp y por el cromatoenfoque. 

Según esta idea, Ja hormona solubilizada, y aplicada al sistema de purificación, 

existe como "aglomerados estabilizados", donde entre ellos hay diferencias de 

carga. Asf entonces, en Jugar de separar las variantes de carga, separamos estos 

aglomerados. Luego, al analizar por JEF analítico, Jos aglomerados se desintegraron 

y se hizo evidente. de nueva cuenta. Ja heterogeneidad molecular real de la cGH. 

En al'los anteriores, también se ha intentado el aislamiento de las varianles de la 

GH de otras especies sin resultados concluyentes. En Ja década de Jos setentas, los 

grupos cienlíficos contaban con preparaciones de variantes aisladas poco 

caracterizadas y existía poca correlación de los resultados de unos para con otros 

laboratorios (Lewis, el al., 1980; Chawla el al., 1983). Pero en la mayoria de las 

ocasiones, aunque se limpiara al máximo la preparación de variantes, resultaba en 

la presencia de microheterogeneidad molecular (Lewis el al., 1980; ibid. 1984). Con 

el empleo de técnicas tan poderosas como el cromaÍoenfoque, también se intentó el 

aislamiento de las variantes de carga de la GH humana (Lewis, 19SS). En ese 

trabajo, los resultados fueron semejantes a Jos observados por nosotros: las 

fracciones de variantes aisladas conlinuan siendo heterogéneas. En este punto, Jos 

estudios para identificar las regiones y Jos mecanismos por Jos cuales las moléculas 

do Ja GH interaccionan entre ellas serán imprescindibles para explicar las 

dificultades para aislar las variantes de la hormona de crecimiento. 

Gracias a recientes publicaciones de los estudios moleculares sobre Ja hGH 

(Baumann, 1988; ibid, 1991 ;) se puede plantear una visión hipotética de Jos 

mecanismos que dan origen a la heterogeneidad molecular de Ja honnona. En 

algunas especies además del gen normal, que se e><presa en Ja hipófisis, un gen 

alternativo se expresa en la placenta. fo cual resulta en protefna(s) variantes. Un 

segundo nivel de heterogeneidad resulta en el procesamiento ambiguo del 

transcrito primario, que da origen a formas alternativas a Ja GH, y se ha demostrado 

que al menos una de ellas (variante de 20 l<Oa) es bloacliva y se encuentra en fa 

circulación. Con la finalidad de simplicar el 'ilSquema. nos remitiremos a Ja GH recién 

traducida. Inmediatamente después de acontecida la traducción del modelo básico 

de la hormona de crecimiento (propablemente el monómero 22 kDa), tiene lugar su 

procesamiento, la consecuencia de esto es la generación de diferentes tipos de 

variantes de la honnona (agregados, fragmentos, aceliladas, glicosiladas. 

fosforiladas, ele). Las variantes son secretadas a Ja circulación sangufnea, 
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Figura 21. POSIBLE EXP'LICACION A LA PARADOJICA 
HETEROGENEIDAD DE LAS VARIANTES AISLADAS DE LA cGH. 
IEFp. isoelcctroenfoque preparativo; CFp: cromatoenfoque 
preparativo; IEFa: isoelectroenfoquc enalítico. Al solubilizan:e la 
honnona, o durante el IEFp/CFp, ésta se agrega. Luego, Jos agregados 
son separados por su carga global, y son divididos en varias fracciones. 
Al analizar por IEFa las fracciones, se separan los monómeros vari3ntes 
de Ja honnona, lo cual resulta en un patrón clectroforético heterogéneo. 
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donde acontecen varios fenómenos: a) Ja hormona permanece libre y "viaja" en Ja 

sangre hasta alcanzar algún órgano blanco; b) Ja hormona forma aglomerados, y de 

esta manera son transportadas por Ja circulación; c) las hormonas se unen 

inespecíficamente a moléculas mayores (p. ejemplo Ja albúmina); d) las hormonas 

se unen de manera específica a proteinas de unión, este caso constituirla un 

proceso clave para regular los efectos de la GH; y finalmente, e) la hormona seria 

degradada por proteasas de la sangre o eliminada por filtración renal. Otra forma que 

podña ayudar a la heterogeneidad de la hormona, es su procesamiento por el 

propio órgano blanco, como consecuencia da su unión con el receptor celular, la 

recaptura y recambio de receptores por parle de la célula, y finalmente, expulsión de 

Jos fragmentos de la GH hacia Ja circulación. 

Como se ha observado, en nuestro laboratorio se han desarrollado y optimizado 

una serie de técnicas de análisis y purificación que nos han permitido profundizar en 

Jos estudios moleculares de la cGH, así como reconocer algunos posibles 

mecanismos de transformación de la hormona (glicosilación, agregación, 

loslorilación, procesamiento proteorrtico, etc). Como siguiente paso, se vuelve 

indispensable encausar Jos esfuerzos para reconocer Ja importancia de las varianles 

de Ja cGH a nivel fisiológico. Gracias a Ja cromatografia de inmunoafinidad podrian 

evidenciarse correlaciones entre los tipos de variantes hormonales y Jos estadios 

fisiológicos del animal. Con una finalidad semejante, pero en dirección centrarla, el 

aislamiento de las variantes de Ja cGH permitirla reconocer Ja influencia de las 

diferentes lsoformas en el funcionamiento de tejidos aislados o del organismo 

completo. Como se observa. el fenómeno de Ja relación entre las 

heterogeneidades molecular y funcional es el problema central. Sin embargo, su 

complejidad hace necesario abordarlo por varios lados a Ja vez, Jo cual también nos 

permtte situar en un marco teórico correcto Jos nuevos descubrimientos y, como 

consecuencia, plantear Jos experimentos para resolver las nuevas nc6gnttas. 

