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RESUMEN

En el presente trabajo se describe la obtencién del
anticuerpo policlonal especifico contra la fraccién
monomérica 22K de la hormona de crecimiento humana
(hGH). La hormona fue obtenida a partir de hipéfisis
humanas congeladas, mediante un esquema de extraccién
basado en diferencias de solubilidad y la fraccién 22K
separada por cromatografia de filtracién por gel. El
antisuero especifico fue obtenido por inoculacién del
antigeno en conejos raza Nueva Zelanda, cuya
produccidn fue controlada valorando el titulo por RIA.
La caracterizacién parcial del antisuero se realizé
mediante la determinacién del titulo Sptimo,
especificidad, afinidad, y su aplicabilidad para
cuantificacién en términos de curva estandar y control
de calidad, en comparacién con el antisuero de referencia.

Los resultados indicaron que el antisuero puede
emplearse en la cuantificacién de hGH por RIA.
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SUMMARY

This study describes the preparation of a
polyclonal antibody specific for the 22K monomeric frac-
tion of human growth hormone (hGH). The hormone
was extracted from human frozen hypophysis, on the
basis of differences in solubility and the isolated 22K
form was purified by gel filtration chromatography.

The antiserum was raised by inoculating the anti-
gen in New Zeland rabbits and the titer was assessed by
RIA. Partial characterization of the antiserum included
optimal titer, especificity, affinity and quantitative ca-
pability in terms of standard curve and quality control in
comparison with a reference antiserum (NIDDK).

The reliability of the results indicated that this

antiserum could be utilized for the quantitation of hGH
by RIA.

INTRODUCCION

La hormona de crecimiento humana (hGH) es una
proteina simple formada por una cadena de 191
aminodcidos, de secuencia conocida, secretada
principalmente por las células somatotrépicas de la
adenohipofisis(1).
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En extractos hipofisiarios y en suero humano se
ha encontrado la forma monomérica (22k), como
componente mayoritario, existiendo otras formas
minoritarias (20K, 45K)(2). Su efecto promotor del
crecimiento es ejercido en parte a través de los factores
de crecimiento similares a la insulina (IGF-I y II)
induciendo el crecimiento somadtico post-natal(3). Su
secrecion estd controlada por el factor liberador de hGH
(GHRH) y por la hormona inhibidora de la misma o
somatostatina (GHRIH) siendo también inhibida por los
IGFs. Estos factores estan influenciados por estimulos
del sistema nervioso central sobre las neuronas
hipotaldmicas, por factores ambientales y biol6gicos
como estrés, suefio, hipoglicemia, farmacos y otras
hormonas como andrégenos y estrégenos.

La valoracién del contenido de hGH en suero
tiene un interés particular en el estudio de
alteraciones del eje GH/IGF-I, especialmente las
asociadas con retardo del crecimiento. Esta se realiza
mediante diversas técnicas, siendo la mds utilizada
el radioinmunoensayo (RIA), por sus caracteristicas
de sensibilidad, especificidad, exactitud, precisiéon
y facilidad de ejecucién (4).

El objetivo de este trabajo fue el de obtener el
antisuero especifico de la forma 22K de hGH (anti
hGH), indispensable para el RIA de hGH,
contribuyendo a la implementacién de una
tecnologia propia para la obtencién de “Kits™ a nivel
nacional con las consecuentes ventajas econémicas.

FIGURA. 1
EXTRACCION DE hGH A PARTIR DE HIPOFISIS HUMANAS CONGELADAS
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PARTE EXPERIMENTAL
Materiales

1. Glandulas pituitarias humanas colectadas en el
Depto. de Patologia del Instituto de Medicina
Legal de Santafé de Bogota.

2. Estandares hormonales - hGH (NIDDK hGH-RP-
1(AFP-4793B)) cuya potencia para RIA es 2.2
Ul/mg.

3. Animales: conejos raza Nueva Zelanda, sexo
masculino de 45 dias de edad.

4. Nal'?®* Amersham.

Mcétodos

1. Extraccion y purificacion de hGH._Se sigui6
el método descrito por Vargas y Veldsquez (5) con
algunas modificaciones (figura 1). El polvo homogéneo

correspondiente a las glandulas congeladas se traté con
buffer Tris-fosfato 0.1M pH 8.7 (2 extracciones) y pH
9.6 (una extraccién), a fin de extraer las hormonas
hipofisiarias. La prolactina se separé a pH 7.0 mediante
la adicién de sulfato de amonio hasta una concentracién
0.8 M. Por adicién de etanol a pH 4.9 se logré la
precipitacién de la fraccién cruda de hGH, la cual se
redisolvié en buffer de acetato de amonio 50 mM pH
8.5 y se concentré por ultrafiltracién (Sartorius, mem-
brana 10K,30 Ib).

