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Un campo muy interesante de la bioquímica moderna es el

que reune los estudios dirigidos a explicar les propieda

des Físicas, químicas y biológicas de les proteínas en ter

minos de su estructura química. Son realmente notables los

avances que se han realizado en proteínas tales comola ri

bonucleasa, le lisozime, ciertas enzimasproteolftices,etc,
los que en algunos casos han permitido elaborar explicacig

nes moleculares de los mecanismos de acción.

En la presente tesis hemosintentado realizar un estu

dio similar a los mencionados, utilizando comomodelo a 1a

hormona de crecimiento bovina y en algunos casos a le hor

mona de crecimiento humana.



1- BREVE REVISION BIBLIOGRAFICA SOBRE LA RELACION

ENTRE ESTRUCTURA Y FQECION EN DISTINTAS DROTEINAS

RIBÜNUCLEASA:Esta proteína Fue una de las primeras que

se utilizó para efectuar estudios sobre

la relación estructura/Función. Todaa lea

modificaciones químicas que se realizaron tuvieron como

objeto definir el centro activo de la enzima. El proce

dimiento adoptado consistió en someter le proteina a 1a

acción de un reactivo especifico de determinado grupo

Funcional. El estudio posterior de 1a actividad enzimd

tica y de 1a transformación química producida permitió

establecer las correlaciones que ae detallan a continue
ción.

La reducción completa de la ribonucleasa,

realizada por White (1960), determinó 1a pérdida total

de la actividad enzimática y la alteración de la confor

mación nativa de la proteína, por lo tanto se dadujo que

la reducción de los puentes disulfuros influyó en Forma

directa o indirecta sobre el centro activo de la misma.

Los experimentos de Foto-oxidación (Weil

y col, 1955), en los cuales se destruyó un residuo de

histidine e inactivó le enzima, señalaron la importancia



de este aminoácido para 1a Función bioló

qica. También se observó inactivación luego de la reac

ción específica de un solo residuo de histidina con áci

do bromoacético o iodo acético.Esta última reacción Dro

cede en condiciones óptimas a pHS.5 Formándose los deri

vados carboximetilados de la enzima.

El aislamiento y análisis de los péptidos

obtenidos luego de la hidrólisis enzimática de estos dos

derivados carboximetilados inactivos, demostró que ellos

son; 1- carboximetil histidina-119 ribonucleasa y 3- car
hoximetil histidina- 12 ribonucleasa (Crestfield y col.,

1963).

La acción directa del haloqenato sobre el

centro activo se dedujo sobre la base de las siguientes

evidencias:

a) F1 pH óptimo de la reacción Fue de 5-6

(a 35°C) coincidente con el DHóptimo

de la unión enzima-sustrato (Hammesy

col.,1965)
b) La reacción estuvo enormemente activa

da en comparación con la reactividad u

sual de las hietidinas(Heinrikson,1965).



La carboximetilacíón de las hieti
V

c

dinas 119 ó 12, en el rango de oH

de 3.7 a 7.0 generó total inactiva
. IClon.

d) La especificidad se eliminó a1 des

truir 1a conformación nativa de 1a

proteina (Stark y col., 1961)

Ve El acido 3'—citidí1ico, los iones

cúpricos y los aniones divalentes,

comosulfato o Fosfato,inhibieron

totalmente le reacción (Ross y colV

1962)

f) No se observaron variaciones apre

ciables en las propiedades Físicas

o antigénicas de la proteína (BrownI
1963)

El bromo acetato sódico reaccionó con 1a ribo

nucleesa en estado cristalino Formandolos mismos oro

ductos que en solución, es decir l-carboximetil histi

dina-119 ribonucleaea y 3-carboximetil histidina - 12

ribonucleasa, en relación 60:1, mientras que en solu

-ción le proporción es de 15:1. Este diferencia señaló

la presencia preferencial en el cristal de aquella con



formación proteica en la cual se realiza la

reacción sobre histidina 119.

Hirs y col.(1965) demostraron la presencia de

lisina 41 en el centro activo de ribonucleasa. Estos

autores obtuvieron un derivado mono-dinitrofeniledo
inactivo tratando la enzima con Floor-dinitro-benceno.

Por hidrólisis enzimática de los péptidos obtenidos se

pudo identificar a1 E-amino grupo de 1a lisina 41 co

mo el portador del grupo dinitrofenilo. Las mismas eus

tancias anteriormente señaladas comoinhibidores de la

reacción con el halogenato también impidieron en este cg

so el bloqueo de la lisina 41. El derivado l-carboxime

til histidina 119- ribonucleasa mostró.igual que la en

zima nativa,reactividad de lisina 41 hacia el Floor-di
nitro benceno (Murdock y col, 1966).

Las propiedades ópticas, antigónicas y los es

tudios cristalográficos del derivado dinitnnfenil-lisi
na-41 ribonucleasa indicaron que la conformación se ha

bfa modificado muy poco en relación a la conformación

nativa. Este pequeño cambio y 1a menor basicidad de 1a

lisina a1 pudieron originar el decrecimiento en la ca

pacidad de unión de la enzima a1 sustrato (Ettingsr y

col., 1968).



Fruchter v col. (1065.1967) orenararOn dime

ros de ribonncleasa conteniendo dos centros activos ca

da uno. Formados por la histidina l? de una de las molé

culas y la histidina 119 de la otra. los comouestos ob

tenidos presentaron la reactividad usual hacia iodo ace

tato sódico. Estos hechos descartaron 1a posible exis-

tencia de determinantes rígidos en la estructura del -
centro activo de los monómeros.

La digestión de le ribonucleasa con neosina

Dermitió la generacion del tetraoéptidn Aso-Ala-Ser-Val

corresoondiente el extremo C-terminal, lo que determinó

la pérdida de su actividad en7imática.Esto demostró la

narticinación de alguno de los qruoos Funcionales invo

lucrados, probablemente del ácido asoartico 121, en 1a

catálisis enzimática, o alternativamente esta oorcion 

de la molécula debió ser ímnortante nara mantener la -
conformación del centro activo (Potts y col.,l9óá).

Estos estudios, juntamente con los hallazgos

de protección oor oarte de polianlones (Crestfield y coL

1963). sugirieron 1a existencia de un oruoo de residuos

básicos Formando1a tonoorafïa del centro activo.

las conclusiones alcanzadas en base a los es

tudios arriba mencionadosse confirmaron por cristaloqra



Pía de Rayos X, donde se vió oue la histidina

119, 1a histidina 17 v la lisina 41 están ubicadas en 

el sitio de unión del ácido S-Iodo-uridflico a 1a ribo

nucleasa-S (WyckoFf, 1967).

INSULINAzSobreesta hormona se realizaron numerosos es

tudios de la relación entre la estructura y 1a

Función, los más importantes de los cuales se

describen a Continuación.

En 1959 Lee y col. informaron la destrucción 

de 1a actividad biológica por iodación de las tirosinas.
La ruotura de los ouentes disulfuro por reducción u oxí

dación también inactivó la hormona.

Cuando se dinitrofenilaron menos de 2 amino-

grupos de lisinas no hubo perdida de actividad, oero el

bloqueo de 3 oruoos amino produjo su caída a cero (Mills,

1953.).

La acción de 1a carboxipeptidasa eliminó 1a a

lanina del extremo C-terminal de la cadena 8 sin pérdi

da de actividad, mientras que 1a separación de la asoa

rragina, perteneciente al extremo C-terminal de 1a cade

na A determinó la pérdida de la misma (Nicol, 1960).



La acción de la leucino- amino peotidasa se

paró los primeros 6 aminoacidos del extremo N-terminal

de la cadena B sin pérdida de actividad (Herris,1952).

Markus (1964) y Givol (1965) sugirieron la pg

sibilidad de obtener mayoreficiencia en la sintesis
de la insulina si ésta se realizara a partir de un ore_

cursor de cadena simple, en cuyo caso la estructura pri

maria del mismoorientarfa a las diferentes partes

para que se asocian Formandolos puentes disulfuros co
rrectos.

Las primeras evidencias sobre la veracidad de

esta vía de síntesis Fueron obtenidas por Steiner y

col. (1967) trabajando con microcantidades de material

marcado. De esta Forma consiguieron aislar un material

de peso molecular 10.000 que por hidrólisis triptica

suave adquirió las características de elución de la ig

sulina. De esta y otras evidencias químicas se dedujo

la existencia del orecursor biosintético, el cual se
convierte en insulina mediante una proteólisis limita
da.

Chance y col. (1968) aislaron oroinsulina

porcina en cantidades preparativas y sobre ella estu



diaron la secuencia de aminoácidos. La proinsulina puri

ficada tuvo una actividad especifica equivalente a 61U/

mg de insulina, medida por ensayos radio-inmunológicos.

Luegode una digestión limitada con triosina la activi-

dad de la proinsulina ascendió a 12 IU/mg.mediante una

oroteólisis de SÜminutos se obtuvo: des-alanil-insulina

cuya actividad Fue de 261U/mq y su composición en amino

ácidos Fue 1a esperada, un dipeptido de composición ala

nina-arginina, arginina libre y un polipeptido de 31 --
aminoácidos.

La ubicación del péptido de unión de 33 amino

ácidos que se separó de la moléCUla de proinsulina por-

digestión tríptica se observa en la Figura 1.

Cadena B

Fig.1: Estructura covalente de oroinsulina porcina
oroouesta oor Chance y col. (1968 .



Steiner y col. (1968) estudiaron la reoxida

ción espontánea al aire de las proin5ulinas de rata y

bovina totalmente reducidas. En cada caso se recuperó

la conformación nativa. Este hecho se comprobó por me

didas de actividad inmunológica.

ADRENCCÜRTICÜTRÜFINAY MELANÜTRÜFINA: La adrenocorticq

troFina (ACTH)es la hormona que controla el

crecimiento y la Función de la corteza adre

nal. Se trata de un polipeptido de 39 aminoacidos dis

puestos en cadena lineal cuyo peso molecular es aprox;

madamente 4.500. Posee 3 residuos de prolina en las pg

siciones 12, 19 y 24 que limitan la posibilidad de Fo;

mar q’-hé1ices en esa región.

Actualmente se conoce la estructura primaria

de las corticotrofinas bovina, ovina, porcina y humana:

ellas difieren entre si en los aminoacidos que ocupan

las posiciones 25 a 33.

Unicamente se requiere la porción de cadena

polipeptídica que incluye los aminoacidos 1 a 24 para

lograr la totalidad de la actividad biológica (Cuadro
I).



CUADROI

CDMPARACIÜNDEESTRUCTURASDEADRENÜCDRTICDTROFINASDEADIFERENTESESDECIES ACTHH-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Tro-Gly-Lys-Dro-Val-Gly

1234S67891011121314

Lys-Lys-Arg-Arg-Dro-Val-Lys-Val-Tyr-Pro-(-)Ala-Dhe-Pro-LBU

1516171819202122232d34353637

AI

252527282930313233

Glu-Phe-ÜH

3839a

PURCINAAsp-Gly-Ala-Glu-Asp-¿ïÏ-Leu-Ala-Slu ÜVINAA1a-Gly-Glu-Asp-Asp-Glu-Ala-Ser-%ïg BUVINAAsp-Gly-Glu-Ala-Glu-AsD-Ser-Ala-gíñ HumANAAsp-Ala-Gly-Glu-Asp-ÉTñ-Ser-Ala-Glu
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Ademásde la actividad corticotróFica, a la cual hace

referencia su nombre, esta hormonatiene efectos extra
adrenales.

uno de los más caracterizados es su habilidad

para provocar 1a dispersión de melanina en anfibios y

reptiles, propiedad que comparte con la melanotrofina

(mSH).

El conocimiento de la secuencia de aminoeci

dos en la molécula de MSH( °(-MSH y/3-MSH) permitió

comprender la razón de esta propiedad en común (Cuadro

11).



CUADROII

RELACIONENTRELASESTRUCTURASDELASQ'Y/SMELANÜTROFINASYLAESTRUCTURADARCIAL DELAADRENOCÜRTICÜTRÜFINAÍDIXÜNYCÜL11961). ADRENOCÜRTICÜTRÜFINA
(Dorcina,ovina,bovina) q-MELANOTRÜFINA (porcina,ovína,bovina) fl-HIELANÜTRÜFINA

(Porcina)

Sar-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-Lys

l23AS6789101112131415
us-Arg-Arg-Pro

16171819
CHSCÜ-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Dhe-Arg-Tro-Sly-Lys-Dro

123456789101112

Val-NH2

1?

Aso-Glu-G1y-Pro-Tyr-Lys-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Ser-Dro

1234S6789101112131415
Pro-Lys-Asp161718

13



El heptapéptido de secuencia:Met-Glu- His- phe

Arg - Trp - Ely se encontró en la ACTHy en todas las 

MSHestuadiadas.

Estructuralmente d -MSHdifiere del ACTHen que

el grupo amino del residuo de eerina N-terminal está a

cetilado y en que el grupo carboxilo terminal del resi

duo de valina está como amida.

En el caso defB-MSH hay además intercambio de
Ser y Lys en dos pasiciones.

Esta parcial pero incompleta superposición en

las 3 hormonasse reflejó en las diferencias de activi

dad melanotróFica, (Li y col. (1962) ), medidas por en

sayos in vitro sobre piel de sapo. A saber¡°(-MSH poseía

1. 1010 unidades por g. , a¡6 -MSHle correspondía 1 a
3. 109 unidades por g. mientras que el ACTHtenía 3.107

unidades por g.

Cuando se N-acetiló la serina N-terminal de la

molécula de ACTHsu actividad melanotróFica se incremen

tó considerablemente (Hofman, 1960).

El reemplazo de metionina por ácido amino bu

tírico en la moléCUla de MSH(HoFman, 1963 ) determinó
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la disminución de su actividad. Sin embargo

ésta no se desuyyó completamente por lo cual se dedu

jo que la metionina no es absolutamente esencial para

la Función biológica.

El calentamiento de extractos pituitarios en

solución de hidróxido de sodio produjo un cambio muy

marcado en la propiedad melanotróFica de dichos extrac

tos. El estudio de este efecto con las hormonas aisla

das y purificadas permitió conocer los siguientes he
chos:

l) El calentamiento de la ACTHen solución

de hidróxido de sodio determinó la poten

ciación y prolongación de su actividad

melanotróFica (Li y col. 1957) mientras

que se destruyó eu actividad esteroi

dogénica.

2) El mismo tratamiento sobreq y fá-MSHde
terminó la prolongación del efecto mela

notróFico pero no su potenciación_

Dickering y Li (1964) no encontraron ningún

cambio estructural en 1a molécula del ACTHluego del

tratamiento alcalino que les permitiera justificar el
cambio observado.



No obstante se conocen Fenómenos de racemi

zación, que tienen lugar en medio alcalino caliente,
los que en este caso podrían ser responsables del e

Fecto de prolongación; no así de la potenciación ob

servada en el caso del ACTH.

TRIDSINA Y QUIMDTRIPSINA:La estructura de estas 2

proteínas pancreáticas se conoce totalmente.

Cuandose hizo reaccionar la quimotripsina

con di-isopropil-FluorFosFato o con p-nitroFenil ace

tato, se bloqueó un solo residuo de serina, ubicada

en la posición 195, y la enzima quedó inhibida. Este

residuo de serina pertenece al peptido de secuencia

Gly-Asp-Ser-Gly comúna muchas enzimas proteolíticas.

Por lo tanto se pensó Que este residuo se encontraba

en el sitio activo y directamente involucrado en 1a
Función catalítica. Esto último_avalado por los ex

perimentos de Cunningham (1965) quién demostró la Fo;

mación de intermediarios acil-enzima labiles.

Mediante el uso de un reactivo elquilante es

pacífico para el sitio activo de quimotrnfiina, Lawson

y col. (1965) establecieron la presencia de la metio-.

nina 192 y la histidina 57 cerca del mismo. La oxida

ción de esta metionina con peroxido de hidrógeno no
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destruyó totalmente le actividad estarásica

(Kezdy y col, 1967). Esto implica que este residuo no

está involucrado directamente en la Función catalfti
ca de 1a enzima. En cambio,la alquilación de la histi

dina 57 determinó la inactivación de la misma, este

hecho juntamente con otros estudios cinéticos (Bender

y col. 1964) señalaron la participación directa de es
te residuo en el sitio activo.

Blow y col. (1963) propusieron recientemente

le intervención del ácido aspartico 102 en la proto

nización y desprotonización de 1a histidina 57.

Experimentos de iodación y de diazotación de

mostraron que la tirosina 146, amino ácido C- termi

nal de la cadena B de quimotripsina, era el más reac

tivo y por lo tanto el más expuesto de los 4 residuos

de tirosina presentes.(Waxdal y col, 1966).

Experimentosde titulación, acetilación y

trabajos cinéticos indicaron que el amino ácido N- te;
minal isoleucine de la cadena B está cerca del sitio

activo (Gauno y col, 1967).

Las conclusIOnes alcanzadas en los experi-

mentos anteriores por métodos químicos se confirmaron
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por análisis cristalográficos con rayos X
(Sigler y col, 1968).

Otros estudios de oxidación con N- Bromosuc

cinimida (Spande y col, 1966) o con peróxido de hidrá

geno alcalino en dioxano (Hachimori y col. 1965) se

ñalaron 1a importancia de los residuos de triptofano

en la actividad.

Un grupo de 19 aminoacidos, que incluyen mu

chos residuos hidroFóbicos y un triptofano, son comu

nes, con algunas sustituciones menores, a tripsina y

a proteasas bacterianas (Smillie y col, 1967). a de

los 8 triptoFanos presentes en la quimotripsina, ubi

cados en las posiciones 51, 141, 215 y 237 se hallan

ubicados en secuencias homólogas en la molécula de

tripsina (Walsh y col. 1964)

Estas observaciones sugirieron 1a importan

cia de los triptofanos en estas dos enzimas ya sea en

la Formación de la unión enzima-sustrato (Bender y col

1964) o en 1a estabilización de una estructura tercia
ria adecuada (Walsh y col, 1964).



Sin embargo,estudios realizados por crista

lografia con rayos X sobre químotripsina señalaron

que no había ningún residuo de triptofano dentro de

un rango menor de 10 Á a partir de la serina 195 o

la metionina 192¿ Además se observó que el grupo de

19 aminoacidos, de caracter hidroFóbicos, estaba le

jos del sitio activo.

Estos hechos nos alertan sobre los errores

que se pueden cometer elaborando conclusiones única

mente sobre la base de resultados obtenidos a partir

de modificaciones químicas de las proteínas.

LISÜZIMA:Uno o más de los 6 residuos de triptoFano

que tiene la molécula de lisozima de clara

de huevo interviene en su actividad lítica

(Hachimori y col, 1964).

Estudios espectroFotomátricos de lisozima

nativa o de lisozima oxidada con N- bromosuccinimida

y complejada con derivados de quitine demostraron 1a

existencia de un triptofano Formandoparte del sitio

de unión del sustrato a la enzima (Hayashi y col,l963).

Este residuo esta ubicado en la posición
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Nf 62 perteneciente a le secuencia poco usual

Trp 62-Trp63 (Hayashi y col, 1965). Cuando se oxidó la

'enzima con N- bromosuccinimida, este residuo se trans

Formó en oxindol-alanina y se observó la pérdida de 1a

actividad, mientras que no hubo cambios apreciables en

las medidas de dispersión rotatoria optica (TakahashL_

y col, 1965).

La iodación a pH 5.5 oxidó selectivamente el

triptofano en la posición N° 108 y produjo también la

inactivación casi completa de la enzima (Hartdegen y

col, 1967).

Sin embargo, Proviero y col (1967a) informa

ron la conversiónde triptoFano lÜBycbluiptoFano lll en

N- Formilquinurenina sin reducción de la actividad.