Por otro lado, Jos dalos presentados en este trabajo hacen necesario continuar 

profundizando en los mecanismos por Jos cuales Ja cGH es transformada 

(glicosilación, fosforilación y procesamiento proteolílico, entre otros), de esta manera 

se podrá llegar a comprender. y quizás manipular, las causas inmedialas de la 

heterogeneidad molecular de Ja hormona de crecimiento de pollo. 
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La hormona de crecimiento es una de las proteinas más heterogéneas, tanto 

estructural como funcionalmente, sólo Igualada en su heterogeneidad por la PRL. 

Este hecho subraya el papel central de la GH en el estudio de la comunicación 

Intercelular, pues las Investigaciones realizadas sobre la hormona han conformado 

una nueva visión de las relaciones entre los mensajeros intercelulares y sus órganos 

blanco. Dentro del panorama de la GH, el estudio de la GH de pollo constil\Jye una 

aportación novedosa e Importante. Es novedosa debido a que comprende el 

análisis de un modelo biológico diferente al comúnmente empleado, y que algunas 

veces se peca en considerarlo el único válido. Este estudio también es Importante 

debido a que permite rebasar el umbral de los estudios en mamiferos, y comienza a 

construir una visión neuroendoorinológlca global. donde tengan cabida la diversidad 

biológica y la evolución. 



CONCLUSIONES. 

1. Se desarrolló, mediante cromatografía de inmunoafinidad, un 
sistema práctico y muy específico para el aislamiento de cGH 
total a partir de suero de pollo. 

2. Se desarrolló un protocolo de aislamiento altamente específico 
para la variante glicosilada de la cGH circulante. 

3. En el suero, se demostró la existencia de variantes moleculares de 
la cGH, tanto de masa como de carga, por diferentes sistemas de 
electroforesis y de inmunotinción. 

4. Se demostró la existencia de una variante glicosilada de la cGH 
en la circulación. 

5. Se observó un gran paralelismo entre Ja variación molecular de la 
cGH en la hipófisis y en el suero, esto nos hace proponer que las 
isoformas hormonales producidas en la glándula son secretadas a 
la circulación. 

6. Se demostró que la cGH, tGH, rPRL, cPRL y tPRL son 
fosforiladas in ni'n:¡ de una manera específica, por la proteína 
cinasa dependiente de AMPc. 

7. Se observó que la incorporación de fosfato en las hormonas 
anteriores, mediada por APK, es un proceso saturable, específico 
y sujeto a competencia. 

8. Se demostró y se cuantificó la presencia de fosfato inorgánico 
esterificado a las hormonas ya antes mencionadas, lo cual apoya 
Ja hipótesis de que están fosforiladas de manera natural. 

9. Se evaluaron y se optimizaron distintos sistemas para la 
purificación de las variantes de la cGH. En algunos de ellos, se 
consiguió recuperar el 603 de la proteína inicial; en otros, se 
obtuvo la separación de variantes con diferencias de carga muy 
pequeñas. 
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APENDICES 

A. SISTEMAS DE ELECTROFORESIS. 

A.1. ND-PAGE. Los muesiros se analizaron en qeles discontinuos y alíndricos de 5 mm de qrosor y 8.5 
an de lonqilud. El qel concenlrodor y resolvedor lu'fieron uno concenlroción de 1125 r. y de 7.5 r. de 
poliocrílomido, respedivomenle (Nicoll y Lichl, 1971; kómb\Jro el al., 1990o). 

Ptepnrnción si.!.!~~. 

Solución A. Acrilomído y bis-ocrílomído l=:Jm. C=2.6%. 
Solución B. HCI 1 N, lris 1.5 U, lEUEO OA7., pH 8.9. . 
Solución C. ºer51Jlfolo de amonio O. w; (p/v). 5e preparo fresco codo vez. 
Solución D. Acrílomido y bis-oaílomido 1=6.257.. C=207.. 
Solución E. H3 P04 1 M. lris 235 mlJ, lD.(0 0.25':, pH 6.9. 
Solución F. Riboílovino 0.0027. (p/v). 
Solución G. Solud<lll [ 251:, glicerol 87. y azul de b<001ofenol 0.0251.. 

Gel resolvedor. Poro 10 mi de solucibn de gel, se mezdon 2.5 mi de los soluciones A y a y se 
desqosilicon. Oes¡x¡es, se oftoden 5 mi de lo solC11ibn C y lo mezclo se oqreqo o los lubos de 'lidrio 
~liconizodos. Poro cvb<ir el qel se oqreqo 001,0. 

Gel concentrador. Para 5 mi de soludt-n de gel, se mezdon 2.5 mi de lo solcvión O y 1.25 de 
lo solución [, y se desqosilicon. Anlt'S de oqreqor o los tubos de 'lidrio, se oqreqo 1.25 mi de lo solución r. Se 
C11b<e el qel con [ffi,,0. 

Condiciones de corrida. Corno omorüquodor se emploo Tris 5 mM. Gly .Jll mM. pH 8.35. Lo 
muestro de proléno (5-50 µI) se mezclo con 50 µI de lo solucibn G. ~ principio de lo eleclroforesis se 
aplicaron 2 mA po1 codo gel; al lleqor e frenle de azul de b<omofenol ol gel resolvedor, se aplicaron 3.5 mA 
po1 codo gel. 

Detección de las bandas de proteína. Los bondos de proleíno se localizaron 
mediante lo linciOo con "Quid< stoin" (ócido perdblico 3.5 %, azul de coomossie G-250 0.025 :1:). Los geles se 
inC\lboron en el coforonle durante 5-20 min o lemperoluro ombienle. Pko incremenlor lo niüdez se remplazo el 
coloronle po1 uno solC11ibn de ócido acético ol 7 X. 

82 



A.2. SDS-PAGE. Los muestras se onolizoroo en geles de 0.75 mm de grosor, 6 cm de 
largo y 9.5 de ancho (miniProleon, 5oRod). empleando el sislemo de amortiguadores de Loemmli 
(1970). Los geles concentrador y resolvedor luvieroo uno coocenlrocibn de 4 y 17.5 % de 
poliocrílomido. respectivomenle. 

