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RESUMEN

En esie trabajo se compararon las formas predominantes de la Hormona
de Crecimiento Humana (hGH), proveniente de sueros de pacientes con
hipersecrecion hormonal. para determinar los cambios que presenta en
ellas y que puedan servir de diagndstico para la deteccidén de patologias,
tales como acromegalia. como lambién alteraciones en el metabolismo
degradativo de la proteina o en la unidén a sus receplores especificos.

Las muestras de sueros (normal, post-estimulo con clonidina o ejercicio
y de adenoma) se fraccionaron en Sephadex-G100 y la actividad
inmunoldégica se establecio por medio del ensayo inmunorradiométrico
(IRMA) especifico. Los tres sueros presentaron las tres formas mayorita-
rias de hGH: monomérica (22K), «grande» (45K) y «grande-grande»(80K).
La proporeién relativa de las formas en el suero post-estimulo mostré un
notorio incremento de la forma 22K, indicando que la estimulacién con-
duce a un aumento de la forma monomérica con poca lendencia a la
formacion de agregados. La presencia de un adenoma hipofisiario acelera
la produccién de las tres formas mayoritarias de la hormona. con eviden-
cia de un incremento en la forma "grande-grande". sugiriendo que la
presencia de un adenoma va acompafiada de una sintesis elevada de hGH
y aparentemente no se producen otrias formas diferentes a las del suero
normal,

ABSTRACT

Human Growth Hormone (hGH) in serum from subjects with hormonal
hypersecretion was partially characterized in order to establish the changes
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in the different molecular weight sizes that could be used in the diagno-
sis of pathologies associated with hGH.

Serum samples (normal, after exercise or stimuldtion with clonidine and
from adenoma) were fractionated in Sephedex G-100 and the immunological
aclivity was measured by specific immunoradiometric assay (IRMA). All
sera yielded the three mayor GH species: monomeric GH (22K). big GH
(45K) and big-big GH (80K). The relative amount of 22K formy in serum
after stimulation increased significantly, meaning that stimulus increases
monomeric GH with little tendency to form GH aggregates. Presence of
pituitary adenoma accelerates the production of the three mayor forms of
hormone, with evidence of increased amount of big-big GH, suggesting
that the adenoma is associated with high synthesis of hGH without
production of forms different to those in normal serum.

INTRODUCCION

La hGH es un polipéptido sintetizado por las células somatétropas de la
hipofisis anterior (1) v ¢jerce una variedad de efectos metabélicos y de
proliferacién y diferenciacion celular. Sus acciones mis conocidas son
las de promover el ¢recimiento longitudinal a través de los TgFs o facto-
res de crecimiento de tipo insulinico (2). Su componente mayoritario es
la forma 22K o monomérica (PM 22kDa), presentando otras formas mino-
ritarias como la 20K (PM 20kDa). la 45 K o [orma "grande” (PM 45kDa)
v la 80K o forma «grande-grande» (PM 80KDa, detectada en suero huma-
o) (3). Su secrecion es regulada por el hipotdlamo por medio de la GRH
(hormona liberadora de GH) que estimula su liberacién y por la
somalostatina que inhibe su secreciéon (4). La presencia de tumores
hipofisiarios (adenoma)} va acompanada frecuentemente de una hiper-
secrecton hormonal (5). La evaluacion de desordenes en el crecimiento
se lleva a cabo mediante aplicacion de estimulos fisioldgicos (¢jercicio)
v farmacolégicos (dopamina, clonidina) con el fin de diagnosticar la
causa primaria, dirigir el tratamiento hacia eése transtorno y predecir la
respuesta del paciente al tratamiento (6,7).

El objetive de este trabajo es caracterizar en forma parcial la hGH,
obtenida de sueros de pacientes con niveles circulantes elevados
(adenomas y nifios estimulados con clonidina o ¢jercicio) para determi-
nar los cambios gque presenta en sus diferentes formas de peso molecular,
que puedan servir como diagndstico para la deteccidn de patologias.
como también alteraciones en el metabolismo degradativo de la proieina
o en la unién a sus receptores especificos.
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PARTE EXPERIMENTAL

1. Recoleccion de muestras
Las muestras fueron colectadas de pacientes en ayunas y en horas de la
manana.

. -
a) Sueros normales: se recogieron muestras de sueros de 5 personas (3
hombres y 2 mujeres) con edades entre 24 y 35 afos. sin alteraciones
fisiologicas.

b) Sueros post-estimulo: colectados en el Instituto para ¢l Desarrollo y el
Crecimiento de 21 ninos ( 18 pifios y 3 nifias) entre 12 y 14 ados, cuva
secrecion fue estimulada con clonidina o gjercicio.

¢) Sueros de adenoma: proporcionados por el Instituto de Seguros Socia-
les de 5 pacientes (mujeres entre 40 y 50 afios) con caracteristicas tipicas
de acromegalia y sin (ratamiento previo.

2. Concentracion de los sueros

Los sueros colectados fueron reunidos y concentrados por ultrafiltracion
(Sartorius SM 145/SM 146, membrana 10K) en atmésfera de nitrdgeno
(30 lbs., 1500 psi). El control de proteina total se determiné segin el
método de Lowry (8).

3. Separacion de hGH de suero humano por cromatografia de exclu-
sion molecular

Se empled una columna de Sephadex-G100 (Pharmacia, Uppsala, Suecia)
(1.5x90 ¢m) equilibrada con buffer de acetato de amonio 50 mM. EDTA
SmM, azida s6dica 10mM a pH 8.5, eluida a una velocidad de 7.5 ml/hora
a 4°C.