Unaalternativa posible es que el residuo de

N-Formil-quinurenil y no eltndndolalanil pueda sustitu

ir al triptofano sin alterar el sitio de unión del sus
trato ni las propiedades catalftlcas (Witkop,l968).

Los reactivos alquilantee bifuncionales reac

cionaron con los siguientes pares de E-amino grupos de

lisinasa 33 y 116, 96 y 97, los cuales seguramente de

ben hallarse entre sí a una distancia menor que 7 Á .
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Un tratamiento a pH 7-9 con iodo acetato de

terminó la carboximetilación de una histidina y 3 re

siduos de lisina, observándose un incremento en la ag

tividad lítica de la enzima (Kravdenko y col,1964).

Lafotolisis de la lisozima en ausencia de

oxígeno (Ferrini, 1964) produjo ínactivación con una

velocidad igual a 1a velocidad de modificación de la
histidina.

Un procedimiento de fotoxidación más selec

tivo(Ferrini ycolfl968) convirtió las metioninas 12

y 105 en sulfóxidoe con pérdida del 95%de la activi

dad. En este caso se produjo un cambio conformacional

apreciable en la molécula.

Experimentos de iodación (Wolff y colq1966)

indicaron que solo 2 de las 3 tirosinas existentes
eran reactivas.

Conla publicación de las estructuras data-

lladas de lisozima (Blake y col, 1967 a) y de los com

plejos lisozima-inhibidor (Johnson y col, 1965) basa

dos en experimentos de difracción con Rayos X, se con

firmaron algunas de las conclusiones obtenidas por má
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todos químicos, mientras que otras quedaron

inciertas.

En base a esas medidas se propuso, como hi

pótesis de trabajo.1a participación de los grupos car

boxilatos del ácido aspartico 52 y del ácido glutami

co 35 en la función catalitica (Vernon, 1967).

.Se confirmó la presencia de 3 residuos de

triptofano en el sitio de unión del sustrato a la en

zima.correspondientes a las posiciones 62,63 y 108,
mientras que 1a histidina, el triptofano lll y las 2

metioninas aparecen alejadas de ambossitios, el de

unión y el catalftico.

Tirosina 20 y 23 están relativamente expueg

tas mientras que tirosina 53 está oculta.

Las conclusiones obtenidas de las experiencias
conreactiugs bifuncionales Fueron difíciles de in

'terpretar en base a este modelo,ya que pares de lisi
nas que reaccionaron con le misma molécula de reacti

vo se encontraban a una distancia superior a los 7 A

Este hecho se explica admitiendo que reactivos eléc

tricamente cargados puedan producir cambios Conforme

cionales importantes.
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2-IMPURTANCIA BIÜLÜGICA DE LAS SUMATÜTRÜFINAS:

La existencia de una hormonahioofisaria respon

sable del crecimiento se conoce desde hace mucho tiempo 

Cushing (1912); Evans and Long, (1921); Smith (1930).

Esta hormona tiene un marcado efecto sobre el -

crecimiento visceral y esquelético aunque no se conocen-

con precisión todos los cambios metabólicos que acompañan

su acción. Sin embargo,la proniedad de estimular la reten
ción de nitrógeno y la movilización de lípidos quedaron

perfectamente comprobados.

Korner (1968) demostró que esta hormona estimula

la biosintesis de proteínas regulando la velocidad de -

Formación de ácido ribonucleico, incluyendo el ácido ribo

nucleico mensajero.

Recién en 1965, Li, Evans y Simpson aislaron con

alto grado de pureza 1a hormona de crecimiento bovina y 

la caracterizaron comouna proteína.

A partir de 1948 se consiguió aislar y puriFi-

car homonas de crecimiento de muchas otras especies -—



animales, de tal Forma que ahora se conoce la naturaleza

no solo de la hormona bovina, sino también de las hormo

nas ovina, porcina, equina, de ballena, de rata, de

conejo, de mono y humana. Consideradas en conjunto, es-

tas proteinas presentan analogías y diferencias en SUS-

propiedades químicas y Fisicoquímicas, a saber:

a) Todas las hormonas de crecimiento estu

diadas son proteínas de peso molecular

cercano a 20.000. Los preparados hor-

monales para los que se registraron va

lores mayores (del orden de 40.000) es

tuvieron probablemente Formados por -

agregados moleculares.

b) Todas las hormonas tienen composición

en aminoácidos muy similar.

c) Las estructuras primarias de las hot-

monas humana y bovina, únicas estudia

das en detalle hasta ahora, indican u

na gran analogía entre ambas moléculas,

aunque hay extensos cambios en la se-

cuencia de aminoácidos en determinadas

zonas. Los puentes disulFuro ocupan re

giones homólogas en ambas.



d)

e)
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En todas las hormonas se obtuvo 1

mol de Fanilalanina como aminoácido

C-terminal por 22.000q. de Deso.

Las hormonas estudiadas difieren

unas de otras en el Dunto isoeléc

trico, siendo la humana y la de mo?

no las más acfdicas.
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3- ESPECIFICIDAD DE ESPECIE

Las hormonas de crecimiento presentan espe

cificidad de especie en grado variable. Beck y col

(1957) demostraron que los primates responden sola

mente a la administración de hormonas de primates.

La rata se hace refractaria a la inyección
contínua de hormonas de primates pero no a 1a admi

nistración de hormona bovina o de cetáceos (Li y col

1959).

Lí y col. (1959) demostraron que se puede oh

servar reactividad inmunológica cruzada en el caso de

hormonas bovina y ovina entre si y entre las hormonas

humana y de mono, pero este hecho no se presentó entre

hormonas de rumiantes y de primates. Dentro de cada

grupo se pudo diferenciar la hormona bovina de 1a ovi

na y la‘hormona humana de la de mono por análisis in

Inunoquímicoscuantitativos.

La hormona de crecimiento del cerdo domésti

co y de 1a ballena gibosa no se pudo incluir en níngu_

no de los 2 grupos mencionados a nivel quimico ni in

munológico.
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otros hechos interesantes que merecen ser

destacados en relación con la especificidad de esoe_

cie son los siguientes:

l) Aunque las hormonas de crecimiento de

2

3

)

V

mamíferos son activas en el pez Fundu

lus Heteroclitus, tanto 1a hormona de

merluza o de abadsjo como el extracto

pituítario de salmón, bacalao o sábalo

no son efectivos en ratas.(wilhehi,1955)
Los extractos pituitaríos de anfibios,
réptiles y aves son capaces de promo

Hirschver e1 crecimiento de ratas,

(1961) encontró que la hormona de a

ves es 1a única que produce efectos me

dibles en pollos.

Por último, la inhabilidad del cobayo

para responder a hormonas purificadas

y extractos pituitarios de varias Fuen

incluyendo 1a suya propia,tes, no se

explica hasta el momento. Además se com

probó que este animal continúa su cre

cimiento luego de 1a hipoFisectomía.
(Clayton y col.,1960)
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En conclusión se puede decir que la estruc

tura del o de los centros activos, si admitimos la

nomenclatura válida en el campo enzimológico, puede

ser en una hormona muy diferente a 1a de otra, aunque

la arquitectura molecular general se respete. Sin

embargo, una alternativa posible es que los "centros"

sean iguales o muy semejantes en todas ellas y la

conformación molecular sea diferente, la cual los ha

ce accesibles o no (activos o no). Y desde luego, la

verdad puede ser intermedia entre ambas hipótesis.

Las hormonas cuyo comportamiento es diferea

te en cuanto a su actividad biológica son también in

ïnunológicamente distinguiblea. La rata se hace insen_

sible a la hormona de crecimiento humana y de mono,

desarrollando anticuerpos contra ellas a los pocos

dias de la inyección (Li y col. 1959).

De ello se concluyó que las zonas responsa

bles de la especificidad inmunológica son diferentes

de las zonas que constituyen el centro activo. Por

esta razón se impuso un estudio quimico comparativo

de las hormonas de crecimiento, y en tal sentido va

rios laboratorios se han abocado al mismo.
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4- ESTADO ACTUAL DEL CONOCIMIENTO ACERCA DE LA

RELACION ENTRE LA ESTRUCTURA Y LA ACTIVIDAD

BIOLOGICA DE LAS SOMATOTROFINAS.

Ellis y col. (1966) estudiaron el comporta

miento en la ultracatrífuga de preparaciones altamen

te purificadas de hormona bovina, porcina y humana.

Se observó que las tres hormonas tenían un

peso molecular de aproximadamente 20.000 a 22.000 en

un medio con 5.6 m de clorhidrato de guanidina. En 1a

hormona humana este valor estaba de acuerdo con el

encontrado por Li y Starman (1964).

El valor del peso molecular de la hormona

bovina coincidió con el obtenido en este laboratorio

(Dellacha y col, 1966).

ReisFeld y col. (1964) estudiaron el peso

molecular de la hormona de rata y encontraron un va

lor cercano a 24.000.

Todas las hormonas de crecimiento estudia

das tuvieron el mismopeso molecular. La generaliza

ción de este hecho requiere ampliar las medidas a
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hormonas altamente ouriFicadas provenientes

de otras especies. mientras tanto Fue interesante com

parar la composición en aminoácidos de las ya conoci

das. Paladini y col, (1970) reunieron datos pronios y

de otros laboratorios (Fiq. 2) para comoarar la comoo

sición en aminoácidos de las hormonas.

U‘

1’!
l ‘ i ' 1 5 l x l i l '

Ala Gly ProGluAspSea-ÏhrAr-g LysHI5Val lleLeuMeiF’heTyr Trp 1/2Cys

Fiq.2: Comparación de la composición en aminoácidos
de las hormonas de crecimiento de 8 mamíFeros

y de las cadenas(ï y F,de hemoglobina humana.



Humana(H), porcina (D), bovina (B), ovina (Ü)
eouina(E), de conejo (L), de rata (R) y de oe
rro (C). En ordenadas se representan los valores
de los aminoácidos individuales comonorcenta
jes del número total de residuos en la molécula,
mientras que en abscisas se tiene la secuencia 
de los aminoácidos comenzando con los más hidro
Fflicos para terminar Con aquellos que poseen —
ornniedades más hidroFóhicas.

Se observó oue la analogía en la composición

de aminoácidos de las hormonas era mayor que la nue

se encuentra entre las moléculas de 7 proteínas homó

loqas tales comoqy phemoglohinas.

Todas las hormonaepresentaron notables diFe

rencias en sus puntos isoeláctricos. Wilhelmi y Mills

(1969) condensarnn en un gráfico los valores obteni-

dos con diversas hormonas (Fiq.3). En este gráfico la

movilidad (RF) Fue calculada en relación a1 Frente--

de buffer, luego de realizar la electroforesis a ---
pH 9.5.
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Fig.3¡Relación entre la movilidad y el punto iso
eláctrico en apl de oolkmrflamida de hormo
nas de crecimiento provenientes de diversas
especies.

A medida que se orogresó en el estudio de

1a secuencia de aminoácidos de diversas hormonas se

hizo evidente la homología en varias zonas. Una de

ellas correspondió a1 extremo C-terminal como se

observa en el siguiente cuadro (Paladini y col,1970)
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HUMANA! BOVINA: OVINA; PORCINA: EOUINAI

CUADROIII

SECUENCIADEAMINOACIDOSDELEXTREMOC-TERMINALEN

VARIASHORMONASDECRECIMIENTO

li1

Arg-Ile-Val-Gln-Cys-Arg-Ser-Val-Glu-Gly-Ser-Cys-Gly-Phe-COOH

r—1

Arg-Val-Met-Lys-Cys-Arg-Arg-Phe-Gly-Clu-Ala-Ser-Cys-Ala-PHLCOOH

ñl

Met-Lys-Cys-Arg-Arg-Phe-Gly-Glu-Ala-Ser-Cys-Ala-DH>COOH

[-7l

Arg-Val-Met-Lys-Cys-Arg-Arg-Pha-Val-Glu-Ser-Ser-Cys-A1a-Ph>COOH

I,’l

Arg-Val-Met-Lys-Cys-Arg-Arg-Phe-Val-Glu-Ser-Ser-Cys-Ala-PheCOOH

A



D partir de los trabajos de Li y col (1966)

se conoció 1a secuencia completa de aminoácidos de la

hormona de crecimiento humana. En nuestro laboratorio

se estudió 1a hormona bovina, de la Que se conoce 1va

estructura primaria completa (Santomé y col 1971)(Fig.4)

La hidrólisis parcial de 1a hormona humana

(hasta un 40 %) con quimotrioána o pepsina no reduce

la actividad (Li, 196á). La hormona de crecimiento bn

vina no se comporta en 1a misma Forma como lo demostra

ron Sonenberg y col (1969).

Li y col (1948 a) observaron que, al iodar

la hormona bovina, de tal Forma que unicamente reaccm

-naron 2 de las ll tirosinas presentes (cálculo hecho

sobre un peso molecular de 45.000) la actividad se man

tuvo.

Cuando se aumentó el número de tiroeinas io

dadas, efectuando 1a reacción en presencia de urea, la

actividad se destruyó.

Reid (1951) estudió 1a acetilación de la hor

mona bovina. Este autor demostró que se puede acetilar

elq-amino grupo terminal y algunos E-amino gruposde



11020

H-Ala-Phe-Pro-AIa-Met-Ser-Leu-Ser-GIy-Leu-Phe-Ala-Asn-Ala-Val-Leu-Arg-A|a-Gln-Hís

3040

Leu-Gln-Ala(Thr,Asp)A|a-Leu-Hís-Phe-Lys-Glu-Phe-Glu-Arg-Thr-Tyr-lle-Glu-Pro-Gly

5060

Gln-Arg-Tyr-Ser-lle-GIn-Asp-Thr-Gln-Val-Ala-Phe-Cys-Phe-Ser-Glu-Thr-Ile-Pro-Ala

7080

Pro-Thr-Gly-Lys-Asn-Glu-AIa-Gln-GIu-Lys-Ser-Asp-Leu-Glu-Leu-Leu-Arg-Ile-Ser-Leu

90100

Leu-Leu-IIe-Ser-Glu-Trp-Leu(Glx,Pro)GIy-Phe-Leu-Arg-Val-Phe-Thr-Asn-Ser-Leu-Val

110120

Phe-Gly-Thr-Ser-Asp-Arg-Val-Tyr-Glu-Lys-Asn-Glu-Lys-Lys-Leu-Glu-Glu-Gly-IIe-Leu

130lho

Het-Arg-Glu-Leu-Glu-Asp-Gly-Thr-Pro-Arg-AIa-Gly-Gln-lle-Leu-Lys-Gln-Thr-Tyr—Asp

150160

Lys-Phe-Asp-Thr-Asn-Met-Arg-ber-Asn-Asp-AIa-Leu-Leu-Lys-Asn-Tyr-Gly-Leu-Leu-Ser

170180

Cys-Phe-Arg-Lys-Asn-Leu-Hís-Thr-Lys-GIu-Thr-Tyr-Leu-Arg-Val-Het-Lys-Cys-Arg»Arg

188

Phe-GIv-Glu-Ala-Ser-Cys-Ala-Phe-OH

riq.ú:Secuenciadeaminoácidosdelahormonadecrecimientobovina.

Losnúmerosin

cucl u

dicanlaDOSIClOfldelosreelduosdeaminoácidosdesdeel

extremoN-terminal.

LA U1
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lisinas, con muypoca pérdida de actividad,-

mientras que, Li y col. (1948b) encontraron una caída to

tal de la misma oor acetilación de todos los E-amino gru

DOSde lisinas.

La quanidinación de la hormona a oH 11,2 y a 

0° C con U-metil-isourea transforma las lisinas en homoar

oininas (Gesohwind y col, 1957). El ensayo de los produc

tos de reacción indica oue no hay oérdida de actividad.

En base a estos resultados y los de acetilación oareoe ser

nue la basioidad de las lisinas es esencial para mantener

la conformación activa.

En una oatente Británica (Urganon, 1962) se in

dica un orocedimiento de reducción parcial de los puentes

oisulFuro de la hormona bovina con sulfito sódico que per

mite obtener un producto activo en humanos. Si bien este ro

sultado no oudo ser conFirmaoo por Mills y Wilhelmi (1968),
estos mismosautores observaron que la hormonasulFitoliza

oa mantiene el 1001 de actividad en ratas.

También las hormonas porcina y humana se sometie

ron al miSmotratamiento (Hills y col, 1968). En el caso de

1a hormona porcina y bovina se demostró oue la reducción 

as selectiva sobre el puente di5u1Furn cercano al—----



extremo C-terminal de 1a molécula. Mientras que las

hormonasbovina y porcina sulfitolizadas conservan toda

su actividad inicial, le hormonahumanaretiene solo un

25% de la misma.

En base a estos hechos Fue sorprendente el re

sultado obtenido por Dixon y col, (1966), quienes redu

jeron completamente 1a hormona humana y carbammmetilaron

los sulfidrilos libres sin perder 1a actividad biológl-
ca.

Wilhelmi y col. (1969) redujeron totalmente y

caromúdmmtilaron las hormonas bovina y porcina observan
do inactivación total.

Debido a que se necesitan grandes cantidades de

hormona para el tratamiento de los desórdenes humanos que

provoca su carencia y dado que las hormonas de origen a-

nimal no son activas en humanos, se trató durante mucho

tiempo de hallar algún Fragmento de la hormona bovina que

Fuera activo en el hombre. En este campo numerosos inten

tos resultaron inFructuosos.

RecientementeÍSonenberg y col. ( 1968) logra-
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ron aislar un componente de un digerido trío

tico de hormona de crecimiento bovina que es activo

en ratas y también en humanos. Estos autores observa

ron que a medida que progresa la proteólisis de 1a ho;

mona con tripsina disminuye SU actividad promotora del

crecimiento en ratas hipofiso privas (Sonenberg y col.
1965). Cuando la digestión se realiza por el término

de 10 minutos, de Forma tal que se hidrolizan 2,5udo

nes promedio por molécula, es 0081ble aislar un com

pOnente, homogeneoen la ultracentrífuga, que presen

ta las propiedades metabólicas de la hormona de creci

miento humana (Sonenberg y col, 1965) . Administrando

este componente a pacientes hipofisoprivos se pudo de

tectar anticuerpos que reaccionaron inmunologicamente

con la hormona firmana (Click, 1966) mientras que no

hubo reaccióninmunológica cruzada entre las hormonas

bovina y humana nativas.

Estos efectos biológicos sumadosa la apari

ción de componentes electroforéticos con movilidades

similares a las observadas en preparaciones de hormo

na humana, sugirieron una similitud estructural entre

esta y el componenteaislado del digerido tríptico
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de 10 minutos, obtenido a partir de la hormona bo

vina (Sonenberg y col.1968).

Yamasaki y col (1970) analizaron la pureza de es

te componente empleando columnas de Sephadex 8-75 eluIdas 

con ácido acético al 50%.Enestas condiciones lograron ais

lar 2 Fracciones de peso molecular 16.000 y 5.000. El análi

sis químico de las mismas puso en evidencia: a)los 2 puentes

disulFuro de la hormona se encuentran en la Fracción de ma

yor peso molecular y b) la Fracción de peso molecular 5.000

proviene de la r uptura triotica en 2 arghflnassituadas den

tro de la 20da que encierra el puente disulFuro cercano a1

extermo N-terminal,(Fig. 26 y 103).Es interesante señalar 

que esta Fracción tiene actividad biológica signiFicativa,
si bien parte de la miSmase pierde a1 disolver el compo-

nente en ácido acético 50%.



5- SIGNIFICADO DE ESTE ESTUDIO

Las hormonas de crecimiento más estudiadas

hasta 1a Fecha, Fueron 1a bovina y 1a humana y de

ellas se conoce, entre otras cosas, que la conForma

ción y estado de agregación de sus moléCUlas es una

Función de las condiciones del medio en que se en

cuentran. Comoestos cambios afectan su actividad

biológica es obvio, que se requiera un conocimiento
detallado de las características de sus Formases

tables en condiciones Fisiológicas y también Fuera

de ellas, así comode 1a reversibilidad y extensión

de los cambios detectables en dichas condiciones,

antes de iniciar estudios químicos más proFundos.