Preparación d.!:~~· 

Solución A. krílomido y bis-ocrílomido l= .'fil. C= 2.6'.t. 
Solución B. lris 1.5 M, SOS 0.4%, pH 8.8. 
Solución C. lris 0.5 M, SOS 0.4%, pH 6.8. 
Solución D. Persulfolo de amonio 10% (p/v). 
Solución E. lris 25 mM, Gly 192 ml.I, SOS 0.1%, pH 8.6. 
Solución F. Solucibn C 17.5%, SOS 0.1%, glicerol 10%. azul de bromofenol 0.051; (5% de 

.B-mercoploelonol poro los coodiciones reductoras). 

Gel resolvedor. Poro 10 mi de soluciOo de gel, se mezclan 4.16 mi de lo solucibn A, 2.5 mi 
de lo soluci0o B y 3.3 mi de lrn,O, y se desqosificon. Jus1o antes de agregar al molde. se onoden 33 
µI de lo solucióo O y 8 µI de 1(1,CO. Se C11bre coo OCl-l,O el lecho del gel.· 

Gel concentrador. Poro 5 mi de lo solucibn de gel, se mezclan 0.66 mi de lo soluciOo A, 
1.26 mi de lo solucióo C y 3.08 mi de crn,o. y se desqosificon. hiles de oqregor ol molde. se onoden 
25 µI de lo solucióo O y 5 µI de meo. 

Condiciones d.!: &QIIi.da. Como omortiquodor se empleó lo 9llucióo E. Lo muestro de 
proleíno (< 25 mi) se mezclb con lo solucióo f. ().¡ronle lodo lo eleclroforesis se op/icoron 150 V, y se 
termino cuando el frenle del coloronle se encoolroro o 7-3 mm del extremo inferior del gel. 

Detección di: lM ~di: prntejoa. Poro lo Jincióo lolol de proteína, los geles 
se tineroo coo azul de coomossie R-250 0.5%, isoprOPOnol 25 ll y ácido océlico 10 %, durante ol 
menos 2 h, y se deslineron con lovodos de isoproponol 25% y bcido océlico 10%. Poro localizar 
espeáfiromenle lo cCH, IPfl o proleínos gliCOS1lodos los geles se troloroo por IEl. 
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A.3. I.EE:. El isoeledroenfoque se reolizb en geles (105 x 100 x 0.6 cm) con 51. de poliocrílomido 
y :n; de onfolinos. El protocolo estll bosodo en lo recomendado JlGI los laboratorios ffoRod {~chmond. 
Co). 

Preparación 5;k }.Qli ~-

Poro 30 mi de solucibn de gel {suficiente poro 2 geles de 105 x 100 x 0.6 an) se mezdoron: 

16.5 mi de crni0. 
6 mi de solucibn de ocrílomido/bis-ocrílomido l=&C=J1:. 
6 mi de glicerol ol 25 %. 

1.5 mi de onfolinos {!m µI de un intervolo de pH 6-8, 
1 mi de in!erV1Jlo de pH 3-10). 

lo mezdo se der,,gosiITco durante 10 min y se le onoden los cotolizodores: 

~5 µI de pe'SUlfoto ol 10% {p/v). 
1!'13 µI de riboílovino 0.1?: {p/v). 
9 µI de 1[1.(0. 

5e dejo polimerizor duronte 1 h bojo luz blanco • 
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. Condiciones 5;k corrida; A lo muestro de protelno {5-15 µI) se le onode n; de onfolinos {pH 3-10). 5e 
mpieb corno amortiguador rotbdico: Lys 20 mM, iltq 20 mM, etonolomino 2M, y como amorlíquodor onbdico: As¡¡ 20 
mi!, Glu 20 mU. Después de 09rl'<)or los mueslros de protelno, se oplicon 5 W, y se Vil aumentando groduolmente lo 
potencio hosto alcanzar 10 'li \durocibn 1:30 h), o conlínuocibn se aplican 1!m V durante 1:30 h {aproximadamente 
~000 VxH totales). 

Detección 5;k lM ~ 5;k lll:Qkíllil.. Poro su on!llisis, los geles se eleclrolronsfirieron (!El) y 
se inmunotifteron con anticuerpo polidonol. El gradiente de pH del gel, se determinb por lo distribucibn de los 
morcodores de pi (ffoRod) y, diredomente, con un electrodo de SU!le'ficie y un potencibme!ro • 



A.4. 2D-PAGE. Poro el onolisis bidimensional se empleO lo romero de electroforesis 
io(niProteon (lloRod). Esto tecnico esto bosodo en el protocolo de O'Forrell (1975) y coo modificaciones 
de Hochstrosser (1988). 

Preparación de los geles. 

En lo primero dimensioo, poro lo prep<irocioo de 20-30 qeles (O. 1 x 5.5 cm) se mezdon: 

5 g de urea 
3.05 mi de 00:120. 
1.5 mi de ocrílomido/bis-ocrílomido 1=30%. C=2.33X. 
0.8 mi de onfolinos (100 µt, del pH 6-10.5 y 9-11; 300 µI 

del pH 6-8 y 3-10). 
12.5 mq de hq 
12.5 mq de Lys 
t2.5 mq de~ 
120 µI de nonidet P-40. 

Lo mezdo se desgosifico durante 10-15 min, después se oqregon los cotoliiodores: 
1 µI de meo 
15 µI de per9.1lfoto de amonio 1~ (p/v). 

Poro lo segundo dimensiOn, se prep<iroroo qeles poro lo electroforesis desnoturoliionte coo SOS (SOS
P.!G:), de acuerdo ol protocolo descrito en A2. 