La calibracién de la columna se realizé mediante la determinacion del
volumen muerto, volumen total y proteinas de peso molecular conocido:
albimina sérica bovina (BSA, 65kDa), pepsina (34.7 kDa), lisozima
(14.5kDa). La separacién de hGH de cada una de las mezclas concentra-
das de suero se realizé aplicande 3 ml de muestra a la columna y
¢luyendo bajo las mismas condiciones que los patrones de peso molecular
conocido. El contenido de proteina fue detectado en cada fraccion me-
diante lecturas de absorbancia a 280 nm y la fraccién hormonal fue
detectada mediante el ensayo inmunorradiométrico (IRMA) (9).
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RESULTADOS Y DISCUSION

I. Recoleccion de muestras
En la tabla 1 se muestran los contenidos de proteina total vy hGH en los
sueros estudiados antes v después de concentrarlos mediante ultrafiltracidn.

2. Separaciéon de hGH de suero humano

Los perfiles de elucién protéica y de la hGH obtenidos en los tres tipos
de mezclas de sueros fraccionados en la columna de Sephadex G-100, se
muestran en la figura 1. En los tres perfiles se observa un comportamien-
to muy semejante en cuanto a contenido global de proteina.

En los tres sueros se encontraron especies de hGH inmunorreactivas a lo
largo del rango de fraccionamiento de la resina. siendo los valores mds
altes en la zona correspondiente al mondmero 22K (pico I11) y en menor
propercion en las zonas de la forma «grande» (pico I1) y de la «grande-
grandes (pico I).

En la tabla 2 se muestran los valores de hGH correspondientes a cada una
de las lormas predominantés en los sueros analizados. En el suero normal
fue posible identiflicar la forma 22K en concentracion mayor a las formas
45K y 80K. resullados que concuerdan con la literatura (3). En el suero
post-gstimulo la forma de mayor concentracion correspondié a la 22K,
aunque también se vieron incrementadas las otras dos formas. resultados
que coinciden con reportes bibliograficos (6,10,11). Esto indica que la
prueba de estimulacion por induccién de hipoglicemia (clonidina o ejer-
cicio) conduce principalmente a la secrecion de la forma 22K indicando
que ¢l producto almacenado en la pituitaria normal es la forma
monomérica, lo que harfa pensar que esta es la proteina sintetizada en
mayor cantidad por las células somatotréficas, mientras que las especies
de mayor peso molecular podrian formarse en los grinulos secretores,
durante el almacenamiento, mediante mecanismos pos-traduccién o pos-
teriormente en el suero por asociacion con proteinas de transporte o por
agregacion de la misma hormona.

En ¢l suero de adenoma la concentracion de las tres formas mayoritarias
de hGH se ve incrementada, respecto al suero normal, y de acuerdo con
lo reportado por Amit y cols. (5). la forma 22K sigue siendo la mis
abundante. El incremento en la concentracion de la forma 22K en el
suero de adenoma respecto al normal, estaria indicando que la velocidad
de transcripeién del gen para hGH estaria elevada cuando se presenta un
adenoma a nivel de la hipofisis. Ademds se observa un aumento de la
forma 80K, respecto a la 22K, sugiriendo gque hay una mayor tendencia a
la formacién de especies de alto peso molecular en condiciones patolégi-
cas donde estd comprometida la glindula pituitaria.
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CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL DE hGH EN LOS
SUEROS ANALIZADOS

As l + T2
) BSA  PEPSINA|  LisoZia |
3 mn i
by
26 ' =
a Nornal r8 —
é g
2
G \ e
a 1.5ﬁ
1 Fa
'-1
| ]rJ l UI]J—-” \ )
Dka-!rr'Hv'f’ﬁwr it ¥ bl bl Tt rtrrrrrrrrerrerry O
& 2 18 ﬁ‘ 0> o4 a W o @ 2w
FRACCON
Vo i
:1——- — - —————
(H}
25
Postestimule e
£
< o
g s 2
2
& 1.6+
a - 100
34
I K
o5 | d l i
° J Al Ll | I !! 0

PP L 4y AR EASSAIE AR LR S s s sy
o ] 1 T 2 nm a2 an = " e re "
FRACCION J
Yo 1
z =
Hl
z8 100
adenona =
=
2 -]
g ' 8
-
& n
@ e ex
o
3 !
2 1 3
o5 |‘ -20
L -3 !leJlmWLB

ooyt dy

27T o
Vo

[—- ASSORZANCA - CONCENTRACION ]

LARARRASS s ann AN RS
“Q 48

(..
FRACCION \}l

Figura 1.



REVISTACOLOMBIANA DE QUIMICA, BOGOTA (COLOMEN), VOLLIMEN 24, No, | DE 1995

Tabla 1. Determinacidon de proteina total v hGH en los sueros analiza-
dos.

Suero Prot. inicial prot. post prot. hGH total
(mg/ml) concentrac. total (ng)
(mg/ml) (mg)
Normal 124.07 247.23 3634, 30245
Post-estimulo 104.90 200.00 2100.08 1365
Adenoma 111.38 175.94 1900.18 1350

Tabla 2. Contenido hormonal de las formas de hGH en los sueros
analizados utizando la técnica Irma.

hGH

S0K

45K

ra
ra
=~

Suero
normal
(ng/ml)

0.50
(19.3%)

0.74
(28.5%)

tsd

1,35
(52.2%)

3

Suero
post-estimulo
(ng/ml)

3.70
(9.31%)

5.40
(13.7%)

30.40
(76.9%)

Suero
adenoma
(ng/ml)

10,10
(25.3%)
A1.10
(27.7%)

18.83
(47%)
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