Esta fraccién se purificé a través de una columna
de Sephadex G-100 (1.6 cm x 100 cm) equilibrada con
buffer de acetato de amonio 50 mM pH 8.5, eluyendo
con el mismo buffer a una velocidad de 15 ml/h a 4°C,
detectando la presencia de proteina por lecturas de
absorbancia a 280 nm. Las fracciones de interés se
reunieron y posteriomente se liofilizaron. El contenido
protéico de las fracciones a lo largo de todo el proceso

se determiné por el método de Lowry (6) y la actividad
hormonal mediante RIA (7).

2. Inmunizacion de hGH en conejos. El esquema

de inmunizacién seguido fue el siguiente:

a. Animales: se seleccionaron 3 conejos Raza

Nueva Zelanda de 45 dias de edad (1 como control, 2 °

para inoculacién: C1 y C2).

b. Antigeno: Se emple6é hGH purificada en este
trabajo.

c. Via de inoculacién: subcutanea.

d. Dosis inicial: Cada conejo se inoculé con 1 ml
de liofilizado de hGH redisuelto en buffer fosfato 50
mM pH 7.4 (200 ug de hormona) emulsificado con un
volumen igual de adyuvante completo de Freud.

e. Dosis de refuerzo: Se aplicaron 3 refuerzos
(48,70 y 91 dias) el primero con igual cantidad inicial
de hormona y los otros dos con cantidades decrecientes
(160 y 106 ug), todos con adyuvante incompleto de
Freud.

f. Evaluacién del titulo: Se hicieron sangrados
después de 10 dias de cada inoculacién , evaluando el
contenido de anti-hGH mediante RIA.

g. Sangrado final: Al tener un titulo constante
después de varios sangrados, se hizo la puncién cardiaca.
Los sueros obtenidos fueron almacenados a -20°C y
posteriormente liofilizados.

3. Caracterizacion parcial del antisuero.

a. Titulo 6ptimo.- Se determiné mediante varias
diluciones en la curva de calibracién para RIA,
escogiendo como dilucién ptima la que presentara un
porcentaje de enlace maximo entre 20 y 30% (8).
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b. Especificidad.-Se evalué mediante las técnicas
de inmunodifusién e inmunoelectroforesis (9,10) y por
reaccion cruzada con prolactina (hPRL).

c. Afinidad.- La afinidad del antisuero por hGH
se determiné mediante la grifica de Scatchard (11)
tomando como base un RIA cualquiera de los efectuados.

d. Curva estdndar.- Se siguié la metodologia
estandarizada por Rincén y Suérez (7) con algunas
variaciones. La marcacién de hGH comercial se hizo
por el método de cloramina T (12) purificando por
cromatografia de filtracién en gel (Sephacryl S-200,
Pharmacia) en columna (1.2 cm x 94 cm) equilibrada
con buffer fosfato 0.3 M pH 7.4, evaluando la elucién
por lecturas de radiactividad en contador Gamma
(Miniassay Type G-20, lodine 125).

La actividad especifica se calcul6 mediante la
sumatoria de pico y curva de desplazamiento del trazador
al 50% (13).

€. Control de calidad del RIA utilizando el anti-
hGH obtenido.-

1) Control intra-andlisis (14)
Los pardmetros seguidos fueron:

1.1.Evaluacién de la curva dosis-respuesta
mediante:

- porcentaje de unién no especifico.

- porcentaje de unién maxima.

- pendiente de la curva dosis-respuesta mediante
la utilizacién del logit-log validando la linearizacién
estadisticamente con las pruebas Syx y F.

1.2.Coeficiente de variacion.
1.3.Relacién respuesta-error.
1.4.Perfil de imprecisién.

2) Control inter-andlisis (14)
Se construyeron cartas de control de calidad para
visualizar la estabilidad del analisis.

f. Paralelismo.- Aplicando la prueba “t “ de stu-
dent se compararon las pendientes de una curva estdndar
con la obtenida de la muestra a analizar.

g. Comparacién del antisuero obtenido con el de
referencia internacional.- Utilizando la dilucién 6ptima
de los dos antisueros (el obtenido en C1 y C2) y el de
referencia internacional se compararon las curvas
estdndar.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Extraccién y purificacién_de hGH.La tabla 1
muestra el contenido protéico y la actividad hormonal
en las tres fracciones obtenidas mediante la purificacién
del extracto crudo de hGH por cromatografia de
exclusién molecular (Sephadex G-100). La fraccién
Seph.I correspondié a proteinas de alto peso molecular,
y la hormona eluyé en las fracciones Seph.1I (dimero de
hGH) y Seph.III (monémero). La potencia inmunolégica
alcanzada en esta iltima fue de 1.5 Ul/mg, valor com-
parable al estdndar internacional (2.2. Ul/mg).