SS 

Condiciones de~. Los muestras de protelno (5-50 µI) se mezdoron con lo soluciones A. (SOS 10 
X. m1 2.32 :t) y 8 (505 1 :t. urea 54 :t. onfolinos 5 ~:1:10; A:B). Los amortiguadores fueron: NoOH 20 mM (cOtodo) y 
H,PO, 10 mM (Onodo). En lo primero dimensión se oplicoroo oproximodomente 3100 VxH (!':ro V durante 10 min y 750 
V durante 4 h). N término de lo primero dimensioo, los geles se ocoploron ol gel correspondiente o lo segundo 
dimensión, o bien se olmocenoron o -1o·c hosfo 9.1 onólisis eleclroforetico. No se recomiendo olmocenor los qeles por 
mOs de 4 dios. 
Los geles de lo primero dimensión se colOOJn sobre el qel concenlrodor y se oqrego omorliguodor (solución r de 
SOS-P.!G:, en condiciones reductoras). Poro eslo segundo dimensión, los condiciones de corrido fueron idénticos ol 
sistema de SOS-P.!G: (Ver ,!¡Jéndice A.2) 

Detección W: l.ali ~ de proteína. Poro lo IOOJliiociOn de los voriontes de lo c(}l, los geles 
se electrolronsfirieroo e inmunotineroo con anticuerpo polidoool (Ver /iléndice A.5). 



A.5.IEI 

I. Electrotransferencia (Western !;lli.U).. 

1. AJ lermino de lo eleclroforesis, el gel se incubo en lo solución de lronsferencio (Iris 25 mt.1, Qy 
192 ml.I, melonol 20 r.. pH 8.3) duronle 20-.30 min. 

2. Se oclivon los membronos de nilroceluloso o immobilon. Poro eslo. lo membrono de 
nilroceluloso se mojo con en el omorliguodor de lronsferencio (previniendo lo formación de b\Jrbujos de 
oire). El immobilon se mojo iniciolmenle en melonol P1Jro durante 1-3 min, despves se lovo con [l}l10 
o con el prQPi'o omortiguodor de lronsferencio, durante 5 min. 

3. Después, se ensamblo el "sandwich" en el siguiente orden: rejíllo oscuro de ensamblaje, libro, 
papel odsorbenle grueso (p. ej. ~olmon J.i,j) o dos papeles delgados (lliiolmon No. 1), gel. 
membrana de nilroceluloso o immobilon, pope! (iguol Que lo copo de pope! anterior), fibra y rejilla 
doro de ensamblaje. 

4. El "sandwich" se acoplo ol sislemo de eleclrolronsferencio miniProleon. Conjunlomente se coloco 
el refrigeronle. [nlonces. se aplican 200 mA durante JO min con ogilocion mognetico constante. 

S. ílnolmenle, se recupero lo membrana y se separan lo región correspondienle o los marcadores 
de f\I o pis (lindón con negro omido) de lo región con los mueslros problema (lindón con anticuerpo 
polidonol o con lo leclino). . 

b) Inmunotjncjón ~anticuerpo poljc!onal antj-cGH. 

1. Los membronos se incubon en uno solucibn de. gelolino ol 3 % (p/v) en P8S 10 mM, pH 7.6 
(P8S) duronle 2 h o 40'C o lodo lo noche o temperoturo ambiente. 

2. Después, los membronos se lovon con el P8S durante 5 min. 
3. Se incuban los membranas con lo solución del primer onlicuerpo (PBS 10 ml.I, lween 20 O.OSr. 

pH 7.6 -lPBS-, 1?: de gelolino y S\lero onli-cGH en uno concenlrocibn 1:200) [v/v]) durante 2-3 h, o 
lemperoturo ombienle y ogiloción rololorio constonle. 

4. A conlinuocion, se lovon los membranas dos veces con lPBS, durante periodos de 5 min e/u. 
S. Se incuban los membranas en lo solucibn del sequndo onlicuerpo (lPBS, 17. de qelolino y 

onlicverpo onti-lqG de conejo ocoplodo o pero,jdoso de róbono en uno coocenlroción de 1:300J [v/v]) 
duronle 1 h. o lemperoluro ambiente y con ogiloción rololorio conslonte. 

6. Se lovon los membronos dos veces con lPBS durante periodos de 5 min e/u. 
7. Se lovon con P8S durante 5 min. 
8. Se incuban los membronos con lo solucibn reveladora (4-doronoílol 0.057. y H,02 0.015': en 

melonol ol 16.61: y PBS) duronle 30 min. 
9. Se enjuagan los membranas con obundonle IDl,O. 

e) Ii.nciQn .l:.Qll concanavaljna A-peroxjdasa. 

1. Los membranas de nilroceluloso o immob<lon, se incubon en uno solución de olbiimino sérico 
bolina (No. A-7030) ol J,; en PBS, duronle 2 h o 40'C o lodo lo noche o 4'C. 

2. Se lovon dos veces con lfffi, duronle periodos de 5 min e/u. 
3 .. Se incuban en lo solucibn de lo leclino (lPBS. 1% de olbCimino y conconovolino A peroxidosa 

[Sigma] en uno concenlrocibn de 4 µg/µI) durante 3-4 h o lemperoluro ambiente. 
4. Se lovon dos veces con lfffi, duronle periodos de 5 min e/u. 
5. Se lovon con P8S duronle 5 min. 
6. Se revelan los bondos de proleino reactivo empleando lo solucion revelodoro (seccion AS.b). Lo 

incvbaciOo duro 10-30 min. 
7. Se lovon los membranas con obundonle aguo. 
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1. lros lo eleclrolronsferenáo, los secciones de nilroceluloso o immobilon se coloccron en !ffi,O. 
De eslo formo, lo lincibn coo negro omido puede realizarse hoslo dos dios después de lo 
eleclrolronsferencio. 

1. Se desearlo el llli20 y se Unen las membranas con la soluciOo de negro amido al l:t en una 
soluciOo de metonol ol 45 %. ócido ocelico 10 ~ durante 3-5 min. 

l Luego, se lovon los membronos con uno solución de melonol 40:t y etanol 10~ estos se lovon 
Jonios ~ como seo necesorio. 

4. finolmenle. los membronos se olmocenon en (ffi20 o se secon. 
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B. AISLAMIENTO DE LOS ANTICUERPOS 
MONOCLONALES ANTI-cGH. 