El estudio comparativo de un cierto número

de hormonas de distintas especies desde los puntos

de vista indicados puede traer a luz característi-

cas comuneso diFerenciales entre ellas, no eviden

tes a priori.

Eventualmente,este conocimiento puede per

mitir ampliar el rango de acción de una determinada

hormona a una especie para 1a cual era inactiva.



Este Último logro tendría gran aplicación mé

dica, si la especie receptora en cuestión Fuera la huma

na. Esto parece ser posible a juzgar por ciertos experi

mentos exitosos realizados con hormonas animales ataca-

das por enzimas proteolíticas. Antes de encarar el men

cionado estudio comparativo hemos considerado convenien

te realizar una investigación intensiva de su conforma

ción y de sus prepiedades de agregación y para ello he-

mos elegido primeramente las de origen bovino y humano-

ya que sus prepiedades Fisicoquímicas generales y su es

tructura primaria están mejor estudiadas que en otras -
hormonas.

Cualquier estudio que se realice con una pro

teína involucra su disolución en diferentes solventes, de

DHy composición variables y su permanencia en estas con

diciones a distintas temperaturas, por tiempos variables.

Muchosexperimentos requieren concentraciones

altas de urea, otros sometena la proteína a diálisis,

Drecipitaciones, liofilizaciones, tratamiento con sustan
cias disociantes (por ejemplo, dodecil-sulFato sódico,

clorhidrato de guanidina) etc.

(¡1



primer término la repercusión

¿12

Hemosdecidido, por lo tanto, estudiar en

que tienen los trata

mientos fisicos mencionados sobre 1a conformación y

actividad biológica de las hormonas y en segunda ins

tancia realizar un estudio análogo después de modifi
car químicamente la molécula.

Los métodos de evaluación'de 1a magnitud de

cambios producidos, incluyeron:

Medida de la actividad biológica por aumento

del espesor del cartílago tibiano en la rata

hipofisopriva.
Comportamientoen 1a diálisis analítica a

traves de membranascalibradas.

Medidadel intercambio tritio-hidrógeno.
Análisis cuantitativo de aminoácidos.

Determinación de grupo N-terminales.
Medidas de viscosidad.

Medida de la constante de sedimentación.

Mapas peptfdicos.

Espectroscopia diferencial en el ultravio
leta.



—Medida de 1a Fluorescancia.

- Filtración cromatográfica a traves de geles.

- ElectroForesis en gel de Doliacrilamida.

¿13



II. mATERIALES Y METODOS
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CIÜRHRD DE DIMFTIIAMINÜBENCFNÜSUIFÜNILÜ: De Diercn

Chemicals Com

oany.

HRDMURUDE EIANÜGENÜ: De Eastman Organic Chemicals.

n-mETIL ISÜUREA: De K & K Laboratories, Inc.

ANHIDRIDÜMALEICÜ:DeBritish Druq Houses Ltd.

EE!A_IELILAQA= (10“ m C/m1) obtenida de la Comisión de
Energia Atómica.

TRIDSINA-TDCKÏRATADA: De Worthinqtnn Hinchemical Cor
poration.

SULFITÜ DE SÜDIÜ ANHIDRflzüe Mailinckrodt Chemical Works.

SULFITÜDE SÜDIQ(35 s) :?e Newc5n91ïnd Nuclear ..... -aga/u mg.



HÜRMUNADE CRECIMIENTO BÜUIflfl: Se DreDaró Dor el método

de Dellacha y SonenherQ-

(lqóól nue Consiste en -

una extraccion alcalina de las glándulas pituitarias ho

mooeneizadasy posterior nrecipitaciñn alcohólica de] -

extracto en Frio y a nHH.S.

la nroteína obtenida se DuriFicñ mediante su disolución

en medio alcalina y reprecipitación con etanolgluedo se

sometió a una cromatografía en una columna de Sephadex-

8-100. Por este método se obtuvieron 250 mg. de hormona

pura a partir de l kg. de glándulas Frescas.

HÜRMÜNADE CRECIMIENTO HUMANA: Se prenaró por el méto

do de Ross y col.(1963)

en el cual las glándulas

homogeneizadas se extraen con buFFer de FosFatn de so-

dio 0.3M pH 6.2.Las proteínas se precioitan con sulfato

45
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de amonio (50% de saturación) y luego se cro

matograffan en una columna de Sephadax. El rendimieg_

to Fue de 3 mg. de hormona por g. de glándula Fresca.

DIALISIS ANALITICA A TRAVES DE MEMQBANAS TRATADAS

CON CLORURO DE ZINC.

En una diálisis ordinaria se puede eliminar

Fácilmente sales o solutos pequeños, y asi separarlos

de moléculas de alto peso molecular que en esas con

diciones no se dializan.

La porosidad efectiva de las membranas de cg

lofán puede alterarse aumentando o disminuyendo el ta

maño del poro (Craig y col, 1961). Para ello se emple

an métodos mecánicos o Químicos.

Entre los métodos químicos que provocan un

aumento del poro, el más usado consiste en tratar 1a

membrana con una solución da cloruro de zinc (64% p/p)

a 25°C durante un período de tiempo variable, según 1a

porosidad requerida.

Craig (1960) propuso utilizar la diálisis con
Finas analíticos pues las membranasde celofán trata
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das tienen una sensibilidad muyqrande para

detectar cambios de Forma y tamaño en las moléculas.

El dispositivo de Craig consta de (Fig. 5):

Un saco de celoFán tratado A adherido a un c0

llar de vidrio B. Dentro del saco A se encuentra un 

tubo cerrado C y Fuera del mismo el tubo D.

La solución a dializar se distribuye uniforme

mente entre la membrana de celoFán A y al tubo C y se

dializa contra el líquido contenido en D.

La relación de volúmenes que debe existir en

tre 1a Solución a dializar y el contenido de D es de

1/10. Se llama diFusado al líquido contenido en D y

retentado al que se encuentra dentro del saco de celo

Fán A.



FIC. 5: Dispositivo utilizado por Craig para realizar diálisis analítica.

La diálisis se acelera en esta Forma debido

en parte al movimiento sn sentido vertical que se le

imprima a1 tubo D y por otra a que la solución a dia

lízar se distribuye en una Fina capa.

¿5



La técnica de trabajo aplicado Fue la siquiente:

1) Se introduce 1a solución que contiene

la muestra a dializar en el saco de 

celofán A. Al colocar el tubo C, tal

como lo muestra la Figura 5, la solu

ción se distribuye OCUpandotoda 1a

5uperFicie de la membrana de celoFán.

2) Se mide el volumen adecuado de líqui

do, se deposita en D y se comienza la

diálisis tomando nota del tiempo.

3) Se imprime al tubo D un movimiento ver

tical que agita su contenido aceleran
do la diálisis.

¿n
V

Transcurrido un tiempo determinado se

detiene el movimiento vertical del tu

bo D, del cual se retira el diFusado y

se vuelve a colocar el mismo volumen

de líquido puro. Se prosigue la diáli
sis.

A1 Final de la experiencia la medida de la concentración

de la proteína en el retentato y en los difusatos obte

nidos permite conocer su velocidad de difusión a traves

de 1a membrana tratada.
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En nuestro caso particular la evaluación de

las concentraciones de la proteína en el retentato y
en los difusatos ae realizaron midiendo la absorben.

cia en 225 nm.

La velocidad de difusión de un soluto ideal

a traves de la membranase puede describir por una e

cuación análoga a la de la ley de Fick que rige la

difusión en soluciones libres.

Velocidad de difusión: —DA dc
BI

Donde; D es la constante de Difusión

A es el área seccional de la columna
de difusión

EE es el gradiente de concentración.
dx

Si la velocidad de difusión para un determi

nado soluto y membranaes solo proporcional al gradien
te de concentración a traves de la membrana, el pro-

ceso responde a una cinética de reacción de 1° orden.

En este caso, si se representa el logaritmo de la dis
minución de la concentración del soluto en el retenta

to, en Función del tiempo se obtiene una recta; ej.A

Figura 6).



Sl

La información que se deduce es la siguiente:

l) Indica que el soluto se comporta

idealmente en el rango de concen

traciones estudiadas.

2
V Señala que el soluto es homogeneo

con respecto a tamaño dentro de los

límites en que discrimina la membra

na.

3) El tiempo de escape del 50% delsolu

to es una constante característica

de su tamaño y de la membrana.

Las poblaciones moleculares heterogéneas originan

quebraduras en las rectas de escape: ej. B (Fig.6).

Este comportamiento se atribuye a Fenóme-
. . I . . . I .nos de asoc1acion, disoc1ac1on o a la presenc1a de

impurezas.
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°/oRemanente

60 120 180 240 300 360

Tiempo (min)

Fig.6s Curvas de difusión a traves de membranas.

INTERCAMBIOT¿ z Mayor información sobre le estruc-

tura 2a y 3a de las proteínas puede

obtenerse por medida de 1a movilidad

de los hidrógenos en la molécula. Para ello se empleó

un método trazador basado en el uso de agua tritiada

(Cambiaso y col, 1970).

La determinación consiste en incu-

bar la proteína con 280.106 cuentas por minuto por

mililitro de tritio comoagua tritiada.
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Una vez alcanzado el equilibrio de intercam

bio el exceso de agua tritiada se elimine por diáll-

sis rápida en contracorriente (Craig y col. 1965) y

la muestra se incuba tiemoos variables: al Final de

los cuales se dializa rápidamente.

Sobre la muestra así depurada se mide la con

centración de proteína y de tritio. Los resultados se

expresaron como número de hidrógenos no intercambia-

dos por molécula, en cada período. El dispositivo uti

lizado Fue el siguientez(rig_ 7)



A: Enirada de buffer

B: Tubo capilar

C: Tubo espaciador

D: Collar de vidrio

E: Membrana de celofan

F: Tubo rotatorio externo

G: Salida de buHer

—---____-_--_—-—_---_-_---_—-——_

Fig.7: Dispositivo emoleado por Cambiaso y col
(1970) oara la medida del intercambio
tritio/hidróqeno.
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La muestra a dializar se introduce en el

sistema por el tuhn capilar (B) impulsada por una-

bombamecánica. Al llegar al extremo inferior se dis

triüuye en ona fina capa entre el tubo espaciador (U)

v la cara interna de la membrana (E) y asciende en

la dirección de las Flechas (en ese momento se comieQ

za a medir el tiempo del intercambio). Durante toda

la experiencia se introduce buffer por (A), Que cir

cula entre el tubo rotatorio externo (F) y la cara

externa de la membrana (E) en Forma descendente y lug

go sale por (G). De allí el nombre de diálisis en con

tracorriente. La muestra dializada se recoge en el es

pacio que queda entre el collar (D) y el tubo espacia

dor (C).

1%
DETERMINACION DEL CÜEFICIENTE DE SEDIMENTACIÜK S 70 w5 9

Las medidas para determinar la velocidad de

sedimentación se realizaron en la ultracen

tríFuga Beckman Spinco modelo E que opera

con óptica Schlieren.

Se trabajó a 20°C con una concentración de

proteína de 10 mg /ml y a ¿2.040 rpm amoleándose cel

das de doble sector.



FILTRACIÜN CROMATOGRAFICA A TRAVES DE EEPHADEX 6-100

Con esta técnica se estudió tamaño molecular y ho

mogeneidad de las proteínas. Se trabajó entre 0 y

2° C.

ANALISIS DE AMINOACIDÜS:Se realizó en un autoanallzador -

Technícon según el método de González Cadavid y

col. (1964).

DETERMINACIQN DE LÜS AMINÜACIDÜS AMIflp-TERMINALESI

Se siguió el método de Gray y Hartley (1963) que-

emplea el cloruro de l-dimetil-aminonaftaleno-5--

sulfonilo, comoreactivo bloqueador del grupo alfa

amino. Une vez marcada la proteína, se hidrollza con ácido -

clorhídrico 6m durante 16 horas y el hidrolizado se siembra

en placas de poliamlda.

Se cromatografian en 2 dimensiones. En la primera-

dimensión se usa un sistema compuesto por ácido F6rm1co-a-

gue (31200). La segunda dimensión se cromatografía primero-

con un sistema benceno-ácido acético (90:10) y luego con a-

ceteto de etile-metanol-ácldo acético (20:1:1).
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ELECTRÜFÜRESIS EN GEL pÜLIACRILAMIDA: Se aplicó este mé

todo siguiendo la técnica descripta por Drns

tein y Davis (1962).

VISCDSIMETRIAxLasmedidas se realizaron a 20 i 0.01° c

con un viscosímetro Üstwald de 1,2 ml. de

capacidad.

MEDIDA DE LA ACTIVIDAD BIDLDGICA:

Ray y col (1941) comprobaron que el ancho del

cartílago epifisario de la tibia se reduce --

significativamente luego de la hipofisectomía.

Interpretaron este hecho comoel resultado de una alte

ración entre el equilibrio de condrogénesis y el de os-

teogénesis. Los mismos autores observaron que la adminis

tración de hormona de crecimiento a animales hiDoFisecto

mizados revierte el efecto y que existe una relación do

sis-efecto que hace posible realizar un test cuantitati
vo de la hormona de crecimiento inyectada.

El método que se empleó en nuestro laboratorio

es el estandarizado por Greenspan y col(19á9) y consiste

en lo siguiente:

Se hipofisectomizan ratas hembras Long Evans de



de 26 a 28 días de vida y se usan 12 a lá días después

de 1a Operación. Se inyecta intraperitonealmente una so

lución de hormona de crecimiento (entre 10 y 25/40. en
0,5 ml de agua por día) durante 4 días.

Al quinto día los animales se sacrifican, se-

diseca la tibia, y se corta según plano sagital medio.

Las dos mitades se lavan en agua 10 minutos,-

se sumergen en acetona 6 minutos y nuevamente en agua,-

luego se colocan en solución de nitrato de plata al 2A

durante 2 minutos y se exponen a la luz.

Se ve que las porciones calciFicadas del hue

so se tiñen de marrón oscuro mientras que el cartílago

epiFisario no calcificado permanece blanco. El ancho del

mismo se mide con un micrometro ocular.

La gran ventaja de este ensayo,sobre el que -

se basa en el aumento de peso corporal,reside en su ra

pidez y su mayor sensibilidad. Es posible lograr una —

respuesta significativa del cartílago administrando 5

jpg. totales de hormona.
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ESPECTRÜSCDPIA ULTRAVIÜLETA DIFERENCIAL:

Se usó un espectroFotometro Beckman D.U. con

celdas de cuarzo de 1 cm de paso de luz. Los

espectros diferenciales se obtuvieron midien

do la absorción de la solución problema Frente a una 

solución de referencia preparada con hormonanativa.

La absorbancia en 278 nm de estas soluciones

se iqualaron a1 comienzo del experimento diluyéndoles

convenientemente.

MEDIDASDE FLUÜRESCENCIA¡Daraestas medidas se utilizó

un espectrofluorometro automático de precisión

equipado con dos monocromadores (Weber y col,

l96ú). Las muestras que se comparan tienen exactamente-

la misma densidad óptica a la longitud de onda elegida-

para la excitación.

Los espectros de Fluorescencia presentados Fue

ron corregidos para la sensibilidad del Fotomultipliaa
dor.

Todos los experimentos se realizaron a 20°C en

buffer glicina-clorhídrico 0,1mlpH3.6)I:0,005. La resolu
ción de los espectros es de 2 nm (20A').



Las areas que cubren las curvas de emisión en

Función de la longitud de onda, son proporcionales al-

rendimiento cuántico de Fluorescencia, y los datos se-

expresan en base al valor 0.2 correspondiente a1 rendi

miento cuántico del triptófano. Cuandola muestra se -

excita a 295 nm la mayor parte de la luz incidente 95-

absorbida por los residuos de triptoFano. Si en cambio

se excita a 270 nmlos residuos de tirosinas absorben -

casi toda la luz.

El máximodelaspectro de Fluorescencia del -

triptofano está entre 340-350 nm, mientras que el máxi

mo de la tirosina esta entre 305-310 nm.

Agradecemos al Dr. Churchick (Universidad de

Knoxville, U.S.A. ) la realización de las medidas de -

Fluoreecencia descriptas.

SULFITÜLISISsLareacción procede según el siguiente e-

quilibrio:

R'-S-S-R + 803 =-——*R'—S-SO3-+RS' (l)

En presencia de iodoacetamida ocurre:
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De esta Formael equilibrio de la reacción -

(l) se desplaza hacia la derecha.

Las condiciones experimentales de sulfitoli-

sis de la hormona de crecimiento bovina se mantuvieron

esencialmente iguales a las señaladas oor Mills y col-

(1965).

La proteína se disuelve en una solución TRIS

0.1m tal que la concentración sea del 1%, se agrega 20-

mg. de iodoacetamida o ácido iodoacético oor cada 50 mg.

de proteína. Se agrega luego sulFito disódico sólido -

hasta que este reactivo se encuentre en exceso: 850 mo-

les de sulFito por mol de R-S-S-R'. El pH se ajusta a 9D.

Se deja reaccionar 30 minutos a temperatura ambiente con

agitación. Se baja el pH a 8.3 y se centrífuga para eli
sobrenadante se dializa contraminar el precipitado. El

agua destilada en Frío y se liofiliza.
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REDUCCIONY CARBAMIDOMETILACIÜN:La reacción que ocurre

es la siguiente:

R'-S-S-R + 2 CzHa SHÜH_., R'-SH + R-SH + ÜH-CzHa-S-S

R' SH + R SH * 21 CHZCUNH2——0R'S-CH -CÜNH2 2+R-S-CH2

CÜNH2+21H

Se empleó el método de AnFinsen y col (1961)

que consiste en disolver 100m9. de la proteína en Sml de

una solución acuosa em urea llevada a pH8.5 con metila

mina. Se burbujea N durante 15 minutos y se agrega 0,1

m1. de mercaptoetanol. Se mantiene la reacción durante

6 horas a 23°C. A1 cabo de este tiempo se diluye la so

lución a 2m urea y se agrega iodoacetamida en cantidad

tal que sea 10 veces molar sobre el mercaptoetanol. La

carbamidometilación se realiza durante 15 minutos en un

aparato pH-etat a pH 8.5 que se mantiene constante por

el agregado de solución de metilamina al 5%.

En algunas oportunidades y con Fines compara

tivos se redujo y carboximetiló según el método de Crest

Field y col (1963) que difiere del anterior en que emolea

buffer TRIS pH 8.6-8m urea- 0,2% EDTA(Na)(etilendiami«—

no tetra acetato sódico) y carboximetila con ácido iodn
acético.
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GUANIDINACIÜN DE LÜS E-AMINÜ GRUPOS DE LISINAS:SB

empleó la técnica descriota por Evans y col

(1951), 94 mgr. de Ü-metil isourea se disuei
ven en 10m1de buffer carbonato-bicarbonato

sódico 0.lm|pH 10,5. En este volúmen se disuelven 200

mg de hormona y se lleva a 14 m1. con el mismo buffer.

Se deja a Ü-2°C durante 1 semana, con agita

ción. Se centrífuga. El sobrenadante se dializa en

frío y lioFiliza. El rendimiento obtenido Fue de 70%.

TRATAMIENTOCON ANHIDRIDÜ mALEICÜsEl anhídrido malei

co tiene la ventaja de ser un reactivo blo

queante reversible de amino grupos de pro-

teínas y péptidos.

El procedimiento que se empleó para maleini

zar hormona de crecimiento bovina es similar a1 uti

lizado por Butler y col ( 1967).