TABLA 1. Purificacién del extracto crudo de hGH por
cromatografia de exclusién molecular en Sephadex-G-
100.
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TABLA 1

Fracciones Cromatogrdficas

SEPH 1

PROTEINA (mg) 604,00
hGH (mg) -
POTENCIA (Ul/mg)* -

SEPH II SEPH III
173,80 247,60
730 169,60
0,12 1,50

*¥2,2 Ul = 1 mg hGH

2. Inmupizacion en conejos con hGH purificada.
El esquema de inmunizacién seguido permitié la
obtencion del antisuero de hGH, el cual fue determinado

por RIA.Al dia 27 después de la primera inoculacién se
observé una respuesta inmunoldgica aceptable la cual
aument6 progresivamente hasta estabilizarse a los 89 dias
(% unién: 77.1% (C1) 85.5% (C2) dilucién: 1:4000 (Cl)
1:4000 (C2), tiempo en el cual se realiz6 puncién car-
diaca.

3. Caracterizacion parcial del antisuero.

a) Titulo 6ptimo.- Para escoger el titulo 6ptimo
se emple6 como pardmetro el porcentaje de enlace que
brinda la mayor sensibilidad, obteniéndose los valores
de 27.96% (C1) y 30.42% (C2), para una dilucién de
1:40000 en ambos antisueros.

b) Especificidad.-Mediante las técnicas de
inmunodifusién e inmunoelectroforesis pudo observarse
claramente la formacién de una banda de precipitacién
que es indicio de la especificidad en la respuesta.

Teniendo en cuenta que el grado de reactividad
cruzada se expresa como la relacién entre la masa del
antigeno especifico (hGH) requerido para obtener un
50% de unién y la masa del compuesto que puede
presentar reaccién cruzada (hPRL) para obtener el S0%
de unién, pudo observarse que para ambos antisueros el

porcentaje de reactividad cruzada frente a PRL fue muy
inferior al 1%, lo que expresa la alta especificidad de los
antisueros, evaluados contra la fraccién monomérica de
hGH.

c¢) Afinidad.- Mediante el anélisis de regresién i -
nealdelas curvas de Scatchard (Gréfica 1) los valores
obtenidos para la constante de afinidad fueron:
Ka =3x10"L/mol y Ka,=2.8x10"L/mol. valores
comprendidos dentro del rango reportado en la literatura
(10° -10' L/mol)(15) para anticuerpos empleados en la
mayoria de los inmunoensayos.

La buena afinidad encontrada es expresién de la
avidez de unién entre hGH y el anticuerpo y es indicativo
del alto grado de sensibilidad de los inmunoensayos en
que se empleen.

d) Actividad especifica del trazador - Curva
estandar.-

La actividad especifica calculada mediante la
metodologia de sumatoria de pico fue de 72.58 mCi/mg
y mediante la curva de desplazamiento del trazador al
50% de 67.02 mCi/mg, valores comprendidos dentro de
los reportados en la literatura (60-110 mCi/mg)4).

e) Curva estdndar y Control de calidad del RIA
utilizando el antisuero obtenido.-

U
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GRAFICA 1

GRAFICA 1.
DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE AFINIDAD (Ka)
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La tabla 2 muestra los resultados globales de los pardmetros tenidos en cuenta como indicativos de las
caracteristicas del método.

TABLA 2 Resultados Generales
Control de Calidad para RIA de hGH
RIA |CONEIO| CARACTERISTICA CONTROLES DE PENDIENTE | LINEARIDAD CURVA
DEL RIA CALIDAD (ng/ml hGH) CALIBRACION
NUMERO
% NS Bo Qc Qc Qc b Syx F. F.
BAJO |MEDIO | ALTO obt. | Tab.
NORMA Cl1/C2 | 5% 20-30% 0.92- | 6.52- | 21.95-| -2.30 <0.23 | <Ftab.| *