La purificación de loa llAbs. empleando una columna de proleina A-sefarosa, se realizo o 
porlir de loles de liquido de oscilis que conlenion opfOximodomenle 15 mg de llAb a-cC.fL Los 
condiciones de lo cromologrolio esluvieron basados en lo recomendado por el Dr. Berqhmon 
(bélgico}. y se reune o ccolinuoótln. 

B.1. Preparación !k. lil columna. 

1. Se pe;DIOO 0.9 g de proleíno A-seforoso, que pamile oblme oprorimodomenle 3 mi 
de reino odivo (2mg de proténo A). Lo reino se hindtb en el ornorfiq110dor de o¡fu¡óón (Qy 
1.5 11, NoO 3 11, pH 8.9) duronle l) min o ~·c. · 

'J. Lo r~no, yu hindtodo, se onodib o uno jo'ingo de 10 mi (preiornente f;lironizodo), y 
olí se lavó lo reino coo 20 vol(Jmenes del omorfiguodor de oplicoóoo. 

B.2. Cromatografía. 

1. [I liquido de ascitis liofilizodo (conteniendo los IWis especilicos a-cGH, proporcionado 
por el Dr. Berghmon) se resuspendió en 30 mi con oguo. Lo concenlrocibn final de llAb en leslo 
9llucilln fue de Q5 mg/ml. 

'l. En codo cromologrolio se agrego 3 mi de lo solución del liquido de ascitis 
(oproi<imodomEJ1le 1.5 mg de WO). y se dejo reoa:iooor con lo reino duronle l) min o 4'C. 

3. Lo proleino no odSOJbido o lo columna se eluyo con el omorliguodor de oplicociOn. 
Poroldomenle, se delamino el ~o de obs!llbencio o 700 nm de lodos los kocciones. 

4. Se inicib lo eluciOn de lo proleino relenido especificomenle o la columna cuando lo 
absorbencia de los fracciones alcanzó el cero. Se hizo posor por lo columna el omorliguodor de 
eluciOn (cilrolos 50 mll, pH 3.5). Los fracciones de elucion se recolecloron en lubos con 500 
µI de lris 100 mM. pH 7.5. poro neu~olizor lo oódez. 

5. rinolmenle, los condiciones iniciales de lo resino fueron resliluidos ol loYtlrse con el 
\llOOI~ de o¡-Aiaxioo. 

Condiciones de la cromatografía 

Volóaen del lecho: 
Fracciones: 
Flujo: 
O.O.: 

3al 
1 mi 
10 •l/h 
280 na 

6. Lo froccibn relenido o lo columna (llAb) se diolízo conlro aguo, se líofilizb y se onolízo 
elaiol'O'ébnmle (~) poro Cllffilll'OOor 91 purezo. 
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C. SINTESIS DE LA COLUMNA DE 
INMUNOAFINIDAD. 

Paro este protocolo se tomoroo en cuento los indicociooes del [) .Berghmon y de los laboratorios de 
Phormocio. 

C. l. Se pesoroo 350 mg de seforoso 48, odivodo coo CN!t, y se depositó en uno jeringo de 10 
mi. [s\o contídod al hincharse proporciono aproximadamente 1 mi de resino. 

C.2 Se dejó hinchar lo seforoso en HO 1 mt.t, pH 3-J.5, durante 15 min. Se ogitó durante 15 min 
con movimientos suaves de extremo o extremo (end over end). 

C.3 Se lovb lo seforoso, ¡xiro eliminar preservativos. coo 100 mi de HO 1 mt.t. 
C.4. f'inolmente, lo resino se lovo con el omodiguodor de ocoplomiento (fosfolos 50 mt.t. Noa 0.5 

M, pH 7.8). 
C.5 En formo paralelo, se odiciooó 6 mi de aguo desioni1odo o un frasco que contenía 

oproximodomente 5 mg de anticuerpo monoclonal a-cCH, líolili1odo con el amortiguador de 
ocoplomienlo. Se leyó su absorbencia o 280 nm, poro cooslotor lo concenlrociOo de proteína (O.O.= 
1.4 ¡xiro 5 mg de MAbs) 

C.6 Lo soluciOo de llAbs se onodió ínmediolomente o lo resino, después de su lovodo en el 
omorliguodor de ocoplomienlo. Lo me1do se ogiló coo movimientos de extremo o extremo durante 4 h 
o lemperoturo ambiente (o durante lodo lo noche o 4'C). · 

C.7. Se determinó lo eliciencio de acoplamiento, y poro eso se empleó lo siguiente fbrmulo: 

Eficiencia= 1- obs()(bencio dcl snle X 100 
obsorbencio antes de ocoplor 

Poro considerar que hubo un ooei ocoplomieilo, el volor de eficiencia debe exceder el 90%. [n 
coso de no olcon1or este nivel, se 111elve o agitar lo meldo el tiempo Que seo necesario, 

e.a Se removió el solxenodonle y se onodió solución poro biOQueor los sitios no ocupados en lo 
seforoso por los ~ Poro esto se empleó uno soluciOo de etonolomino 1 M, pH ao. Poro este efecto 
tombien se puede emplear lris o Gly 500 mM. pH 7.a Con esto sotucióo, lo resino se agitó de extremo 
o extremo durante 4-8 h o temperatura ambiente o lodo lo noche o 4 ·C. 

C.9. Como úiltímo poso, se lovb lo resino, de manero ollernotívo, con 2-3 volúmenes de columna, 
de los omorliquodores de oplicoción (fosfatos 50 mt.t. NoO 0.91, lween-20 0.01%, pH 7.6) y de eluciOo 
(Gly 50 mt.t. NoO 0.9%, lween-20 0.011, pH 3-J.5). 
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D. PREPARACION DE LA COLUMNA DE 
CONCANAVALINA A-SEFAROSA. 

0.1. Poro lo preporocibn de 2 mi de resino, se lomó 3.1 mi de lo suspensibn de conconovolino A
seforoso 48 {Sigmo, Lol. 79f-0394, 15 mg ConA/ml de resino emoocodo). 