La reacción ocurre Fácilmente entre pH 8.5

9.5. Se hace reaccionar 1a proteína (concentración

0.04mm) con 30 m m de anhídrido maleico en buffer cer

Donato-bicarbonato sódico 0.1m, pHQO,a 2°C. Se agi
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ta durante 5 minutos y se dializa en Frío con-

tra agua destilada. Se liofiliza.

DIGESTIÜN TRIPTICA Y MAPAPEPTIDICO: Las condiciones en

. que se realizó la digestión tríptica de la hor
mona se detallan a continuación:

La concentración de la proteína es de 3mg por m1 en me-

dio acuoso. Se realiza 1a experiencia a 30°C en un pH--—

stat Radiometer donde se mantiene el pH 8.6 constante 

mediante el agregado de solución de hidróxido de potasio

0.2m.

La tripsina que se emplea ha sido conveniente

mente tratada con TPCK[L-(l-tosilamido-Z-fenil)etil daro
metil cetona] para evitar su acción quimotrfptica.

Por cada 100 mg de hormone se agrega 1,5 mg de

enzima. Este agregado se realiza en dos tiempos: 1 mg al

comienzo y 0,5 mg luego de 4 horas de digestión. Se di

giere durante 6 horas, luego se centrífuga y lioFiliza.

3mq. del digerido tríptico se di9uelven en 80

m1 de buffer piridine-ácido acético- agua (25:1:225) pH

6.3 y se siembra en una hoja de papel Whatman N. 3,

Se realiza la electroforesis en el mismobuFFer
de disolución a EDÜÜVdurante 70 minutos. Luego se cro

matografía en dirección perpendicular a la anterior ---
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emoleandocomo solvente pirídioa-butanol-ácido acético

aqua (10021501302120) durante 19 horas.Se revela con una

solución de ninhidrina al 0,2% en acetona.

A Fin de ubicar los péptidos que contienen ar

qininas también se reveló con el reactivo de Sakaguchi.

ATAQUE CON BRDMURDDE CIANÜGEN0:(Fe110ws y 001,1969) 105

mg de HCBse disuelven en 4,36 ml de ácido Fór

mico al 85%. A esta solución se agrega 210 mg

de bromuro de cianógeno disuelto en 0.94 m1 de agua re-

cién bidestilada. Se deja reaccionar 24 horas a 25°C .Lug

go se diluye con 15 veces su volúmen de agua desionizada

y se lioFiliza 2 veces.
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EFECTOS DE LOS DISTINTOS TRATAMIENTOS FISICOOUIMICOS

SQQRE LA CONFOfimACION Y ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA

HORMONA DE CRECIMIENTO BOVINA.

Se estudien, sucesivamente, los efectos de s una-

liofilizeción, tratamientos alcalinas, altas concentre
ciones de urea y de cloruro de guenIdina y calor.

LIDFILIZACIONuLasvariaciones que se detectan en tres 

parametros fisicoqufmicos de la HCBsome

tida o una liofilizeción están indicadas

en el cuedfo I: .

CUADRO IV

HABIACION DE LA VISCOSIDAD INTRINSECA,DEL COMPORTAMIENTO

EN COLUMNAS DE SEPHADEX C-IOO Y DEL t1/2 EN DIALISIS

ANALITICA, DE LA HCB POR EFECTO DE UNA LIOFILIZACION .

PARAMETRO HCB NATIVA HCB LIOFILIZADA

Viscosided in-
trínseca e 20°. 3,3 ml/g 5,0 ml/g

Vol. de elución
o través de Se
phadex 5.100 -
(0.9 x 130cm) a
4- c. 76,0 m1 76,5 m1

Diálisie.ene1f
ticaztiempo me
dio de escape a
20° (t 1/2) 180 min. 213 nin.
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Todos los parámetros se midieron en soluciones de 1a hor

monaen buffer glicina-ácido clorhídrico 0,1m, pH3.6, -

180,005.

La variación de la viscosidad intrínseca indica una

alteración de la Formaolobular de la proteína nativa por
efecto de la lioFilización.

La expansión es pequeña si se tiene en cuenta que los va

lores tipicos de 7 para proteínas completamentedeenatu-
ralizadas son de 2 a 7 veces mayores que los hallados -

aqui (Sdirhman, 1963). La Filtración por gel no detecta

el cambio, en las condiciones ensayadae,mientras Que la

diálisis análitica acusa una ligera expansión de la mo-

lecula de acuerdo con lo revelado independientemente¡nr 
la viscosimetria.

La alteración conformacional producida por la liofi

lización es reversible, comose observa claramente en la

Fig. 8; si la proteína lioFilizada se analiza por diáli
sis apenas disuelta, su comportamiento indica expansión

de la molécula (Fig.8,b) pero si esta solución se mantig
ne 12 horas a l° previamente, su velocidad de escape (Fig.

8,c) es practicamente coincidente con el de la proteína

nativa (Fig.8,a)
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Fig. 8: DIALISIS ANALITICA DE SOLUCIONES EN
3UFFER GLICINA-ACIDO C_ÜRHIDRICÜ
3.1MLpH3.6 de HCB DREVIAWENTE SOMETI
DA A DIVERSOS TRATAMIEVTDS.

azHormonanativazb: hormona native
disuelta en buffer glicina-ácido
clorhídrico 0.1m,pH3.6, dializada
contra a ua destilada y lioFilizada.
La proteina se disuelve nuevamente
en el buffer y ee analiza inmediata
mente: c: idem Que b, pero le solu
ción de hormona se mantiene 12 hores
e 1° antes del análisis. Se indican
los valores t 1/2 para cada curva.

Los experimentos descriptoe sirvieron para estable
cer le norma de no analizar conformacionalmente solucio

nes de hormonerecientemente liofilizadas.
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TRATAMIENTOSALCALINÜS:La HCB en soluciones de oH 's

8.5 a 9.9 se agrega (Li y col,

1953; Free y col, 1966;Faiferman

1967). Sin embargo su actividad biológica no se altera

mientras las soluciones se mantengan a baja temperatura.

Li y col (1953) hallaron que 1a HCBmantenida 3 horas a

25° disuelta en hidróxido de sodio 0.1m retiene más del

80%de su actividad biológica. El calentamiento a 60° 

durante 90 min. de esta solución inactiva totalmente a

la hormona (Faiferman,1967). La Fig.9 muestra que el -

comportamiento en la diálisis analítica de la HCBdes-

pués de estos dos tratamientos es cualitativamente simi

lar e indica 1a existencia de un 5 a un 20%de hetero-

geneidad en las preparaciones.
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Fig.9:DIALISIS ANALITICA DE SÜLUCIÜNES
EN BUFFER CLIC-ACIDO CLÜRHIDRIZÜ
3.1fllpH3.6 de HCB DREVIAMENTEsu
nETIoA A TRATAMIENTOS ALCALINÜS.

a: hormona nativa;b:hormona nati
va mantenida 3 horas 4 25' en 0.1
Mhidróxido de sodio, dializada
en Frio contra agua destilada,lio
Filizada,disuelta en buffer de pH
3.6 y mantenida 12 horas a 1°
antes del análisis;CThormona na
tiva mantenida 90 min. a 60° en
0.1m hidróxido de sodio;el resto
del tratamiento idem a b).

La baja velocidad de diálisis del componenteprincipal -

en las hormonas tratadas por alcali, no se debe a un Fe

nómeno de agregación pues se comprobó que el mismo tiene

un coeficiente de sedimentación a pH3.6,S;É’w= 2.5,que--
corresponde a una hormona monomérica (Dellacha y co1,--_

1966).La explicación más probable para los fenómenos --



descriptos parece ser la ocurrencia de un desplegamiento

de la proteína con pérdida parcial de las estructuras 23

y Sa. La alternativa que destruye totalmente la ectivi-

dad biológica de la HCszreparado c (Fig.9), no se tredu
ce en un cambio dramático detectable por diálisis analí

tica, pues el comportamiento de los preparados c y b --

(Fig.9) es cualitativamente similar. Unainterpretación

posible es la siguiente: el tratamiento con hidróxido de

sodio,Ü.lm a temperatura ambiente no modifica el "centro

activo" de la hormona aunque desorganiza parcialmente -

el resto de la moléCula que aumenta eu diámetro efecti-

vo: el tratamiento a 60° no aumenta sustancialmente el 

diámetro efectivo de la molécula, más allá del alcanza-

do a 25°, pero destruye el centro activo. Esta hipótesis

requiere que el tamaño del centro activo sea relativa--

mente pequeño.

El incremento del desorden molecular de la HCBpor

tratamientos alcalinas suaves, se muestra en la Fig. lÜ.

Todos estos preparados retienen la actividad bioló

gica original.
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Fig.10:

agregación pues su
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300 36060 .120 180 240
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aahormonanativa,b:hormona nati
va disuelta en buffer glicina
hidróxido de sodio,0.lm,pH9.6 a
1‘, dializado inmediatamente
contra agua destilada, en Frio,
liofilizada,disue1te en buffer
de pH3.6 y mantenida 12 horas a
1' antes del análisissc: idem b,
pero mantenida 16 hs. a pH9.6 a
1'¡ dnidem b, pero mantenida 6
horas a pH9.6 a 25°.

El escape lento del preparado d (Fig.10) no se debe a -

53% - 2.5 indica una Forma monemériÜ,w

1a interpretación de estos experimentos



es similar a la ofrecida para los realizados con hidró

xido de sodio, 0.1m: la molécula de la HCBse expande 

por pérdida de interacciones no-covalentes, proporcio-
nalmente a 1a intensidad del tratamiento. Es difícil -

cuantificar la magnitud de los cambios moleculares pro

ducidos a partir de la variación de le velocidad de --

diálisis pues este es un método demasiado sensible a to

da alteración del diámetro efectivo de la molécula. Es 

interesante señalar, a este respecto, que la HCBtiene-

un contenido relativamente alto de o(-hélice (Edelhoch y

col, 1966; Sonemberg y col, 1971) y que esta estructura-

no se pierde por efectos de concentraciones altasdeueatle

sin embargo, modifican muchola velocidad de diálisis de

la HCB(fig.ll). Por lo tanto, es probable que el alcali,

en condiciones suaves, expande la molécula de la HCBsin

'alteración de su estructura 2a. Una acción más enérgica 

del alcali afectaría también a ósta, con pérdida de la -

actividad biológica.

ALTAS CONCENTRACIOQES DE UREA Y DE CLORURO DE GUANIDINA:

La Fig. 11 muestra la variación de 1a velocidad de--

diálisis de la HCBpor efecto de concentraciones cre

Se comprueba un aumento gradual delcientes de urea.

diámetro efectivo de la molécula en función de la concen-
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tración de urea en el solvente. En cada caso la poble-

ción de moléculas es monodispersa, dentro de los límites

del experimento.

0
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T¡empo (min)

Fi .11:

La expasión producida en la molécula de la HCBpor la -

urea es reversible en las siguientes condicioneSala HCB

se mantiene 5 horas disuelta en buffer glicina-hidróxido

de sodio,0.1m,pH9.6,8m urea a 25',luego se dializa contra

agua destilada y lioFiliza. El sólido se disuelve en ---



buffer glicina-ácido clorhídrico,0.lm,pH3.6, se deja 12

horas a 1' y se somete a diálisis analítica y ensayo -

biológico.

Ambosparámetros Fueron idénticos a los obtenidos simul

táneamente con HCBnativa, lo cual es interpretado como

readquisición de la estructura y diámetro efectivo ini

ciales, por la HCBexpandida por la urea.

Es interesante señalar aqui el diferente comporta-
miento de la HCBFrente a un tratamiento de 5-6 horas a

pH9.6 y 25° según está o no presente en el medio una --

concentración am urea(Experimento recién descripto y ca

so d),Fig.lÜ. En ambos casos la actividad biológica no es

afectada pero solo readquiere su diámetro efectivo origi

nal la hormona que Fue incubada con urea. Esto puede -

deberse a que la reversión del desplegado está Favoreci-

da por 1a eliminación gradual de la urea durante la diá
lisis.

En el caso del tratamiento alcalino en ausencia de

urea 1a diálisis cambia muy bruscamente el pH y la pro-

teína se reordena parcialmente o lo hace de una manera 

distinta a 1a nativa. TanFord (1970) señala que una con

centración 5mde clorhidrato de guanidina desordena la-

conformaciónnativa de las proteínas globulares llevan-
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dolas al estado de ovillo estadístico. La Fig.12 mues-

tra el efecto de una concentración 6m de clorhidrato de

guenidina sobre la velocidad de diálisis de 1a HCB,a-

pH3.6. Comotérmino de comparación se muestra 1a recta

de escape obtenida el mismo pH, en presencia de 8m urea.

Es evidente que el

6o

VÉRemanente
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Fig.121

enhormonanative disuelta en
buffer glicina-ácido clorhí
drico,Ü.1M,pH3.6 dializeda
contra el mismobuffer.

desplegamiento producido por 6mclorhidrato de guanidine

es más intenso que el producido por am uree,lo cual se 

pone de manifiesto por le imposibilidad de revertir 91-
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proceso utilizando las condiciones que permiten lograrlo

cuando el agente desnaturalizante es la urea (Fig.13)

100

8

flíRemanenze

60 120 100 240 300 360

Tiempo (mín)

FIG.13:DIALISIS ANALITICA EN BUFFER
LICINA-Hcl. Ü.1M¡EH3.6¡DE HCB
QATADA PUR gm CLÜRHIDRATÜ DE
UANIDINA.C)HF1

a: hormonanativa (control)¡bz
hormona disuelta en buffer de
pH3.6,hecho 6Mclorhidrato de
guanidina;luego de 3 horas a 25°
se dializa, en Frio, contra agua
destilada y se liofiliza.La pro
teina se disuelve en el buffer
de oH3.6 y luego de 12 horas al° se analiza.

La hormona sometida a 6m clorhidrato de guanidina, a 25°

da un escape quebrado que indica polidispersión y la ve

locidad de escape del componente principal correSponde a

la de una molécula desordenada.



Resulta evidente que la eliminación del agente des
naturalizante a pH3.6 no es suficiente para permitir 

el plegado propio de la proteina nativa.

Las proteinas, en general, parecen adoptar su con

Formación nativa inmediatamente después que la sintesis

de la cadena polipeptídica está completa. Esto es, la-

proteína pasa de un estado de desorden muy grande a su

ordenamiento total propio, en todos sus niveles, bajo la

influencia directriz de su particular estructura prima

ria. Teniendo en cuenta que la HCBbajo la influencia -

del clorhidrato de guanidina se halla en un estado pare

cido al de una proteína recién sintetizada pensamos en-

eliminar el agente desnaturalizante a un pH Fisiológico.

El exoerimento se realizó de la siguiente manera: la -

HCBse disolvió en clorhidrato de guanidina 6m, ajusta

do a pH7.5 y se mantuvo 1a solución a horas a 25°; se-

dializó luego, en Frio, contra agua cuyo pH se mantuvo-

constantemente a 7.5 y se liofilizó. El comportamiento-

en la diálisis analítica de esta proteína se investigó-

a pH3.6
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Fig.láx DIALISIS ANALITICA_EN BUFFER CLI
ClNA-ACJDÜ CLORHIDRICÜ.Ü.lm,pH3.6
DE HCB TRATADA pÜR 6m CLÜRHIDRATÜ
DE GUANÏDINA A pH7.5.

azhormonanativa (control):bzh0r
monadisuelta en clorhidrato de
guanidina 6m,oH7.5,mantenida A hg
ras a 25°,dializada en Frio,con
tra agua a pH7.5,lioFilizada y di
suelta en el buffer de pH3.6.
E1 análisis se realizó después de
mantener 12 horas a 1° esta solu
ción.



Después de los resultados experimentales registrados en

la Fig. 14 es obvio que le HCBdesnaturalizada por 6m -

clorhidrato de guenidina recuperó su conformación origi

nal al eliminarse el aqente desnaturalizante a pH7.5.

gggggí La HCBsólida y seca,en presencia de pentóxido de

Fósforo, resiste sin alteración un calentamiento

a 100° durante 30 minutos. Su t 1/2 en diálisis

analítica coincide con el de la hormonanativa. El efec

to del calor sobre 1a HCBen solución ee estudió calen

tando la hormona disuelta en buffer glicina-HC1,0.1m,pH

3.6, durante 1 hora a distintas temperaturas. Antes de
su analisis por diálisis todas las muestras se mantuvie

ron 12 horas a 1°. Los resultados reunidos en la Fig.-

15 (a y b) indican que la molécula de le hormona no mo

difica permanentemente SUdiámetro efectivo por calen-

tamiento de l hora entre 20° y 40°; el cambio registra

do a 50' es pequeño pero a 60‘, y con más intensidad a

70', el cambio es importante.
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Fig.15:DIALISIS A\ALITICA A 20° DE H
SJELTA EN EUFFER GLICINA-ACID
.ELQEHIDQICZ, 3.1m 9H3.6 y SAL
.¿1_DREVIAMENTE l HORA A LAS T
RATURAS INDICADAS.
Cada muestra se mantuvo 12 horas a
1° antes de su análisis.

CB DI
3

ÉNTA
{MDE-

El mecanismode la diálisis, en condiciones ideales, es

asimilable a un proceso de difusión libre y en el caso

de solutos cuyas moléculas tienen un radio muchomayor-

que las del solvente y están en soluciones diluídas es-

posible aplicar la ley de Stokes-Einstein (Gosting,----

1956)

RT

Nbïvr



donde, D- Coeficiente de difusión.

Rs Constante de los gases.

T- Temperatura absoluta.

N: N° de Avogadro

n - Viscosidad del solvente.
r- Radio del soluto oue difunde.

Esta ley puede simplificerse así;

D = K

o sea, el coeficiente de difusión de una mecromolécula en

solución dilufda es directamente prooorcional a le tempe

ratura absoluta e inversamente proporcional a la viscosi--

dad del solvente,si su radio no se modifica.

Es posible, por lo tanto, calcular los valores teóri
cos para le razón de los coeficientes de difusión de 1a -

HCBa dos temperaturas diferentes y comoarerlos con los -

valores experimentales obtenidos efectuando el cociente 

de los t 1/2 de diálisis entre esas dos mismas temperatu

ras, teniendo en cuenta que el t 1/2 es inversamente pro

porcional a D. Las analoqfas o discrepancias existentes -

son interpretables en términos de constancia o modifica--

ción, respectivamente, del radio de la molécula por efecto
del calentamiento.
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El experimento se realizó calentando la HCUdisuelta en

buFFer qlicina-ácido clorhídrico, 0.1m , pH3.6, 120,005,

durante l hora a la temperatura deseada y luego eFectuan

ca la diálisis analítica a la mismatemDeratura. El cua

dro V reúne los valores de t 1/2 obtenidos.

CUADRO V

VALORES DE Tl/2 ÜBTENIDAS CDN LA HCB DISUELÍA EN BUFFER

ZLICINA-ACIDO CLÜRHIDRICÜ, 0.1MJDH3.6 A DISTINTAS TEMDE

RATURAS.

La solución se calentó previamente, l hora a cada temne

ratura.
t (°C) t l/2(min)

20 800
30 564
ao 402
50 387
60 348
70 258

Ln la Fig. 16 están representados los valores teóricos 

b&° + lOVDto calculados con la Ley de Stokes y Einstein
utilizando los valores de la viscosidad del agua, lo cual

no introduce un error apreciable en los resultados, y los

valores experimentales correspondientes,calculados con 
los t 1/2 de la diálisis analítica.
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Fig.16: VARIACION DE LAS RAZONES TEURICAS
LEY STOKES-EIN.TEIN

DE LA RAZON [iPERI¿ÉNTAL (DLA
LISIS ANALITIEA}. —.
EN EL INTERVALO DE íEMDERATURAs
20°-7Ü°.