1.60 | 9.10 | 30.01

0.74- | 5.24- | 13.51-

1.56 | 8.68 | 30.13
1 1 3.24 27.96 094 | 6.81 | 23.07 -2.15 0.18 | 0.55 | 5.06
2 30.41 1.07 | 775 | 24.69 | -2.12 0.15 | 1.66 | 4.86
2 1 4.26 28.86 1.10 | 8.06 | 26.68 -2.18 024 | 0.18 | 5.06
2 30.15 1.28 | 8.19 | 2331 -2.13 021 | 094 | 532
3 1 1.60 29.00 1.40 | 8.41 | 2345 -2.19 0.11 | 044 | 532
2 30.18 090 | 8.14 | 30.14 | -2.02 0.10 | 251 | 486
4 1 2.33 28.18 1.11 | 676 | 2192 | -2.20 0.10 | 030 | 532
2 30.74 145 | 6.99 | 18.63 -1.98 0.09 | 521 | 532
5 1 4.32 28.44 124 | 7.16 | 2200 | -1.77 0.18 | 577 | 5.64
2 28.52 078 | 572 | 2240 | -1.98 0.18 | 1.67 | 6.06
6 1 3.97 30.02 1.51 | 806 | 27.15 -2.32 022 | 070 | 5.64
2 32.54 0.84 | 6.32 | 22.49 -1.84 0.06 | 1.25 | 5.64
7 1 221 27.21 151 | 6.67 | 2272 | -1.89 0.08 | 028 | 5.64
2 29.76 130 | 6.00 | 18.49 | -1.90 0.12 | 1.63 | 5.64
8 1 2.00 28.30 1.19 | 8.47 | 25.64 -2.56 0.11 | 0.68 | 6.06
2 30.86 0.71 | 7.89 | 25.24 2.24 022 | 145 | 5.64
9 1 5.13 29.55 1.06 | 6.59 | 22.41 -1.88 0.17 | 0.72 | 4.86
2 26.32 0.83 | 581 [2270 | =215 0.11 | 1.48 | 5.06
10 1 4.88 27.37 099 | 7.72 | 25.61 -2.05 020 | 3.26 | 5.64
2 28.56 125 | 8.09 | 29.95 -1.99 0.16 | 093 | 5.32

* Dependiente del nimero de replicados (n) y del mimero de puntos de 1a curva de calibracion (k).
Grados de libertad n-k y k-2 (95%)
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El valor promedio del enlace no especifico fue de
3.39+ 1.2, valoraceptable ya que se recomiendan valores
menores al 5% (8). El valor promedio del porcentaje de
unién maxima fué de 28.29% (C1) y 29.8% (C2), valores
comprendidos dentro del rango aceptable para RIA de
hGH (20-30%)(8).

Los valores de la pendiente siempre se encontraron
cercanos al valor teérico (-2.303) y dentro de los limites
de confidencia al 95% ( -3.48 <-2.303 < -1.126).

Los valores Syx obtenidos siempre estuvieron por
debajo del valor limite (0.23)(14), indicando un buen
indice de precision para la curva dosis-respuesta.

El valor F calculado es inferior al tabulado al 95%
de los limites de confianza, lo que indica que la linea de
mejor ajuste es lineal para los antisueros especificos
obtenidos.

Para el antisuero obtenido en C1 y C2 el nivel de
confiabilidad es alto en mediciones que van desde 0.5
ng/ml hasta 10 ng/ml, rango que cubre los niveles
normales de hGH en suero humano (16), constituyéndose
en un indicativo de la posible utilidad de ellos en anélisis
clinico de hGH. En ambos antisueros el coeficiente de
variacién fue menor de 10% en el rango comprendido
entre 1,5 y 22 ng/ml, siendo la minima dosis detectable
de 0.35 ng/ml(C1) y 0.28 ng/ml(C2), valores que se
encuentran por debajo del valor minimo de hGH
empleado en la curva de calibracién. En las cartas de
control de calidad pudo apreciarse que las muestras
testigo (control bajo, medio y alto) se encontraron bajo
control estadistico lo cual evidencia la confiabilidad del
método cuando se empleen en el RIA los antisueros
especificos obtenidos en este trabajo.

Para determinar la incidencia de error en la
evaluacién de hGH al realizar diluciones y para verificar
la identidad entre un analito y el patrén se efectud la
prueba del paralelismo.En las representaciones graficas
de ambos antisueros se observ4 un resaltable paralelismo,
lo cual verifica la identidad entre el patrén y la muestra.
Al comparar la curva dosis-respuesta de los antisueros

obtenidos (C1 y C2) con la obtenida utilizando un
antisuero de referencia internacional pudo observarse un
comportamiento muy similar. En conclusién los
antisueros preparados en este trabajo presentan
caracteristicas de confiabilidad que permiten emplearlos
en la cuantificacién de hGH en RIA, ajustdndose a los
requerimientos de linearidad lo que permite ratificar la
utilidad de los antisueros obtenidos, asegurando su fu-
turo éxito como componente de “kits” de diagndstico.
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