0.2. Lo SUSPeflsibn de resino se ogregó o uno jeringo silicooi1odo de 5 mi. Con onleri01idod se colocó 
un soporte de libro de vidrio en el fondo de lo jeringo. 

0.3. Lo resino se lovó con 20 mi del om011iguodor de oplicocibn 0ris-Ha 200 mi.!, Noa 0.15 1.1, 1.1na, 
1 mu. Coa, 1 mi.!, pH 7.0). 

0.4. Se dejó que lo resino se emoocoro por grovedod, duronle lodo lo noche o 4'C. 

0.5. Se eluy(> el omodiguod01 que cub<e el lecho de lo resino, y se oplicó lo muestro de proleino. 
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E. ELEcrROELUCION DE GELES DE 
ND-PAGE. 

E.1. Se prepororoo minimomenle 8 qeles de poliocrílomido poro el sistema de NO-PAGE. Se 
recomiendo preporor qeles en exceso. en coso de oconlecer occidenles duronle su focluro. 

E.2. Se solubilizo lo cCH puro -B:I-1- (concenlrocibn entre 50 y 100 µq po1 codo gel) en el 
omortiquodor de mueslro (solucion G sistema de eleclroforesis NO-PAGE, véase ~dice O). 

E.J. Se realizo lo eleclroforesis de ocverdo los condiciooes de NO-PAGE (véase ~dice A.1). 

EA. N lérmino de lo eleclroforesis. se exlrojeroo los qeles. Uno de ellos se lino en "O\Jick stoin" 
(ocido perd0rico 3.5 ?:, azul de coornos9e G-250 0.025 X) durante 10-15 min o lemperoluro 
ambiente. Los demos se almacenan o -10·c. 

E.5. lomando como base el qel leflido. se cortoroo los geles reslonles en los zooos con prolelno. 
ki se obtulieroo !res secciones de gel conleniendo los variantes de corgo de· lo hormona. 

E.6. Poro los ensayos de eleclroelucibn en uno ciJmoro ISCO se procedib de lo siquiente manero: 

o) Se sellb lo ciJmoro (o ciJmoros) inlerior al'.' membrana poro diolisi~ (cvloff de 3:5 kDJ) .• 
b) Se colocoroo dentro de lo ctJmoro los secoones de qel correspondientes o lo mrsno vorronte 

hormonal. 
e) Se oqreqb el omorliquodor interior (1ris-ocetotos 40 mM, pH 9.1). Se tuvo cvidodo de no 

dejor burbujas de aire. 
d) Se oqreqo el omoriiquodor (1ris-ocelotos 400 mM, pH 9.1) en lo ctlmoro externo y se coloco 

dentro de dio o lo ctlmoro interno. 
e) Se aplicaron 3 '11 de potencio constante durante 6 h o 4"C. 
0 Se recvperó el omorliquodor de lo ciJmoro inlerno, se dializo conlro COl20, se liofilizo y se 

analizo po1 eleclroforesis. 

E.7. Poro los ensayos de eleciroelucibn realizados w0 el sislerno t.iniProteon (EfoRl!d) se siquio el 
presenle prolocolo: 

o) Se acoplo el sislerno de electroelucitn floRod. Lo membrnno se lavo desde un dio antes en el 
omorliquodor o emplear. 
b) Sobre el soporte de libro de lidrio se colocoroo los secciooes de qe! (correspondientes o un 

tipo porticvpor de vorionle hormonal). 
e) Se agrego el omorliquodor, ton lo en e! reservorio con los qeles como en lo ciJmoro exlerno. Se 
empleó un amortiguador y condiciooes de eleclroeludbn diferentes poro codo ensayo (1. lris
ocetolos 40 ml.I y 400 mM, pH 9.1: 2. lris-ocelatos 50 mu pH 9.1: J. Eícarboooto de omooio 50 
mM, pH 9.5; y 4. Acelotos 50 mM, pH 4.5.). 
d) finolmenle, se recvperO el omortiquodor en el compcrtimienlo bojo e! soporte de libra de 

lidrio, se dioliro conlro OO:i 20, se lioffiizo y se onolizo. 
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F. GELES DESPOLIMERIZABLES. 

F.1.~. 

Poro este pcolocolo se lomaron en cuento los condiciones reportados por Qioffori, 1976. 

a) Condiciones de polimerización. 

Solución A. Lo solución de monbrneros al 20'1. se pceparo o~odiendo ocrilomido y &e en 
p1oporciones 19.22:0.78 (p/p). Esto resulto en uno concenlroción relativa de monbrneros y 
enlrecruzodor del= :ZO y C= J.9. Se solubilizó lo mezdo C1Jlenlondo o 60'C. A continuación, se ffilró 
y se almacenó o temperatura ambiente. 

Solución B. Mioriiguodor de lris-HO 89 mi.! y ácido bO<iCIJ 89 mM, pH 8.3. 

Protocolo. Poro obtener 8 mi de solución de gel resolvedor, al 7.5'1. total de poliocrílomido, se 
mezdoron los soluciones en los siguientes cantidades: 

3 mi de solucióo A 
0.8 mi de solución 8 
4 mi de aguo desionizodo 
0.2 µI de m.co 
12 µI de persulfoto de sodio al 10'1. 

Primeromenle, se mezdaron los soluciones A y 8 con e! aguo. Se desgosificó durante 5 min y se 
C1Jlento o 40"C durante 5 min. [xaclomenle antes de agregar al molde del gel, se oílodieron los 
cololizodores. Es necesario agregar lo solución de ge! inmediolomenle o los tubos pues lo reacción de 
polimerización es muy ropido. 

El ge! concenlrodor (superior) se Pfep<Jró de acuerdo o Ornsle'n y l:lJvis (véase f.céidice A.1), 
empleando poro ello el El5 como enlrecruzodor. 

Después de lo eledroforesis. los geles se corlaron lronsversolmenle, en los zonas correspondientes 
o los variantes de lo hormona (véase f.¡Jéidice E). Es recomendable corlar en trozos muy pe<¡ueños los 
fracciones de! gel con p1ole'no PVes. de eso manero, se hoce más eficiente su solubilizoción. 

b) Condiciones de despolimerización. 