El acuerdo entre ambos conjuntos de valores es razonable
mente bueno y resulta claro que entre 40° y 50° ocurre-

un cambio importante en 1a conformación de la HCBque -

aumenta explosivamente el radio de su molécula. Este --

cambio es reversible como lo muestra la Figura 15 que -
indica también la ocurrencia de cambios irreversibles -

entre 50° y 70°, éstos, de acuerdo con los valores de la

Fig. 16 son de magnitud muyinferior al registrado ini-
cialmente.
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Los cambios permanentes en la molécula de HCBdespués-

de su calentamiento e 60° se estudiaron también por me

dida del intercambio tritio/hidrógeno (Cambiasoy col,

1970) y por espectroscopía ultravioleta diferencial.
E1 experimento de intercambio se realizó sobre tres

muestras de HCBtodos ellas disueltas en el buffer gli-

cina-HCL de pH3.6: una de ellas, sin ningún tratamiento,

se utilizó comocontrol, las otras se calentaron l hora

a 40' y 60°, respectivamente. A las tres muestras se -

les agregó 280 x 106 cpm de agua tritiada y se mantu--

vieron 24 horas a 4'. A1 cabo de este período se determi

nó el número de hidrógenos no intercambiados, en Función

del tiempo, en cada una. Los resultados están represen-

tados en la Figura 17.
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Fiq.l7¡CURVAS DE INTERCAMBIO DE HIDROSENU
EACIA AFUERA ÜBTENIDA SUN SOLUCIO
NES DE HCB En BUFFER G-1CIflfirACIDÜ
CLÜRHIDRICO,E.lm, pH3.5, SOMETI
DAS DREVIAMEATE A DIVERSOS TRATA
MIENTÜS.

o z hormona nativa; x: hormona ca
lentada l hora a 40°; o :hormona
calentada l hora a 60°.

El intercambio de hidrógenos confirma lo hallado por --

diálisis analítica (Fig.lS): los cambiosque ocurren en

la HCBpor calentamiento de 1 hora a 40° Son totalmente

reversibles a baja temperatura de modoque la curva de-

intercambio que se obtiene no se diferencia de la que

oroduce la hormona nativa. En cambio la hormona calenta

da a 60° es mucho más permeable al solvente y las Dobla

ciones de hidrógenos rápidos aumentan, en parte al menos,



a expensas de los de velocidad media. El N° de hidró---

genos lentos no se modifica sustancialmente indicando la

existencia de un núcleo compacto en la molécula que no 

se abre a 60°.

La esoectroscooía ultravioleta diferencial se reali

zó con la hormona calentada a 40° 6 60°, en las condicio

nes descriotas antes, y luego mantenida 12 horas a 1° -
antes de ser examinados. La solución de referencia se--

preparó con HCBmantenida 1 hora a 20° y 12 horas a 1°.
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F19. 18: ESPECTRÜS DIFERENCIALES DE HCB
CALENTADA 1 HORA A 40° 0 60° 
CONTRA HORMÜNA NATIVA.

Solventez buffer glicina-ácido
clorhídrico, 0.1m, pH3.6 oshor
mona calentada a 40°: xzhormo
na calentada a 60°. Todas las
soluciones se mantuvieron 12
horas a 1° antes de ser exami
nadas.

Comopuede observarse en la Figura 18 no se detectaron-

diferencias significativas en los espectros de 1a proteí

na calentada,entre 260 nm y 290 nm, lo cual indica que-
los cambios producidos no afectan el entorno de las ti

rosinas o el triotoFano existentes en 1a molécula. La -

sensibilidad del método se discute en la pag.159.
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EFECTOS DE LOS DISTINTOS TRATAMIENTOS QUIMICOS SOBRE LA

CONFORMACION Y ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA HORMONA DE CRE

CIMIENTÜ BOVINA (HCB).

Los tratamientos químicos cuyo efecto se estudió --

pueden agruparse en dos secciones: aquellos que afectan-

principalmente a los grupos amino e hidroxilo libres en-

la proteina y aquellos que involucran ruptura de puentes

disulfuro. Entre los primeros se ha ensayado: acetilación,

guanidinación, maleinización y polialanileción. En cuanto

a los puentes disulfuro, estos se han reducido y cerboxi-

metiledo o carboemidometilado y Finalmente, sulfitolizado.

ACETILACIÜNzLaHCBtratada con ácido acético glacial, a-

70°, durante 23 minutos o bien con ácido acé

tico 2m, 12 hs. a 25°, retiene el 80% de su 

actividad biológica (Ellis y col, 1956). El comportamien
to en la diálisis analítica de la hormonetratada en ambas

condiciones se muestra en la Fig. 19. En los dos casos el

proceso se detiene por diálisis en Frio, contra agua des-

tilada y liofilización.
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Fig.l9:DIALISIS ANALITICA DE SOLUCIONESEN
BUFFER GLICINA-ACIDO CLORHIDRICD¡0.

I H3.6 DE HCB TRAIflpA POR ACIDO
C TICO. '

hormona nativa: b: hormona diaue;
ta en ácido acético glacial y mante
nida 23 min. a 70°, dializada en 
Frio contra agua destilada, liofili
zada, disuelta en buffer de pH 3.6 y
mantenida 12Hs. a 1' antea del análi
aias exhormona disuelta en ácido acá
tico 2m y mantenida 12Hs. a 25’ lue
go tratada como la muestra b.
Los números indican los tl/2 respec
tivos.

IDP‘

El ácido acético glacial a 70° provoca aproximadamente un
10%de heterogeneidad en la HCBpero las características

nativas de la molécula no se alteran mucho. El tratamien

to con ácido 2Morigina un material homogeneo con molécu

las de menor diámetro efectivo que los de 1a hormone na-
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tiva.
La acetilación de

rante 5-6 minutos

1a hormona nativa

una vez dializado

disuelve en medio

la HCBcon anhídrido acético a ¿3° du

origina un inhibidor de la acción de-

(Dikawa y col, 1967). Este producto,-

debió estudiarse a pH 9.4 pues no 99-

ácido. La Figura 20 muestra el resulta

do da este experimento.

gRemanente

Fig.20¡

A

240 360
T' ‘\

¡empo (mm)

120

DIALISIS ANAL TICA DE SOLUCIUNQQ
EN BUFFER CAB :NATO DE SUD O-BI
CARBÜNATODE EDIQ_0.1m.pH0.a DE
HCB TRRTADA Pci ANHIDRIDD ACETI
C0.
Eïhormona nativasbzhormona trata
da con anhídrido acético 5 min. a
43°, dializada en frio contra a
gua destilada, liofilizada y di
suelta en buffer de pH 9.4.
Los números indican los t1/2 co
rraspondiantes.



Ya se indicó que la hormonanativa se agrega entre --

pH 8,5 y 9,5 y en concentraciones superiores a l mo /ml, lo

cual da origen a gráficos de escape con lineas quebradas 

tal comose observa en la Fig. 20; a pesar de esta dificul

tad resulta evidente que la conformación del componente --

principal en la hormonaacetilada es tal que su diámetro -

efectivo no se diferencia significativamente del de 1a hor

monanativa. Les características biológicas de este mate--

rial indican, sin embargo, una alteración selectiva del cen
tro activo.

GUANIDINACIÜNsLaO-metil isourea reacciona, en medio alca-

lino, con E-amino grupos de las lisinas que o

estan accesibles en las proteínas, transfor

mándolas en grupos guanidinos. Los residuos de lisinas se 

transforman, por consiguiente en residuos de homoargininas

La carga neta de la proteína no cambia pero el pK de los

grupos guanidinos es mayor que el de los E- amino que reem

plazaron.

La reacción se concluye como se indica en Materiales y mé

todos. El análisis de aminoácidos de este material (Cuadro

EI) muestra que han reaccionado 8 de los 12 residuos de li
sina presentes an 1a HCB.
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CUADRO VT

COMPOSICION EN AMINÜACIDÜS DE LA HCB GUANIDINADA

AMINOACIQOS HCB GUANIDINADA HCB NATIVA
RESIDUOS/20.8009 RESIDUOS/20.5009

Lisina 4,3 12,1

Histidina 2,9 3,0

Arginina 11,8 12,2

Honoarqinlna 7,3 0

Acido aspartico 15,1 15,0

Treonina 10,5 10,9

Serina 10,7 11,4

Acido glutámico 23,0 23,0

Prolina 6,8 5,8

Glicina 9,2 9,9

Alanina 12,8 13,8

Media cistlna 2,8 4,4

Valina 5,5 6,3

Nationina 3,2 3,7

Isoleuclna 4,6 6,8

Leucina 20,0 23,9

Tirosina 5,2 6,1

Fenilalanina 11,5 11,5
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Las propiedades fisicoqufmicaa y biológicas de es

te material son muysimilares a las de la hormonanati

va (Cuadro VII).

CUADRO VII

COMPARACIÜN DE ALGUQQ; PARAMETROS FISICDQUIMICDS Y BIO

LOGICÜS EN LA HCB NATIVA Y GUANIDINADA

PARAMETRO HCB NATIVA HCB GUANIDINADA

Diálisis analítica, 165 min.(escape 186 min. (escapo
pH3.6 (t 1/2)’ g recto) recto)

‘ .___-m ,-mav “mi?” .m .Wu_n___“__;
Diálisis analítica, 280 min.(escape 345 min. (escape;
pH9.7 (t 1/2) H quebrado) quebrado) 7;

-_-n ir .. ._“ w“_______q
1% ’ '

S (pH9.7) Í 3.2 3.4
¡»,20 5 ,

Actividad biolóqi-I 100% 100%
ca. (crecimiento - z
de la tibia)

dosis total 100Ing.

+ Buffer glicina-ácido clorhídrico, 0.1M , pH3.6

+* Buffer qlicina- hidróxido de sodio, 0.1M, pH9.7



Cuando la hormona quanidinada se trata por 8M-

urea a pHB.5 durante 6 horas a 23’, la eliminación de

la urea no es suficiente para que la molécula de la 

proteína modificada recuoere su conformación original.

Esto se detecta por un escape quebrado en la diálisis

analítica a pH 3.6 y por la recuperación de solo el 

75%de la actividad biológica.

La guanidinacion de la HCBen presencia de 10m urea -

conduce a transformar ll de las 12 lisinae en hUMOBr

gininas pero se insolubiliza más del 50%de 1a proteí

na.

MALEINIZACIÜN:El bloqueo de los grupos E-amino de las

lisinas se realiza con anhídrido malei

co a pH elcalino y baja temperatura tal

como se describe en el capítulo de Materiales y Métodos.

La HCBmaleinizada es soluble en pH neutro o alcalino

y su agregación está impadida por las cargas negativas

introducidas, que se repelen electroetaticamente. La -

unión naleil-amino grupo ea muy estable por encima de 

pHópero ae hidroliza con relativa Facilidad por debe

jo de pHS. La vida media de la E-maleil-lieina es de 11

horas a pH 3.5 y 37' ( Butler y col, 1967).
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Para determinar el número de lisinas bloqueadas por

el reactivo se tuvo en cuenta que el ácido maleico puede

medirse por su absorbancia en 225 nm;

Absorbancia

amm

I"‘\¡I \
l ï

P 2

OJOO ‘ a
I \

I \.\
‘ \

\.\ ‘\

200 220 240 260
Longitud de onda (nn?

Fig. 21: ESPECTRO DE ABSURCIÜN DEL
ACIUU MALEICÜ PATRON:
EFusato de la diálisis de
maleil HCBcontra agua a
DH 3.6 luego de su incuba
ción al mismo DH durante
60 horas a 37°C:------ -

aquel parámetro es directamente pronorcional a 1a con

centración de 1a solución (Fig.22).
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en 225 rur1

0.800

i

OAOO'

2 4 6 8 10 12

Acido maleico ¿ug/m|)

Fig.22:VARIACIÜN DE LA ABSÜRBANCIA DEL
ACIDO MALEICÜ EN 225 nm CDN SU
CONCENTRACION EN LA SOLUCION.

La medida del número de lisinas bloqueadas por mol de -

hormonase realizó disolviendo ü070 Pmolas de maleil-
hormona en agua acidificada con HCLhasta pH 3.6 y man-

teniendo esta solución 60

En estas condiciones

leilos quedan libres como

separar db la hormona por

las absorciones an 225 nm

horas a 37°.

más del 90% de los grupos ma-

ácido maleico qua es posible -
diálisis analítica. La sumade

an los afusatos (ver Fiq.21) 

permitió calcular que sa habían liberado 0,73 Fmoles da
ácido maleico o saa 10,5 umoles de ácido maleico por mol



de hormona. Esto indica que aproximadamente 10 u 11 --

grupos E-amino de lisinas, sobre un total de 12, han--

reaccionadogdesconocamos si hubo reacción sobre el gru

po w -amino terminal. El comportamiento en la diálisis

analítica de la maleil hormonapuede verse en la Fig. 23.

La hormona nativa

hRenanente

60 120 180

Tiempo ÜMn)

Fig-23|DIRLISIS ANALITICR DE MALEIL-HCB
ELSUELTA EN BUFFE? FDSFATO Ü.lM¡

_CLDRURDDE SJDIÜ J. 5m.gH 7.5.
annormona nativa¡b¡maÏeÍ1-hormo
na.E1 número indica el tiempo
(t 1/2).

tiene escape quebrado habitual para las diálisis efectua

das a pHnautros o alcalinos a indica la existencia de -

moléculas agregadas. La maleil-hormona, en cambio, tiene

un escape lineal propio de una proteína homogenea,----- -



muy probablemente monumárica. Esta hipótesis se confirma

por medidas del coeficiente de sedimentación: la hormona

native, en el buffer de pH7.5 tiene un SLÏZD= 2,85 ca-
racterístico para una proteína agregada (Faiferman y -

col, 1966), la maleil- hormonaen iguales condiciones,-

tiene un SJÉZÜal,7 que indica un monómero.
Cuando la maleil-hormona se hidroliza a DH3.6 du--

rante 60 horas a 37°, las medidas de diálisis analítica

revelan queel 90% de la hormona involucrada se comporta

como la hormona nativa.

El ensayo biológico de la maleil-hormona (Cuadro--

E11: ) revela que éste posee aproximadamente el 30%de 
la actividad de la hormonanativa.
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CUADRO VIII

ENSAYO BIDLOGICÜ DE LA MALEIL-HÜMDNA POR EL

METODO DEL CRECIMIENTO DE LA TIBIA

100

a
mUESTRA DOSIS TOT. N“ DE ANI- ESPESOR DEL ACTIVIDAD

ATA MALES CARTILA00 RELATIVA

(ug) (y t ES) í

solución Fi- -— A 125: 10
siológica.
HCB nativa 50 a 109: 7 100%

" " 150 a 286: e 100%
" " 200 4 290: 16 100%

Maleil-HCB 150 a 180: 10 30%

aEspesor como promedio 1 ES del promedio.

Este hecho puede vinCUlarse con la acción intensa -

del anhídrido maleico que reacciona practicamente con 1a

totalidad de las lisinas existentes en la molécula.

La proteína resultante se comporta en Formamuy diferente

a la hormona nativa: eu constante de sedimentación y su 

velocidad de escape a través de membranas indican que su

diámetro efectivo es menor que el de la nativa. Es proba

ble que su menor actividad biológica se deba a que el cen

tro activo de la hormona ve diFiCUltada su interacción con

sus receptores celulares debido a la condición compac----
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ta que ha adquirido 1a molécula y a 1a existencia de li
sinas sustituidas en él.

POLIALANILACIONnLosN-carboxianhfdridos de °(-amino áci

dos son capaces de reaccionar, en condi

ciones muy suaves (0' y pH neutro), con

losudó E-amino grupos libres en las proteínas, de acuer

do con la siguiente ecuación (Becker y col,1953z Sela y

col, 1967)
R

HC-——C=o

XNH2 t n 0-» XNH[co-{mmm}1 -H + nCOH -—C=o
2

Cada grupo amino que reacciona adquiere una cadena,

más o menos larga, de un homopolímero del aminoácido cu

yo anhídrido se utilizó.

En general estos derivados conservan la actividad 

biológica de la proteína original (Katchalski y col,1964)

lo cual se debe probablemente, a que en las condiciones

suaves que predominan durante 1a reacción solo partici-

pan en ella los grupos expuestos en 1a proteína cuya car

ga positiva se mantiene pues es reemplazada por 1a de 1a

cadena que se origina.

Gracias a la colaboración del Dr. M. Sela pudimos



preparar una muestra de HCBpolialanilada en las condicig

nes descriptas y su análisis indicó que poseía 47 resi--

duos de alanina agregados a la molécula. La repetición del

análisis de amlno ácidos luego de un tratamiento con áci

do nitroso, que destruye las alaninas terminales, rece-
jó aquel número a 35. Teniendo en cuenta que existen 12-

lisinas en la molécula, este resultado demuestra que to-
des ellas son accesibles al reactivo. Si admitimos una--

distribución uniforme de las alaninas, corresponden 3-4-

alaninas por residuo de lisina. Suponemosque el grupo -

d-amino terminal no ha reaccionado.

El comportamientoen la diálisis analítica de este-

derivado de la HCBFue idéntico al de la hormona nativa-

(buffer glicina-ácido clorhídrico, 0.1m, pH3.6), lo cual

es singular si aceptamos que por lo menos B de las 12 ca

denas de poli-alanina están en la superficie de la mole-

cula. La única explicación es admitir que existan inter-

acciones hidrofóbicas entre las nuevas cadenas polipeptf-

dicas y el resto de la molécula que las pliegan hacia el-

interior de la mismay por lo tanto no se modifica el ---

diámetro efectivo del conjunto.

La actividad biológica en el ensayo del crecimiento-

del cartílago tibiano, Fue de solo el 35% de la actividad

de la hormonanativa. Comparandoeste resultado ------- -
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con los obtenidos con la hormona guanidinada que indica

ron 100%de actividad con 8 lisinas reaccionantas, es pg
sible explicar 1a disminución de actividad en la hormona

alanilada por 1a alteración de las lisinas internas de

la molécula que parecen estar vinculadas, directa o indi
rectamente con el centro activo de la hormona. Es de ha

cer notar que en la HCBcon ll lisinas maleinizadas, la

actividad biológica es del mismo orden que en la hormona

alanilada.

RUPTURADE LÜS DUENTESDISULFUROaEstae uniones consoli-

dan la estructura ter

ciaria de las proteínas

Formandopuentes inter-cadenas, comoocurre en la insuli

na, o intracadenas comoen la ribonucleasa. Estos puen-

tes son particularmente importantes en laa proteínas in

solubles del tipo de la keratina cuyas propiedades ea-

tructuralas dependan Fundamentalmente de qua permanezcan

intactas.
La ruptura de todos los puentes -S-S existentes acarráa,

muy a menudo, la pérdida de 1a actividad biológica de -

proteínas enzimáticas. Tal es el caso de la lisozima, 

papsina, tripsina y ribonucleasa, entre otros. Sin em-

bargo se puede reducir la mitad de las cistinas en la -
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triosina y una en la pepsina, sin que se registre pérdida
de actividad enzimática.

Las medidas fisico químicas realizadas sobre las

orotefnas reducidas indican que éstas tienen una confor

mación más abierta que en el estado nativo, pero 1a vali

dez general de esta conclusión está cuestionada por los 
resultados obtenidos con la hormoha de crecimiento humana

(Bewley y col, 1969) como veremos más adelante. En las 

HCBy HCHuno de los puentes disulFuro se encuentra ubi

cado en el extremo C-terminal de la molécula y el anillo

que origina está Formado por solo 7 y 6 aminoácidos, res

pectivamente (Fig. 4, pag.35).
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El segundo puente disulfuro une cisternas separadas en

tre sf por, aproximadamente, 107 (HCB) y 110 (HCH) emi-

noacidos.

TRANSFORMACION DE LAS UNIONES S-S EN GRUPOS -SH, EN LA

Egg: Esta reducción se llevó a cabo en las condiciones

utilizadas por AnFinsen y col (1961) para reali

zar la misma reacción con la ribonuclessa.

Sng. de hormone se disuelve en em urea (lmg/ml), se e-

justa el pH al valor 8.5 con solución al 5%de metilami

ne , se agregan SPI de mercaptoetsnol y se deja le 90-

lución 6 hores a 25° en una atmósfera de N2. La cantidad
de reductor empleada represente un exceso molar 130 ve

ces sobre el contenido de disulfuros de le hormona. Para

determinar le extensión de la ruptura de los puentes di

sulfuros se procede de le siguiente formeuuneelicuote

de la mezcla de reacción se diluye con.agua hasta una -

concentración 2murea, se agrega iodoacetamide sólida -

(10 moles por mol de mercantoetaui)y se incube 15 min.-

a 25'. Los SH libres se bloquean comoderivados carbo-

emidometilsdos y este unión es estable a le hidrólisis

ácida, por lo tanto luego de dializer le solución y re
cuperar le proteína modificada por lioFilizeción, ee le

hidroliza con ácido clorhídrico 6my se mide le cantidad
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de carboximetil cisterna que se libera. En las condicio

nes descriptas la cantidad hallada Fue de 3.82 moles por

mol de proteína, lo cual indica, practicamente, 100%de

reducción de los 2 puentes -S-S existentes en le molécu

la. Sin embargo cuando se pretende aislar la hormona re

ducida por acidificsción a pH3.5 de le mezcla de reacción

original y diálisis en Frio al mismo DHse comprueba

que ha ocurrido un 90%de reoxidación. El análisis se -

realize por reacción con iodoacatamida e hidrólisis áci

da, tal comose describió antes.

Esta hormonareoxidads es soluble en buffer glicina

ácido clorhídrico, 0.1m, pH3.6 pero tiene un coeficiente

de sedimentación elevado; Sáá9' - 3.2, comparado con el

de la hormonanativa, Ság’u - 2.3. En diálisis analítica
su escape es quebrado y 90% del material difunde mucho-

más lentamente que la hormona native, (Fig. 25). Es indg

dable que la reoxidación espontaneade la
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seRemanenre

J A A 

120 180 240

Tiempo (nm)

F19. ngDIALISIS ANALITICA DE HCB REDUCIDA
Y REÜXIDADA DDR DIALISIS DIRECTA.
Buffer 0.1m glicina-ácido clorhí
dico, 0.1m, DH3.6.
a: HCBnativa; szCB raoxidada.

hormona reducida, durante la eliminación da la urea por

diálisis a pH ácido sa produce an forma incorrecta dan

do lugar, orobablamanta, a la Droducción de agregados
intarmolacularas.

Para evitar la raoxidación, an otro experimento a

nálogo a1 descripto, se eliminó 1a urea, a pH3.6, por 

diálisis en contracorriente utilizando agua ácida con 1

¡Jl/m1 da marcaptoatanol comolíquido de diálisis. E1 -
análisis de los -SH dió 3.5 moles da carboxi-matil-cista

{na y 0,6 moles de 1/2 cistina, por mol de hormona,lo
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cual indica que el 90% de la hormona esta reducida.

Este material es insoluble en el buFFer de oH3.6 y

es menester una concentración sm de urea para solubili--

zarlo.

El cuadro IX reune los valores de la viscosidad in

trínseca de la HCBreducida, en presencia de am urea,de la

HCBnativa en las mismas condiciones,y de 1a HCBnativa en
ausencia de urea.

CUADRO IX

VISCOSIDAD DE LA HCB NATIVA Y REDUCIDA

Todas las medidas Fueron hechas en buFFer 0.1m glicína

ácido clorhídrico, oH3.6, con los agregados que se indi

can.

HORmoNA ' N1(ml/q) AGREGADDS ALSOLVENTE

HCB,nativa 3,3 .... -_

HCB,nativa 7,5 8m urea

HCB,reduc1da 25 am urea,gw&mlmercaotoetanol

Comparandoestos valores entre sí se ve claramente la -

desorganización de la molécula reducida por efecto de am

urea, lo que señala al papel estabilizador de los puentes



S-S en esta molécula. Además teniendo en cuenta que so

lo uno de los dos puentes es interno se pone de maniFieÏ
to la localización verdaderamente crucial del mismopa

ra mantener la estructura 3a. de la hormona.

El único estudio similar a éste que registra le li

teratura es el realizado por Bewley y col. (1969) con -

HCHreducida con ditiotreitol en ausencia de agentes -

desnaturalizantes y bloqueada con iodoacetamida y cuya

estructura estudian por medidas de dicroismo circular.

Esta investigación demostró que la estructura secundaria

de la HCHera invariante en sus dos Formas nativa y re

ducida. Ambasespecies contienen una cantidad signiFica

tivamente elevada deOÍ-hálice (55%). Los estudios opti-

cos realizados en la zona del espectro donde absorben -

las cadenas laterales mostraron algunos cambios cuanti-

tativos pero cualitativemente Fueron muysimilares.

En conclusión, ambas Formas de la HCH parecen te-

ner igual conFormación de lo Cual se deduce que el ditio

treitol reduce los puentes -S-S sin que ello produzca un

desordenamiento de la molécula. Este conclusión está apo

yada por la gran Facilidad de reoxidación al aire de los

grupos -SH con restablecimiento de las condiciones nati

vas de la molécula, evidenciables, entre otras Formas,
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por la actividad biológica inalterada del producto.

Se hicieron dos experimentos para explorar la posibili--n

dad de que, en ciertas condiciones, la molécula de la HCB

reducida y desordenada por la urea 8M, pueda recuperar su

conformación nativa sin r90xidarse,

En el primero de ellos la hormona reducida, al Final

del tratamiento en em urea y mercaptoetanol, se dializa,

contra soluciones progresivamente más diluídas de urea,-

con la presencia constante en el medio de l Pl/ml de mer
captoetanol. Se usaron soluciones de urea de concentra--

ción 6;5;4¡3¡5 y 2m, sucesivamente. La diálisis contra -
cada una de estas soluciones se mantuvo 20 minutos. Final

mente se dializó 3 veces, durante 20 minutos, contra agua
destilada y se lioFilizó.

La proteína liofilizada se intentó disolver en bu--

FFer 0.1m glicina-ácido clorhídrico, pH 3.6 con el agrega

do de l/ul/ml de mercaptoetanol pero sin resultado. Esta
insolubilidad se aceptó comoíndice de la no adquisición

de la conformación nativa por 1a hormona reducida aunque

no se controló el grado de reoxidación que tuvo lugar du

rante el proceso.

El segundo experimento se llevó a cabo de forma aná
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loqa a la descripta para el primero pero las soluciones

de urea progresivamente diluídas se hicieron en buffer -

0.1M , carbonato sódico- bicarbonato sódico, pH9.2. Con 

acepción de la de concentración 2Mque Fue hecha en agua.

La última diálisis Fue realizada contra buffer 0.1m

ácido clorhídrico, pH3.6. La hormona reducida se mantiene

en solución mientras exista en el medio una concentración

aproximadamente 2murea, luego precipita totalmente. La-

información que se extrae de este experimento es similar

a la obtenida en el primero.

SULFITDLISIS:de las uniones S-S en las hormonas de creci

miento bovina y humana.

El sulFito de sodio reacciona con los puentes S-S,En

la proteínas, originando un residuo de cistefna y uno de
sulfocistefnaa

R-S-S-R' + su; —-o R-S-So3' + R'-S'
La reacción puede desplazarse totalmente hacia la de

recha si el eulfhidrilo que se origina se carboximetila o
carbamidometila.

Mills y Wilhelmi (1965.1968) hallaron que en las hormo

nas humana, porcina y bovina sulfitolizadas a pH 9.5 y en

presencia de un gran exceso de sulfito de sodio, se han a-



tacado el 50%de las uniones S-S existentes. Con las -

hormonas bovina y porcina estos mismos autores han obte

nido alguna evidencia experimental (ataque por carboxi

peptidasa, técnica de la diagonal) que señala al puente

C-terminal comoreaccionante preferencial Conel sulfi

to sódico. La actividad biologica de las hormonas bovina

y porcina sulfitolizadas se mantiene intacta; no ocurre

lo mismo con la humana cuyo derivado sulfitolizado con-

serva entre el 2D y el 50%de la actividad de crecimien

to original. Es de señalar, sin embargo, que la hormona

humanaconserva intacta su actividad prolactínica des--

pués de reaccionar con el sulFito. Nosotros hemos esto-

diado la sulfitolisis de 1a HCButilizando diversas con

diciones experimentales: las originales de Mills y Mil-

helmi (1968) (Ver Materiales y Métodos) y estas mismas-

condiciones, en presencia de agentes desnaturalizantes-

(Cuadro x ).Los datos obtenidos confirman los resulta-

dos de Mills y Wilhelmi pero además indican que en ----

presencia de 8Murea o 1%de dodecilsulfato sódico la -

sulfitolisis afecta los dos puentes S-S en la molécula.
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CUADRO X

COMPOSICION EN AMINÜACIDÜS DE LA HCB SULFITÜLIZADA EN -
AUSENCIA Y EN PRESENCIA DE AGENTES DESNATURALIZANTES.

Composicióh en áñlnoácïflbs‘He 1a HCB
HCBsulfítolizeda (residuos/----- nativa
20.800 g)

Aminoácidos

sin agre- en presen-dan presencia
gadoa cia de Bm- de 1% SDS

urea

CIfl-cistefna 1.2 1.9 2.1 4.0’

Glicina 9.3 9.0 9.5 9.9

Valina 5.3 5.2 6.3 6.3

Tirosina 5.2 6.0 6.0 6.1

Fenilalanina 10.8 11.5 11.5 11.5

,
Cistefna.

La HCBcon el 50% de los puentes S-S sulfitolizadoe

es soluble en buffer 0.1m glicina-ácido clorhídrico, DH-

3.6 cero cuando ha reaccionado el 100%solo se disuelve

en urea o en solución al 0,2% de SDS. La HCBparcialmen-

te sulfitolizada tiene un escape lineal en 1a diálisis -
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analítica realizada a pH3.6 y su vida media,t 1/2=230-

min, es solo ligeramente superior a la de la HCBnativa

en igualdad de condiciones: t 1/2 a 180 min.

Hemosconfirmado que su actividad biológica es igual a

la de la hormona nativa (Cuadro XI )

CUADRO XI

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA HCB CDN EL SUE DE LOS PUENTES

S-S SULFITÜLIZADOS EN EL ENSAYO DE CRECIMIENTO DEL CAR

TILAGÜ TIBIANÜ EN LA RATA.

MUESTRA N° de Dosis total Espesor del
animales ¡.Ig cartílago+

P-ES

Solución r1- 5 130 i 12
siológica

HCB Nativa 5 100 244 : 15

HCBSulfito- 5 100 264 : 5lizada

Los datos que Figuran en el Cuadro X indican la-

presencia de aproximadamente l mol de carboximetilcisteí

na por mol de hormona sulfitolizada en ausencia de agen

tes desnaturalizantes lo que sugiere que un puente está
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_másaccesible a1 reactivo que el otro, en las condicio
nes de la reacción.

Los estudios realizados por Fragmentación de 1a HCB

con bromuro de cianógeno (Fellows, 1969; Peña y col, -

1970) han permitido elaborar un método para separar por

Filtración en gel a los péptidos que contienen ambos -

puentes S-S.

Esta técnica combinada con el uso de sulFito marcado Con

3SS permite estudiar la localización del puente quese sul
Fitoliza en cada condición experimental.

Los péptidos obtenibles por reacción de 1a HCBcon

bromuro de cianógeno están indicados en 1a Fig. 25y en-

1a Fig. 26 se muestra eu separación por cromatografía en

Sephadex 8-25
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Fig.25 z Péptidos que se originan de 1a
HCBpor reacción de sus metioninas con
bromuro de cianógeno.
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100
N‘de Fracción

Fig.2 : Separación cromatoqráfica de
los p ptidos obtenidos por reacción
de la HCBcon bromuro de cianógeno.
Columna de Sephadex 8-25 de 1.5 cm
x 140 cm; eluyentezácido acético 1m.
Flujo: 5 ml/hora. Volúmen de cada
Fracción: l ml.

Los péptidos A y B se eluyen juntos, seguramente -

por estar ligados por uniones no covalentes, aún después

de reducción y carbamidomatilación, sin embargo el pép

tido D, que contiene el puente S-S cercano al extremo--

C-termínal de la molécula, se eluye bien separado de a-

quellos.
Comoun paso previo a 1a utilización de sulFito de

sodio marcado se estudió el progreso de la reacción en

Función de la concentración de sulfito en el medio. E1 

CuadroXHreúne los resultados obtenidos.
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CUADROXII

GRADODESULFITÜLISISDELAHCBENDISTINTASCONDICIONESEXPERIMENTALES

MedioConc.deConc.Fina1Conc.deRelaciónTiempocm

HCBdeICHzcmWQNa2503Na2503(min)cisteína

TT’

(m)(mÏ(m)“CBHCB

1.5x10'“0.97x10'20.24x10'2163000.54

2

4'20.aex10’323000¿72

Temp:1.5x10-0.97x10

‘20.97x10'2653000.90

0.1mTRIS1.5x10'40.97x10'21,9xlo“2

+++2

ambiente1.5xlü'a0.97x10

1273000,96

esx10'21.70045o,e2

pH9.55.0x10"2.1ex10'

4,

Laiodoacetamidaserecristalizacadavezqueseutiliza.Seagrega1/4dela cantidadseñaladainmediatamenteantesdelNa2803;elrestoseañadeen3 Fraccionesigualesaksl,2y3horasdereacción.

++Valoresnocorregidosporpérdidasenlahidrólisis. +++Elbuffersepreparaconaguarecientementehervidayluegosometidaauna

corrientedeN2durantelÜminutos.Durantelareacciónsemantienelacorría] tedeN2.
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Tomandoen consideración los resultados obtenidos-

se eligió la relación Na2 503/HCB= 65 oara estudiar e1

oroqreso de la reacción en Función del tiempo (Cuadro XIII)

CUADRO XIII

INFLUENCIA DEL TIEMPO DE REACCIÜN SOBRE EL GRADO

DE SULFITÜLISIS DE LA HCB

Condiciones: pH9.5 g TRIS Ü.IM¡ Temp: ambiente;
N32 503/HCB a 65

Tiempo Relación molar:
horas CM-cistefna/HCB

1 0.15

2 0.21

3 0.47

4 0.72

5 0.90

Del estudio del CuadroXHl, resulta obvio que 1a -

sulfitolisis no se ha completado en 5 horas: en las con

diciones del experimento se requieren, probablemente, 7

a 8 horas para eso. No está excluido, sin embargo, que-

el valor Final de cm- cisteína sea mayor que 1.0 lo cual



haría que el tiempo necesario para alcanzarlo sea aún -

mayor que al calculado.

La reacción empleando sulfito de sodio radioactivo

se efectuó de la siguientes Forma: 50 mg de HCBse disol

vieron en 16 ml de 0.1m TRIS, pH9.S (conc. de proteína:

l.5 x 10'4 m). Sa'agregó iodoacetamida hasta obtener -
una concentración 0.25 x 10'2 m y a continuación sulFito

de sodio radioactivo hasta una concentración Final ---

10-3 m. Luego de 1 ó 2 minutos se agregó sulfito de so-

dio Frio hasta una concentración final 10"2 M. A los -

60, 120 y 180 minutos se agregaron cantidades iguales a

la primera de iodoacstamida. A1 término de las 5 horas-

se dializó exhaustivamente la mezcla de incubación y se

lioFilízó el producto. La HCBsulFitolizada se hizo ---

reaccionar con bromuro de cianógeno en la forma ya des-

cripta y los péptidos resultantes se separaron cromato

gráficamente. El análisis del eluato de la columna de -

Saphadax G-25,raalizado por medida de la radioactividad

y de la absorbancia en 230 nm, se muestra en la Fig. 27.

La proporción de carboximetilcistefna en los péptidos -

ABy D, obtenida por análisis de aminoácidos sobre sus-

hidrolizados, Figura en 1a tablaXIV (Exp.N°l). Este -

Cuadro incluye, además, la variación de la relación molar
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CM-cistqíña/ péptido en distintas condiciones experimen
tales.

DO

zaonm 5*

2000 8000

1000 4000

100
N' de Fraccio’n

Fig.27: Gráfico de elución de los péptidos
provenientes de un ataque con bro
muro de cianónego de la HCBsulFíto
lizada (Expts: 1,2 ó 3,TablaXIV),
Filtrados a través de una columna
de Sephadex 8-25 de 140 cm x 1,5 cm
Eluyentesácido acético 1m.F1uiox
5 ml/hora.
Absorbancia: en 230 nm
radioactividad en cpm/5“1,_-___
Volúmen de cada Fracción: 1 m1.



TABLAXIV

SULFITDLISISDELAHCBENDISTINTASCONDICIONESEXDERIMENTALES.

Exp.N°HCB(m)Naz503Relac.mo-TiempopHRelacionmolar

mlaramin
() NazSU3/HCB( CM-cistefcm-cisteí

na/Pépti-na/pépti

doHBdoD

A

11.5x10’40.9ax10'j553009.50,280,51 20,5x10'40.33x10'%653009.50,50o 35.ox10-4esxlÜ'Z1.700459.5o0,67 a5.ox103.3xlü'zes3009.50,251,1
AntesdeagregarelsulfitodesodioseincorporóNazSD4hastaunaconcentración52x10-2m



La misma distribución de radioctividad que muestra la

Fig. 27 se obtuvo en los experimentos 2 y 3 de la Tabla

XIV lo Cual es razonable oues antes de incorporar el to

tal del Sulfito Frio las condiciones de reacción son -

comoarables. En el exoerimento ú el sulFito radioactiun

se incorporó lueqo de agregar Sulfato de sodio hasta lo

qrar una concentración 52 x 10'2 m. En estas condiciones
la distribución de la radinactivídad Fue la indicada en

la Fiq. 28. Resulta claro que ambos ouentes se marcan

DO (Fm250m
2000.

1000- 1000

100
N‘de Fraccïo'n

Fiq.28: GráFico de elución de los
Déotidos Drovenientes de un
ataque con bromuro de cianó

eno de la HCBsulFitolizada,
Exot. A,Tab1a XIV),Filtra

dos a través de una columna
de Seohadex 8-25 de 140 cm
x 1,5 cm.E1uyente:ácido acé
tico 1m. Flujo:5ml/hora.Ab
sorbancia en 230 nm;radioac
tividad en cpm/Spl:------ -
Volúmen de cada Fracción:
l ml .
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en Forma parecida y no muy intensamente. Del conjunto de

datos discutidos se puede concluir que en 1a HCBa pH 9

9.5 y en un medio de baja fuerza iónica (Exp. 1,2 y3)e1

sulfito en bajas concentraciones ataca preferentemente 

al puente disulFuro que une los péptidos A,B. Cuando la

Fuerza iónica es alta (la corresoondiente a 85 x 10'2 m

sulFito de sodio ó 52 x 10-2m sulfato de sodio) la radio

actividad aparece en ambos puentes (Fig.28 ) en pequeña

proporción; en estos dos casos cuando se incorpora la can
tidad total de sulFito de sodio Frio la reacción ocurre

preFerentemente en el puente C-terminal (Péptido D) (Ta

bla XIVexp. 3 y 4).

Los datos obtenidos hasta ahora pueden agruparse en

una nueva tabla (Tabla XU)que pone de relieve la varia

ción de radioactividad de cada puente según las condicig
nes del medio.
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TABLA XV

SULFITÜLISIS DE LA HCB EN DISTINTAS CONDICIONES

EXPERIMENTAL ES.

iempo de reac- Concentración CM-cistefna
ción de /88¿t950
(min) Na2 503

f
1 10‘3 marca ín

tensa.