Poro lo solubilizoción se mezdoron los trozos de gel con un volumen tres veces mo)'Of de fJ
merC1Jploelonol al 5'.l Lo despolimerizoción completo se olC1Jn1ó en menos de 10 min o lernperoluro 
ombienle, en coso de persistir "grumos'' se culenló o 40'C. 
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F.2.DHEBA. 

Se¡un los, 1984. 

o) Condiciones de polimerización. 

Solución A Lo S()lución de monómeros ol 15?:, se preparo mezdondo J.75 q de ocrílomido y 
0.1875 q de ()![&\ se solubilizoron en un volumen de 25 mi con aguo desionizodo. y se fil!ro. 
Lo solubtlizocion no requiere colenlomien!o. Lo solución de monómeros resul!onle fue de 1=15.7 
y C= 4.7. 

Solución B. lris 1.28 M, Ha 0.6 N, pH 8.3 

Protocolo. Poro 10 mi de solucion de gel se emplearon los siguientes con!idodes: 

5 mi de solución A 
5 mi de solución B 
100 µI de 1[1(0 
100 ¡.¡I de persulfolo de amonio ol 10% 

Se mezdoron y desgosilicoron los soluciones A y B. lnmedio!omenle onles de agregar lo mezdo 
ol molde poro el gel, se adicionaron los cololizodores. lombién en esle coso, lo reacción de 
polimerización fue muy ropido. 

F.3.DATD 

Solución A Poro uno solución de monómeros ol 15 ?:, se mezdoron 2.75 g de ocrilomido y 0.1875 g 
de [1.\10, con aguo desionizodo se llevt> o un volumen de 25 mi, y se fillro. 1 = 15.7 y C= 4.7. 

Solución B. lris 1.28 M, HO 0.6 N, pH 8.1 

Protocolo. Poro 10 mi de soluciónilT1 de gel se emplearon los siguientes contidodes: 

5 mi de soluciónitn A 
5 mi de soluciónitn 8 
100 µI de 1[1(0 
100 ¡.¡I de persulfolo de amonio ol 10% 

Se mezdoron y desgosilicoron los soluciones A y B. lnmediolomente onles de agregar lo mezdo ol 
molde poro el gel, se adicionaron los cololizodores. lombién en este coso, lo reacción de polimerización 
fue muy rOpido. 

ílnolmenle, se probaron sus coroderísticos de resistencia meconio¡, de seporocibo de los vorionles 
y enfoque en lo NO-PAa:; osl también, se lomó en cuento el protocolo Que empleo los condiciones de 
despolimerizoción menos drOsüois. 

2. Condiciones de despolimerización. 

Corno primer poso, los ~ozos de gel se lavaron con abundante oguo desionizodo durante 20 min. 
A conünuocion, se susU!uyO el aguo por lo solucion de ocido periódico ol 5 X 
En eslas condiciooes se dejo incubar lo mezdo duronle lodo lo noche a temperoluro ombienle. 
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G. ISOELECTROENFOQUE PREPARATIVO 
(IEFp). 

G.l. Pre;paracjón ~ ~· 

o¡ Se pesoron 3.6 q de resino (8íolyle, Efo Rod) y se hinchó en oquo desiooizodo duronle 2 h. 
b lo resino se loVó con oquo desiooizodo hoslo olconzor uno cooduciividod de cero. 
e) [nlooces, lo resino se reruspendió en un volumen de 70 mi ron oquo; o lo suspensibn se oílodió I 'i de 

onfolinos, en PIOIJO!ciooes de 1:1:1 paro los inlervolos de pH de 3-10:6-8:a5-10. 
d) El molde se colocó en uno superficie lololmenle ho<Ízoolol. Previomenle, en el molde se colocoroo !iros 

de popel mojados. de manero lol Que los papeles cooslíluion los barreros del soporle. 
e) A conlinuocibn, lo suspensión se desqosificó y se oqreqó ol molde en el espado líbte; lo resino se 

espordo en lodo su superficie. 
f) f"inolmenle, lo resino se secb PCJf obsordbn del oquo, 1XJro lo cual se ernpleoroo IXJpeles sewnles 

odosodos o lo barrero de p0pel. El liernpa P1omedio paro secor lo resino (hoslo un qrodo Que permiliero 
indinar el soporle 45· y no sufrir dislorsibn) fue de 30-50 min. 

G.2. Preparación sk le mues1ra. 

Se pesoron 3-5 mq de hormona (oGH o cQi). lo oGH se empleó en los ensayos iniciales -evoluocion de 
los condiciones del lffp-: los condidooes de Pfeparocion de lo mueslro fueron semejonles poro lo oGH y cQi. 

lo hormona se solubilizo en 1 mi de aguo olcolinizodo con NoOH (pH 9.5), y se oftodio I 'i (v/v) de 
onfolinos (inlervolo de pH 3-10). En los ocosiooes en que no se coosiguio uno complelo solub<lizociOn, se 
ogreqó urea hoslo uno t'Ollreiirodoo de 2 M. 

G.3; Condjdoncs sk ~. 

a) Precorrida. 

El molde, conleniendo el soporle, se coloco en lo cómoro de lff, sobre lo ceromico de refrigerocioo. 
Previomenle, lo certlmico se mojó con glicerol ol 5% (p/v), poro o!i focililor lo lronsf€fencio de lemperolu10 
enlre el soporle y lo cerOmico. 

A coolinuocioo, se mojaron liras de papel con los omorliquodores correspoodienles: onódico (tlcido 
glulomico 20 mlil, ocido osp11rlico 20 mU) y colódico (eúlendiomino 2 M, lisino 20 mU, orginino 20 mu); eslos 
!iros se monloron sobfe los onleriores !iros de papel, en el e>lrerno correspoodienle al lipa de omorliguodor. 