300 0,3 x10“2 0,5 0

300 1,0 x10'2 0,20 0,61

45 05,0x10‘2 0 0,67

52 x 10-2

de Na2504
300 0,25 1.1

‘P

3 x10'2 de

.
En este experimento se usó
dora. 35NaZSÜ3 en

En Forma análoga a la descripta se

cantidad traza

ha estudiado la
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accesibilidad de los puentes S-S en la HCHal ataque con

sulfito; los resultados Figuran en la Tabla XUI



GRADODESULFITÜLISISDELAHCHENDISTINTAS

TABLAXVI

CONDICIONESEXPERIMENTALES‘

Concent.

HCH
(m)

Medio

de

Concent.Fi-Concent.deRelación naldeNaSONaSO

H

ICHZCDNHZfm)32S/HC

(m)

iempoCM-cieteíd (min)na

HCH

1.5x10-4

0,97x10-20,24x10'216

3000,24

Temp:1.5X1Ü-á

0,97x10'20,48x10'232

3000.43

ambiente1-5x10'4

0.1mTris

0,97xlÜ'20.97x10-265

1800.98 3001.10

pH9.51.5x10-4

2

0,97x10'1.9x10‘2127

3001.0

+VerdetalledelascondicionesexperimentalesenTabla

XH

127



CMÉYE
HGióHCB

¡OO

¡o 1.9
N903 M

Fig.29: Progreso de la sulFitolisis de
las HCB y HCH en Función de la
concentración de sulFito de so
dio en el medio (Datos tomados
de las tablas XII y XVI)

E1 estudio de la Fig. 29 indica que el proceso de sulFito

lisis OCUrre de manera diferente en cada hormona. En 1a de

origen humanoel proceso es directamente proporcional a 

la concentración de sulFito y se detiene cuando el equiva
lente a 1 puente disulfuro ha reaccionado. Esto es inter

pretable en términos de 1a apertura total de un puente de
terminado en la molécula. E1 otrosería inaccesible al ---

reactivo.

En 1a hormona bovina el proceso es complejo y depen-

de'además de la concentración de sulFito, por lo menos de
otro Factor que podría ser de origen conformacional. Es -



difícil establecer cual es el máximode Em-cieteína pro

ducido en estas condiciones, siendo probable un valor su

perior a l.

De acuerdo cen todos los datos presentados, en la -

HCBse eulFitolizaría primero el puente ABpero a medi-

da que aumenta la concentración de sulFito 1a molécula -

experimenta un cambio conformacional que expone progresi

vamente el puente D y por lo tanto se sulfitoliza. A su-

vez el puente ABse haria menos reactivo en la nueva con

Formación de la molécula. El resultado Final depende de-

un balance de estas condiciones.

Actividad biológica de le HCHeulFitolizadg:

La HCHfue eulFitolizada en la Forma habitual (Rela

ción molar NaZSÜS/HCHa 1700; ver Materiales y métodos)-
pero el bloqueo de los SHse realizó con ácido iodoacéti

co, en un caso, y con iodoacetamida, en el otro. La acti

vidad biológica de los productos resultantes se midió --

por aplicación del ensayo de crecimiento del cartílago 

tibiano en la rata (TablaXVII).
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TABLA XVII

ACTIVIDAD BIÜLDGICA DE LA HCH SULFITDLIZADA MEDIDA PUR EL

CRECIMIENTO DEL CARTILAGÜ TIBIAND EN LA RATA.

Preparación N°de Dosis total Espesor del Activ.
animales ¡g cartílago relativa+ JIJ- o

Solución Fisio- a __ 107.2: 2.1 o
lógica.

HCHnativa 5 100 No.0: 4.7 100

HCHsulfitoli- 5 100 156.4: 4.1 100
zada en presen
cia de

ICH2 CÜÜH

HCHsulfitoli- 5 100 173.3: 6.1 100
zada en presen
cia de

ICHZCUNHZ
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Los datos de la Tabla ZEÏÏ indican que la actividad hi0

lóqica de la HCHsulfitolizada permanece inalterada. Es

tos resultados no están de acuerdo con los publicados 

por Mills y Wilhelmi (1968) quienes hallaron,u5ando el

ensayo del crecimiento de 1a rata, que la HCHsulFitoli

zada pierde entre el 20 y el 50%de su actividad origi

nal.

Ésta discrepancia solo puede atribuirse, por el momento,

a los diFerentes métodos de ensayo biológico utilizados.

nEDUCCIÜN TOTAL DE LOS PUENTES S-S EN LAS HCB Y HCH

Para lograr la reducción completa de los dos

puentes disulFuro en la HCBusando mercaptoetanol es ne

cesario practicar la reacción en presencia de una con-

centración de urea igual o superior a 4m (Tabla XVIII)
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TABLA XVIII.--.——

REDUCCION DE LA HCB POR MERCADTÜETANÜL EN PRESENCIA DE 

CONCENTRACIONES CRECIENTES DE UREA.

La reacción se realizó de acuerdo a lo explicado en Mate

riales y métodos. La intensidad de la reducción se mide

por la proporción de carboximetilcisteína obtenida por 
hidrólisis ácida de la hormonatratada.

Urea CMcisteina Solubilidad de la HCBtratada
m moles/mol de en buffer Ü.1Mglicina -ácido

HCB ) clorhidrico,pH3.6

Ü 1.6 soluble

1 1.8 "

2 1.9 DOCO soluble

3 3.5 insoluble

4 4.2 n

6 3.a "

e 4.o "

Nosotros hemos logrado reducir el 40%de los puentes

S-S de la HCHusando mercaptoetanol en ausencia de urea;

en las mismas condiciones pero empleando como reductor -

ditiotreitol, Bewleyy Li (1970), reducen los 2 puentes-
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di5ulFuro de la molécula. La hormona reducida mantiene

las características prooias de la hormonanativa. Emple
ando las mismas condiciones de reducción que Bewley y Li

(1970) (ver Materiales y Métodos) la HCBsolo da origen

a 2.6 moles de carooximetilcisteína por mol: este valor

solo se incrementa hasta 3, 2 moles luego'de 5 horas de

reacción.Es esta una nueva orueba de la naturaleza más

compacta (Cambiaso y col.,l971) de la molécula de la -

HCB comoarada con la humana.

Los datos existentes en la literatura respecto a
la influencia de la reducción total de las hormonas de

crecimiento humanay bovina sobre su actividad biolóqi

ca son contradictorios: Mills y Wilhelmi (1965) reducen

y carboximetilan las HCBy HCHpor el método de Crest-

Field (ver cap. Materiales y Métodos) y hallan que ambas

proteínas se inactivan por el tratamiento, en cambio,Di

xon y Li (1966) reducen y carboamidometilan a la HCHpor

el método de Anfinsen (ver Materiales y Métodos) y recu

Deranintacta la actividad biológica inicial.
Los diferentes resultados mencionados pueden deberse a

varias causas pues las condiciones a que se somete a la

orotefna cara su reducción son ligeramente distintas en
cada caso. Las diferencias más notables son las señala

das en el Cuadro XIX .
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CUADRO XIX

CDMPARACIDN DE LÜS METODOS DE ANFINSEN (1961) Y DE CRESF

FIELD (1963) PARA LA REDUCCION DE

PRDTEINAS.

Etapa Anfinsen Crestfield

Reducción:

solvente sm urea en HZO 8m urea en TRIS
Edta 0.2%.

pH 8.5(metilemina) 8.5

duración 6 horas 4 horas

‘Blogueo-SH íodoacetamida iodoacetato de 30-
en 2m urea dio en am urea.

Desalificacióni Filtración por: Filtración por Seph.
SephadexG-SÜ 6-75
Eluyentenhidróxi- Eluyentesácido acé
do de amonio 0.005m tico 50%

Para tratar de hallar la razón de la discrepancia men--

cíonada se preparó en primer término, HCHreducida por 

icada uno de los dos métodos y se determinó su actividad
biológica (Cuadro XX). Es de hacer notar que la proteína

reducida y carbamidometilada (Anfinsen) es totalmente -
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soluble en agua a pH9.2 mientras que la preparación car

boximetílada (Crestfield) es dificilmente soluble en esas
condiciones.

CUADRO XX

ACTIVIDAD BIDLÜGICA DE LA HCH REDUCIDA Y BLÜQUEADA DDR -

LÜS METODOS DE ANFINSEN (1961) 0 CRESTFIELD (1963) MEDIDA

DDR EL CRECIMIENTO DEL CARTILAGÜ TIBIANÜ EN LA RATA.

Muestra N° Dosis totalespesor del Act.
ratas (Pg) cartílago relativa.P: ES

Solución Fisi01 3 Ü 146: 15lógica

HCHnativa 6 50 206: 5 100

HCHnativa 5 100 225: 12 100

HCH-RCAm 5 100 215: 11 es
( Anflnsen)

HCH-RCM +
(CreStField) 7 100 166_ 15 11

Los resultados de este experimento confirman lo ha-

llado por Mills y Wilhelml (1965) y Dixon y Li (1966), -

aunque se compruebauna cierta actividad biológica rema

nente en la hormona reducida y carboximetilada.



A continuación se preparó HCH-RCMpor el método de

AnFinsen pero utilizando iodoacetato de sodio para ble-

quear la hormonareducida. El primer efecto detectado,

debido a este cambio, Fue la precipitación de aproxima-

damente el 50%de la proteína en esta etapa. Se eliminó

este material por centriFugación y se continuó el expe

rimento con 1a proteína en solución. El análisis de ami

noácidos indicó reducción y carboximetilación completa-

pero 1a cromatografía en Sephadex 8-100 (Fig.ID,B) seña

ló la existencia de una proteína Fuertemente agregada y

heterogenea. El resultado

13b
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Absorbanciaen278(nn9
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Fig.302

del ensayo biológ

Ficó su carencia

10 30 70
Enueme(mo

Cromatografía en columna de
Seohadex 8-100 (60 x 1 cm)
de HCH-RCM.Eluída con bi-
carbonato de amonio, 0.01m
pH 7.5. Flujo IOMI/hora.
Volúmen de cada tubo 1.6m1.
Lectura directa en 278 nm.
A: HCH-RCAM
BaHCH-RCM

ico de este material (Cuadronfl ) certi

de actividad.



CUADRO XXI

ENSAYO BIOLOGICÜ DE HCH-REM PUR EL METODO DE CRECIMIENTO

DEL CARTILAGÜ TIBIANÜ EN LA RATA.

MUESTRA N° de Dosis to- Espesor del can Actividad
Ratas tal tilago. relativa

(ug) ¡J Z ES %

01.Fisio- 3 D 12519 -
lógica.

MCHnativa 6 ao 200: 3 100

HCHnativa 7 ao 217: a 100

HCH-RCN 7 80 118: 5 D

Se realizó, además, el siguiente control: la HCHFue

sometida al procedimiento de Anfinsen, modificado por el

reemplazo de 1a íodoacetamida por iodoacetatp de sodio,

en ausencia de merceptoetanol. De esta manera se preten

dió detectar una posible acción del iodoacetato en otros

puntos de 1a molécula distintos de los puentes S-S. Se

pbservó que la proteínarm precipita por agregado del --

reactivo bloqueante y que el material recuperado retiene

el total de la actividad biológica original (CuadroXflD.
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CUADHÜ x ¿1;

ENSAYO BIOLOGICÜ POR EL METODO DEL CRECIMIENTO DEL CARTI

LAGO TIBIANÜ EN LA RATA DE HCH TRATADA POR IÜDÜACETATÜ-

SIGUIENDÜ EL PROCEDIMIENTO DE ANFINSEN,EN AUSENCIA DEL-

REDUCTÜR.

Muestra N° de Dosis totaÍÉspesor del car- Actividad
ratas' (Pg tilago. relativa

(P155) "

Sol.Fisio- 6 o 120: 5 -

lógica.

HCHnativa 7 40 17o: a 100

HCH " 7 70 186: 6 100

HCHtratada 7 70 184: a 100

De los experimentos relatados se concluye que la ra

zón de la pérdida de actividad biológica de 1a HCHtrata

da según el método de CrestField radica en el uso del --

iodoacetato comoagente bloqueante de los-SH.

La presencia de grupos con carga negativa en las cisteí-

nas altera 1a estabilidad de la proteína que se agrega e

insolubiliza. El comportamiento de la HCBen la reducción

total y bloqueo con iodoacetamida por el método de Anfin
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sen (1961) difiere significativamente

la HCH. La HCB-RCAm(3.82 residuos de

hormonapor análisis de aminoácidos),

aqua, desde oH3.6 hasta 10.0: solo se

urea o en 0.2% dodecilsulfato sódico.

La velocidad de sedimentación de este

142

del descrioto para

Em-cisteína/mol de

es insoluble en--

disuelve en 8m

material disuelto

en buffer 0.1 Mglicina-hidróxido de sodio. 0,2% dodecil

sulfato sódico, pH 9.4 es inferior a la de 1a HCBnativa:

los 5'“ 2.18 y 2.56,20"” son: respectivamente.

La actividad biológica de la HCB-RCAMee baja (Cuadro -

xXIII).



"CUADRO XXIII

ENSAYO BIÜLÜGICÜ DE LA HCB-RCAM DÜR EL METODO DEL CRECI

MIENTO DEL CARTILASÜ TIBIANÜ EN LA RATA.

Muestra N° Dosis total Espesor del can Actividad
ratas (pg) tilago relativa

(p i ES ) '

ISol.f‘isio- e o 103: a o
lógica

HCBnativa 6 ao 133: 5 100

HCB " 7 70 145: 4 lÜÜ

HCB " 7 100 196: 11 100

HCB-RCAM 6 100 122“ e 34

lo cual constituye otra diferencia significativa con la

HCH-RCAMcuya actividad biológica es igual a la de la -

hormona nativa.

Agertura gradual de los guantes S-S ggfla HCBy su regar

cusión en la conformación qa la molécula:

La HCBtotalmente reducida y carbamidometilada es-

insolubla¡de modoque para poder realizar al estudio a

nunciado en al título se rBCUrrió a trabajar con el de-
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rivado maleinizado de la hormona, el cual es soluble.

La apertura del 50%de los puentes S-S se realizó

por sulfitolisis de la manera ya descripta. Este deriva

do, a Su vez, Fué sometido a1 procedimiento de Anfinsen,

para lograr su reducción total.

La Fig. 31 muestra el comportamiento de estos com-

puestos en la diálisis analítica. Se advierte claramente

la expansión gradual de la molécula por efecto de la rup

tura progresiva de los puentes S-S.

100

50

XRemanente

L

1oo 300 ¿oo

Tiempo(m¡n)
Fig.31: Comportamientoen la diálisis

analítica de HCBmaleinizada
(a), idem sulfitolizada (b)y
Finalmente, este último deri
vado sometido a1 método de
Anfinsen de reducción total.



REDUCCION TOTAL DE [09 DHFNTES -S-S Y SU RFOXIDACIÜN:

Recuperación de las nroniedades nativas de la molé
cula.

EI mecanismode síntesis de las orotefnas indica -

que 1a cistina nn se incorpora como tal en 1a cadena no

lioeotfdica: no existe un triplete de bass QuecodiFi-
. I . . I .que este aminoac1do. La Cisteina, en cambio, se compar-

ta como cualquier otro aminoácidn y aoarece en la aecuen

RNA mensacia cuando así lo establece la estructura del

jero cortesnondiente. La cistina, o los cuentes S-S se

originan a Dosteriori de la sintesis de la cadena Dali-
pentídica.

El problema nue siqniFica la Formación de los Duen

tes S-S está ligado al del establecimiento de las es--

tructuras 2a. y 3a. en las proteínas. Los trabajos de -

White ( 1960), Anfinsen (1961), KolthoFF(1960), Goldber

qer v Epstein (1953), Dixon y Wardlaw (1960), etc. han 

permitido establecer en base Firme la teoría según 1a 

cual la secuencia particular de aminoácidos es la que 

condiciona 1a conFiquraciñn termodinamiramente má: esta

hle Oue adootará la nrntefna nativa. Esta confiouraciñn

se consolida ont la Formación de nuentes S-S entre cis
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teínas espacialmente próximas. De esto resulta que los

puentes S-S son una consecuencia y no una causa en el

origen de la conformación nativa.

Los experimentos mencionados antes consistie-

ron en la reducción química de los puentes S-S en 1a-

proteína y su oxidación posterior al aire. En el caso de

la ribonucleasa (AnFinsen y col, 1961) la reducción en

8m urea, desorganiza e inactiva a la enzima pero la reo

xidación restablece, con alto rendimiento, 1a actividad

enzimática y la conformación nativa.

En la seroalbúmina Fue posible reducir hasta-

17 puentes S-S y luego restablecer las condiciones nati

vas por reoxidación en solución diluída.

Este tipo de experimentos ha podido hacerse también con

otras proteínas tales comopepsinógeno (Frattali y col,

1963),taka-amilasa A (Isemura y col, 1963), '6-globu1ina

(Freedmuan y col, 1966) lisozima (Goldberger y col,1963),

tripsina (Epstein y col, 1962), enterotoxina B (Woody

col, 1966) inhibidor tríptico de soja (Steiner y col,-

1965) etc.

Dixon y col (1960) separaron las cadenas A y B de insuli

na oor sulFitolisis en presencia de un agente oxidante.

Las cadenas, obtenidas comoS-SUIFonatos, se convierten

en sus Formasreducidas por tratamiento con --------- -
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un reactivo tiol. Finalmente regeneran la in5ulina nati

va por oxidación al aire de las cadenas reducidas. Sin

embargo el rundinínmtn observado Fue de aproximadamente

1 a 2% del valor teórico.

A raíz de estos trabajos se pensó que 1a estructu

ra nativa de la insulina se debe a que ella se origina

a oartir de un precursor de cadena simple similar al des

crioto en el caso de la quimotriosina.

mecientemente Steiner y col (1967) hallarOn dicho ore-

cursor.

Sin embargo Katsoyannis y col (1966) lograron reoxidar 

las cadenas separadas de insulina con alto rendimiento

de hormona nativa. Estos autores Sugieren que las 2 ca

denas contienen, en ellas mismas, la suficiente inForma

ción para dirigir correctamente la Formación de los puen

tes S-S. Resultó entonces interesante reexaminar el oro

blema de la estabilidad de otra proteína derivada de un

precursor de cadena simple, la ribonucleasa-S.Kato y col

(1969) demostraron que la reactivación de la ribonuclea

sa-S (proteína)es dependiente de la presencia de ribo-
nucleasa -S (péptido).
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Taniunhi y col (1969) demostraron nue 1a nucleesa esta-

Filococcica, proteína desorovista de ouentes S-S o de 

qrunos -SH, también requiere 1a secuencia comoleta de aa

nara loqrar la conformación nativa.

Nosotros hemos estudiado diversas condiciones en -

las oue es posible reoxidar a la HCBreducida y hemos in

vestigado en que medida esta proteína recuoera sus condi

ciones nativas.

Ya hemos descripto (ong10) oue la HCBreducida en pre-

sencia de 8m urea no recuoera su conformación nativa si

se elimina progresivamente le urea, en presencia de mer

caotoetanol, a DH3.6 ó 9.2.

Analoqamente, si se reoxida la HCBreducida nor el méto

do de AnFinsen, dializando la solución directamente con

tra buffer 0.1m carbonato-bicarbonato sódico, oH9.2, se

obtiene un material que una vez liofilizado y disuelto 

en el buffer qlicine-HCI de_nrñ.6 tiene rn escaoe muy -

diferente al de 1a hormonanativaíFiq. 32)Su análisis de
amino ácidos indica que, solo se ha
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XRemanente

n A L l

120 240 360

Tiempo (min)

Fig.32:ÜIALISIS ANALITICA DE LA HCB
REDUCIDA Y REÜXIDADA pÜR DIA

4LISIS DIRECTA A pH 9.2.

a: HCBnativa: szCB reducida
y reoxidada: solventezbuffer
0.1m glicina ácido clorhídri
co pH3.6

reoxidado el 75% de la Droteína (Cuadro XXIV).La determi

nación cuanutativa de aminoácidos se realiza desoués de

someter 1a proteína obtenida a 1a acción de 1a iodoaceta

mida, según el método de carbamidometilación de AnFinsen

(Ver Materiales y métodos) en ausencia de mercaotoetanol,

en cuyo caso la carbamidometilcisteina obtenida de cuenta

del contenido de grupos -SH presentes.