Se soluró lo cOmoro con N, y se inició lo ¡lfecorrido: se aplicó 900 V duronle 16 h o 4'C. 

b) Corrida. 

N lérmino de lo JlfecOlrido, en el cenlro del S1lpOlie se reolizoron ligeros incisiones lronsversoles con un 
bisluri. Lo mueslro se oqreqó en eslos incisiones. A conlinuocioo, se volvió o soluror lo comoro con N, y se 
aplicó 200J V duronle 5 h o 4'C. 
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G.4. Yisua!jzacjón ~la proteína separada. 

Uno vez finolízodo el l[f, o lodo lo lorgo del soporte se sobrepusieron tiros de iXJpel secante JI&! (Elo 
Rod). 5e permitió Que se impregnaron de lo proteína del soporte, durante 3 min. Con sumo cuidado, se 
retiraron los tiros de iXJpel y se secaron o 100'C. 

A continuación, los !iros de iXJpel se lovoron con iJcido lridoroocelico ol 10 % durante 5 min (2x), y se 
lineron en uno solución de azul de bromofenol (0.05%), elonol (iJOjl) y ácido océlico (9%), durante 5 min. Los 
iXJpeles se destifteron ol lovorlos con obundonle aguo ocidificodo con ácido ocetico. 

Por otro iXJrte, se determinó el gradiente de pH codo centímetro, o lo largo del 50p0<le empleando un 
polenciómelro lleckmon SS-2 y un eledrodc de superficie (Elio-Rod), durante lodo el tiempo este sislemo se 
mantuvo sobie hielo. 

G.5. Recuperación ~ 1.M proteína separadas. 

Uno vez conocido lo disposición de los bandos de proteína, se usó ésto como 1X1lrón poro dividir el soporte 
en fracciones. Los fracciones se almacenaron o -20' C hoslo su extracción. 

[n frascos de vidrio 5e1X1rodos, lo resino se lovó durante JO min o 4 ·e con 2-J volumenes de [01,0. Lo 
suspensioo se centrifugo o 11'.m rprn durante 10 min. Codo froccioo se lavo en !res ocasiones". Los 
sobrenodonles de los lovodos se juntaron y liofili1oron poro posterior onolisiS. 

f'tlro eliminar o los onfolinos conlominonles se intentaron varios lét:nicos: 

a) Cromatografía en sefadex G-10. 5e preparó uno columna de sefodex G-10 {27 x 
1.2 cm) en un omorliquodor de bicarbonato de amonio 50 mt.I, pH 8.4. 

Lo muestro proleinica se solubili10 en aguo olcolini1odo con NoOH '.m ml.I (pH 9.5), y así permitir su total 
resuspensiOn. 

Lo cromotoqrofio se reolí10 o un flujo de 70 ml/h. se tomaron fracciones codo mi, y éstos se leyeron en 
el especlrofolOmelro o 180 nm. 5e junloron los fracciones con proteína, se dializaron y concentraron poro su 
posterior anclísis eleclroforelica y delerminoción de proteína. 

b) Electroelución. 5e probaron los condiciones de eleclroelución en el sistema de iiniProletin 
(El'o Rod). En este coso. los muestras se solubili1oron en bicarbonato de amonio 10 ml.t, pH 8, con 70 ?: de 
glicerol. lodo el sislemo de eleclroeluci0n se llenó con el amortiguador antes mencionado y se oplieó 40 mA de 
corriente constante durante 6 h o 4'C. Lo solucion retenido por lo membrana de diálisis (cutoff de 12 küo) se 
recupero, diolízo. liofilizo y analizo por "dol-blol" (veose ,lpéndice H). 

e) Precipitación con sulfato de amonio. Por antecedentes del protocolo de 
IJIJrificoción de cCH (fracción Ea:-1), 5'lbiomos Que lo cCH se precipito con 50 % de soluroción de sulfato de 
amonio, y o¡xovechondo lo olla solub<lidod de los onfolinos, planeamos seporor de esto manero lo hormona de 
sus contominonles. [n este coso los muestras se resuspendíeron en J mi de oquo, se oqreqó 3 mi de uno 
solución solurodo de svlfolo de omonío. Lo meida se agitó durante JO min o 4'C, y se centrifugó o 11500 
rpm durante JO min. [I sobrenodonle y el precipitado se dializaron y liofili1oron P<JrO su determinación de 
¡xotelno y su análisis eleclroforético. 
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H. ANALISIS DE INMUNORREACTIVIDAD POR 
"DOT-BLOT". 

Esle prolocolo se oosb en lo reromendodo po1 los loborol0<ios de Elo-Rad (~chmond, Co.), y se 
odoploron los condiciones de inmunolincibn ~lico. En eslo lecnico se empleó el oporolo de 
microlillrocibn "Efo-[kil" (Elo-Rad). 

1) Lo membrono de nilroceluloso (9 x 12 cm) se hidroló con ffiS 10 ml.I, pH 7.6. 

2) Eslo membrono se colocb en el oporolo de microlillrocibn y se aseguró oprelondo los l0<níllos. 

J) Se rehidroló lo membrono con 100 µI de lPBS {ffiS { 0.051. de lween 20) po1 po10. Se dejó 
lillror el liQuido poc gravedad. 

4) Ni0<0, o los po1os se agrego enlre 5(}-500 µI de lo mueslro proleinico. Es oconsejoble ogregor 
uno conlidod de mueslro semejonle en lodos los po1os. Se dejó frllror posivomenle el liquido; 
generalmente, uno muestro de 100 µI lomo J()-40 min en ser fillrodo. · 

5) Se lovoron los po1os con 100 µI de lffiS y se permilió lo lillroción pasivo del om0<1iguod01. 

6) Enlonces, se desarmó el oporolo y lo membrono se bloc¡ueo, poro lo cuol se incubó en uno 
solución de gelolino ol J1. en ffiS duronle 2 h o 40'C o lodo lo noche o lemperoluro ombienle. 

7) Luego lo membrono se !roló de manero idenlico o como se reoli10 en lo inmunotinción (véase 
f.pmdice A.5). 
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