CUADRDXXIV

ANALISISDEAMINÜACIDÜSDELAHCBREDXIDADADÜRDIALISISDIRECTAApH9.2,00RDIA LISISENPRESENCIADEUREAem0PDRDIALISISCDNELIMINACIDNGRADUALDELAUREA.

AMINÜACIDDSHCBreoxidadanorHCBreoxidadaenHCBreoxidadacon

dialisisdirecta;presenciade8meliminacióngradud residuos/20.8009.urea‘residuos/-- -ue1aurea;resi

20.8009.‘duos/20.6003.'

Lisina12,412,012,8 Argínina11,811,511,2 Carboximetilcisteina1,1trazas0 Acidoasoartico16,015,315,8 Treonina10,99,9 Alanina14,014,114,5 Valina6,16,36,0 Leucína23,022,522,4 Tirosina5,35,06,0 Fenilalanina11,511,511,5
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HHIH vnr como influye la urea (JH

149

la reoxidación correcta

de los puentes S-b se llevó a cabo la oxidación por una

diálisis de A horas contra el buffer 0.1m carbonato-bi

carbonato sódico, 8m urea, pH 9.2; luego se eliminó rá-

pidamente la urea nor una diálisis en contracorriente 

contra agua alcalinizada con amoniaco. El material

lizado está totalmente oxidado (Cuadro XXIV)oero

comoortamientoen la diálisis analítica indica una

Formación no nativa (Fiq.33), que ouede oriqinarse

lioFi

su 

Con-

en la

Formación de puentes S-S no correctos.

ww

Xfiemaneme

120 240 360

Tiempo ÜMn)

Fig.33: DIALISIS ANALITICA DE LA HCB
REDUCIDA Y RE
SENCIA DE em
atHCB nativa;

JXIDADA EN PRE
UREA a DH9.2
szCB reoxidada;

solventezbuFFer 0.1m glicina
ácido clorhídrico,pH3.6.
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Queda demostrado que tanto la Dresencia de urea cuanto

su eliminación rápida no conducen al restablecimiento de

la conformación nativa. Se probó,entonces, eliminar gra

dualmente la urea de acuerdo cen el siguiente programa 

de diálisis contra buffer 0.1m carbonato-bicarbonato só

dico, 0H9.2, cuya concentración de urea disminuye progrg
sivamente:

-6m urea, 30 min de diálisis, 2 cambios del eFusato.

-5m urea, " " " "

_ a m ll ll ll Il ll

se continuó por una diálisis en Frio contra agua destila

da y se lioFilizó la proteína. La concentración de HCBen

la solución durante la reoxidación Fue de lmg/ml, aproxi

madamente.
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Este tratamiento insoluhiliza parte de la nroteína, pre

viamente reducida o no, de modo que es preciso estudiar

separadamente las propiedades de la Fracción soluble v -

las de la Fracción insoluble.

La Proteína snluble está completamente reoxidada (Cuadro

XXïV3y su comonrtamientn en la diálisis analítica (Fiq.

34) así como en el ensayo biológico (Cuadro XXV)es ídég

tico al de la hormona nativa.

100

50 __-__

Xfiemanente

n A A . n

120 240 360

Tiempo (min)

f;g.3 AQLELISIS ANALITICA DE LA HCB REQXIDADA
CDN ELIMINACIÜN GRADUAL DE LA UREA A
QH9.2(Fracción soluble
a: HCBnativa o tratada como la reoxida
da pero en ausencia de mercaotoetanol.bz
HCBreoxídada: solvente: buffer 0.1m gli
cina-ácído clorhídrico,pH3.6



CUADRÜXXV

ENSAYOBIDLÜGICÜDELAHCBREÜXIDADACDNELIMINACIÜN

GRADUALDELAUREAApH9.2(FRACCIONSOLUBLE).

ff

MUESTRA00515‘OTALN°DERATASESPESORDELCARACTIVIDADRE

(¡g)TILAGÜ(/A)LATIVAfi

501.Fisiol.----412511o---_

f

HCBTratada10418á-12100

n'203253118100

*

HCBreoxidada14á257-20100 +HCBTratadacomo1areoxidadaperoenausenciademenzotetanol(Fracción

soluble.

++Espesorcomooromedio1 ESdelDromedio.

9



De acuerdo con estos datos la Fracción soluble de la -

HCBreoxidada representa la hormona nativa, con puentes

correctos, obtenida en el proceso. En una proteína

2 puentes S-S totalmente reducidos es posible espe

un 33%de reoxidación correcta al azar, o sea, sin
intervención orientadora atribuible a 1a estructura

primaria de 1a proteína. Los valores incluídos en el cua

dro XXVIseñalan que 1a proporción de hormona reoxidada

correctamente, aceptando comotal a la hormona soluble

en el buffer 0.1m qlicina-ácido clorhídrico, pH3.6, es

muy superior a aquel valor.
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CUADRO XXVI

PHUPORCIÜN DE HUB SOLUBLE EN BUFFER 0.1m GLICINA-ACIDD

CLÜRHIDRICÜ, pH3.6 ÜBTENIDA EN LOS EXPERIMENTÜS DE REO

XIDACIÜN.

Hormona soluble ,en % de
Experimento la hormonanativa inicial

N° a partir qe;

“CB tratada sin HCBreducida Rendimiento de
mercaptoetanol. y reoxidada. la reoxidaeión

Á

l 7B 66 85

2 58 58 lÜÜ

3 64 55 86

4 87 75 86

La hormona reoxidada insoluble en el buffer de pH3.6 so

lo se d18uelve en presencia de am urea ó 0,5% de dodecil

sulfato sódico, por lo que parece razonable atribuir SUS

propiedades Físicas a Fenómenos de agregación y no a la

Formación de puentes S-S intermOIBCUlares. Por otra parte

esta interpretación está apoyada por varios hechos expe-
rimentales:

- La hormona nativa sometida al mismo tratamiento origina
también un material insoluble.

- La hormona reoxidada insoluble tiene un 53% =2.l,di
suelta en tuf‘f‘er 0.1m glicina-hidróxido de sodio pH9.2,
0,5% dodecil sulfato sódico.

Comparando este valor con el corresoondiente a 1a HCB



nativa en igualdad de condiciones que es SÉÉ’W=1,6puede
nensarse en la Formación de aoreqados onliméricos o Duen

tes S-S intermoleculares. Esta última interoretación Dare
ce ooco nrobable pues la reducción de este material y su

reoxidación en condiciones adecuadas, no oermite obtener

una cantidad significativa de hormonanativa. La insnlu-

bilidad de la hormona agregada parece deberse a cambios 

irreversibles que ocurren en la molécula durante la reoxi
dación. Es interesante señalar que tanto este material in

soluble cuanto aquel que se obtiene por reoxidacián con

eliminación ráoida de la urea (Fig. 32,0ag14fl, retienen

una Drooorción significativa de actividad biológica (Cua

dro XXVII)Este hecho ouede vincularse a otros similares

que indican la boca relevancia de los ouentes S-S intac-

tos en la actividad biológica (oag.39) así comola boca-

influencia del estado Fuertemente agregado de la HCBen m

las soluciones que se inyectan a los animales aun cuando

en este último caso no puede descartarse una eventual dise
ciación in vivo.

En los experimentos realizados por Hecht y col (1971 ) se

observó que la HC: unida a particulas de Sepharosa de

40 a lQÜ/p de diámetro mantiene su acción lioolitica so-
bre preoarados de células grasas (rango de diámetro: 50



a IDO/p). Teniendo en cuenta lá magnitud de las oartícu
laa de Senharosa, a las cuales la hormona se une covalen

tamente por lo menos en un punto, ee Factible suponer que
. . Ila zona de la molécula que 1nteractua con los receptores

. Icelulares especíF1cos es menor que el area total.

(.H Ü



CUADROXXVII

ENSAYOBIOLOGICÜDELAHCBREÜXIDADA

a)coneliminaciónrápidadeureaapH9.2y b)FraccióninsolubleapH3.6delareoxidadaconeliminacióngradualdeurea.

MUESTRA

DOSISTOTALyL)

N“DERATAS

ESPESORDELE

APACTIVIDADRELA *TIVAA.

Sol.Fisiol. HCB HCBreoxidada(a HCBreoxidada(b

20 ¿Ü 60 60 60

TILASÜtES)

,9“

125110 139116

+

183-15 2391lb laa:13

+

194-12

100 100 100
35 58

+EsoesorcomoDromediotESdel

Dromedio.



ESTUDIO FISICÜUUTMICÜ FÜMDARATIUÜ DF ¡AS HCR NATIVA Y

REOXIDRDA.

Ya hemos señalado que la HCBnativa y la reoxidada

no difieren en cuanto a su comoortamiento biológico,so

lubilidad y diálisis analítica. A continuación vamosa 

describir una serie de medidas FisiCOQUímicasque con--

Firman y extienden aquella similitud.

ESPECTROULTRAUIOLETADIFFRENCIAL: Las alteraciones con

Formacionales nue ex

oerimenta una proteí

na se traducen, en determinadas circunstancias, por mo-
diFicaciones en su esoectro de absorción. Ello ocurre -

cuando cambia el entorno de 1a unión peptídica que absor

be normalmente entre 225 y 230 nm y es el efecto más Fai

cilmente detectable: y cuando se altera el entorno de -

grupos cromóforos tales comolos del triptoFano, la tirg
sina, la cisteíne y la cistina. En estos casos las alte

raciones espectrales se detectan entre 245 y 290 nm.

La Formamás sensible para detectar estos cambios consis

te en realizar espectros diferenciales: una solución de

la proteína nativa se utiliza comoblanco.contra el cual
se lee la absorbancia de la solución de la proteína mo-

15Z



dificade. Se utiliza el mismosolvente y concentracio-
nes identicas de proteína en ambas soluciones. En nues

tro caso utilizamos el buffer n.1m qlicina-ácido clorhí
drico, nH3.6 y le concentración de l mq/ml de proteína:

en todos los casos. Antes de comenzar las lecturas 39-

iqualan las absorbencias en 27Bnmde ambas soluciones,

Dor dilución apropiada.

La sensibilidad del método puede estimarse por los re

sultados que se muestran en la Fig. 35 donde se detecta

el cambio conFormacional producido por una incubación 

de 24 horas a 25° de 1a HCB.

Este tratamiento no es detecteble por diálisis analíti

ca y no afecta la actividad biológica de la hormona (-

Dellecha y col, 1968).

La Fiq. 36, enáloqemente, indica el cambio que ex

oerimenta la HCBsometida el tratamiento de AnFinsen,

excluyendo elmemuúoetanol, y luego a le diálisis contra

soluciones progresivamente diluídas de urea.
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Absorbancia

OWWF

003d»

o A
-aoaa

-aoea

zoo 220 240 260 zao
x (n m)

719. 35aEspectro diferencial de HCBdisuelta
en buffer 0.1m qlicina-ácidn nlnrhf
drico, DH3.6 y le solunión man+pnide
24 hores a 25°.
Solución de referennie: la misma,man
tenida 24 hores e 0°.

las datos reunidos en 1a Fiq. 35 y 36 señalan cambios -

relativamente DeQHeñosen la conformación nativa de 1a

HCBque afectan e la unión peptïdica,en general, y pro

bablemente a1 entorno de las cistinas. Seguramente se 
halla afectada también la absorbancia de las tirosinae-

y el triotoFano pero esto no es detectable por 1a técni
ca experimental aplicada.
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Fig. SÓLEspectro diferencial de HCBtratada Dor
el orocedimiento de AnFinsen, sin marcan”
ühtanol y renaturalizada.
Referencia: HCBnativa.Solvente:BuFFer
0.1m glicina-ácido clorhídrico,oH1.6.

En la Fiqura 77 se registran los espectros diferenciales

de 1a HCRreoxidada y su variación en Función de] tiem-

oo transcurrido desde el momentode disolución de la --

orotafna en al buffer de nH3.6. Comonrotefna de reFe--

rencia se utilizó la HCBsometida al mismotratamiento-

de reducción y reoxidación, pero en ausencia de mercantn

tanol.



Absarbancia

mmm

4Mfi0

220 240 260 280

X (nm)

Fíg.37zEspectros diferenciales de la HCBreoxidada. La solución de referencia se
preparó con hormona no reducida Dero
tratada en idénticas condiciones.Sol
vente: buffer 0.1m glicina-ácido clor
hídrico, pH3.6. Determinaciones efec
tuadas a los siquientes tiempos des
pués de disolución de la nroteína en
el buffer (t=Ü-2°); 2 horas :o-—o ;
6 horas: »——* g 24 horas: cr-—n 3 48h0
ras .—-.
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nunnua se conorueban cambios en la zona de la unión nen

tïdica y en la de 1a cistina las mismas son cuali y cuan

titwtivamente similares a los registrados en 1a Fiq. 35

y 36 y corresponden a alteraciones relativamente menores

de 1a conformación nativa.

INTERCAMBIODE HIDROGEN052LaFig. 38 muestra las curvas

de intercambio hacia afuera de

las hormonas nativa y reoxidada.

Fs evidente que el N° de hidrógenos rápidos es mayor en 

1a hormona reoxidada lo cual indica una estructura más--

abierta, nero al cambio no afectó a los hidrógenos lentos,

oresumiblemente alojados en el núcleo de la molécula. Es

que el cambio reoistrado se halleDrobable, oor lo tanto,

ubicado en la Zona externa o superficial de 1a molécula.
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Hidrogenosnointercambiados

IO 20 3G 40 60 60
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519.78: Curvas de intercambio hacia afuera de
las hormonas de crecimiento bovina na
tiva (o-o ) y reoxidada (x-a ).
solvente: buffer glicina-ácido clorhí
drico, 0.IM, oH3.6.

En al cuadro XXVIII se reunen los datos obtenidos por-

diálisis analítica, medidasda viscosidad, coeficiente
de sedimentación y volúmen de elución en columnas de -

Saohadex 8-100. De todos estos oarámetros solo la diáli

sis detecta cambios liqeros de conformación, de magnitud
similar a hallados por esoactroscoofa diferencial.

La movi'idad alectroforática en un qel de poliauilamida

(Fiq. 39) no cambia por la reducción y reoxidación.
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CUADRO XXVIII

MEDIDAS FISICOOUIMICAS COMPARATIVAS OBTENIDAS CON HCB 

NATIVA,REOXIDADA Y NO REDUCIDA DERO TRATADA EN IDENTI-

CAS CONDICIONES A LA REOXIDADA. SOLUENTE:O.1M GLICINA 

ACIDO CLORHIDRICO pH3.6.TEMPERATURA 120°.

HCB

MEDIDA NATIVA TRATADA REOXIDADA

Diálisis ana
lftica.
t 1/2 (min) 273 270 280

Viscosidad in
trínseca.
(ml/g) 3.3 3.3 3.2

Cromatografía
en Sephadex G
lÜÜ.
Vol.91ución(m1) 28 - 28

Coeficiente de
sedimggtación.

(Sw'zü) 2.3 - 2.3



:1

HCB HCB

Nativa Rack

Fio.39:ElectroForesis en qel de poliecnlamida
de HCBnativa y reoxidada,pHB.6s a 20°
(Ornstein y col 1962).

ESPECTRODE FLUÜRESEENtlfizLa Fiq. 4omuestra el espectro

de Fluorescencia de 1a HCBna

tiva y de la reoxidade, disuel
tas en buffer n.1m glicina-ácido clorhídrico,pH3.6.Ambas

muestras se emitan con lu? de 27Ünm. La respuesta de --

ambas proteínas es muy similar: 1a posición de los máxi

mos de emisión coincide y el rendimiento cuántico es el

mismo: 0.040 y 0.038, resoectivamente.

Cuando el mismoexperimento se repite utilizando luz -

excitadora de 7RÜnmy 295 nm (Fiq. 413, los máximos del

esnectro no varian su posición con respecto a los opte-
nidos excitando con luz de 270nm. Esto indica Que 1a --
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Fluorescencía que se mide proviene en su totalidad del-

triptoFano. Elmáximo de emisión de este aminoácido se -

halla en 350 nm cuando está libre mientras que en el se

no de la oroteína se corre a 327 nm lo cual indica SU -

ubicación en un entorno nn polar.

Imenüdad

350 340 320, 280
Mm)

Fig.40: Esoectros de Fluorescencia de HCB
nativa y reoxidada excitadas con
luz de 270 nm.Solvente: buFFer 0.1m
glicina-ácido clorhídrico,oH3.6.

Otra indicación de la similitud conformacional existen

te entre las HCBnativa y reoxidada es provista por los

experimentos realizados a DH2.4, en los que se calculó

que el rendimiento cuántico de ambas Droteínas Fue de 

0.12 y 0.11, respectivamente. Esta coincidencia señala



le

que e] cambio conformacinnal, qua es sabido que ocurre

en la hormona nativa en este nH (Dallada v col, 1968),

también ocurre en la reoxidada y tiene las mismas carac

tarísticas.

o CB Nat. EXCH.
3 CBReox 2950m
g ocn CB L
.C

2 23"? Ec
E

360 340 320 280

MME)

Fig.41:Esnectros de Fluorescencia de HCBna
tiva y reoxidada excitada con luz de
280 y 295 nm. SolventezbufFer 0.1m
qlicina-ácido clorhídrico pH3.6

En la Fig. 42 se muestran los espectros de emisión de 

la HCBraoxidada y de la HCBreducida y carboximetílada.

El rendimiento cuántico observado Fue 0.038 y 0.066,--—

respectivamente.



intensidad

360 340 ' 320 zeo

A muy

FiQ.áZ Esnactros de Fluorescencia de la HCR
reoxidada y de la HCB-RC!disueltos
en buffer 0.1m glicina-ácido clorhí
drico, DH3.6.

Además se reoistra un corrimiento de 3nm del máximo en 
el esnectro de la HCB-RCmy la aparición de un "hombro"

en 305 nm. De estos datos se deduce Que 1a reducción y 

carboximetilación desorganiza 1a conformación nativa --

substancialmente más que la reoxidación. Una apreciación

de la magnitud de los cambios registrados puede tenerse

comparándolos con los observados en la HCBdisuelta en

5m clorhidrato de guanidina, a DH2.4. En estas condicio

nes (Fio.a3) el máximo de triptoFano se halla en 350nm,

corresoondiente al cromoforo en un medio polar y se nota

un pequeño máximo en 308 nm que señala 1a contribución 

de las tirosinas. Es esta una situación extrema en la 

li;



nue la proteína muy Drobahlemente adnota la Forma de un

nvillo estadístico.

Intensidad

"‘x
37o 360 330 310

¡(n rn)

Fig.43: Espectro de Fluorescencia de la HCB
disuelta en 5mclorhidrato de guani
dina, pH2.á.

DETERMINACID’N‘ESuu1mICAs.va hemos señalado(oag.148) que 

Dor análisis de aminoácidos se

observa una identidad total en

tre las HCB"tratada" y reoxidada,asi c0mo se comorueba

que la reoxidachón es completa.

Los aminoácidos N-terminalas en la hormona reoxidada son

los habituales Ala y Phe.

Los resultados de 1a aolicación de la técnica del Fin

gerprinting a las hormonasnativa, reoxidada y reoxidada

con eliminación rápida de 1a urea (Fig. áú\ indican --l 9



una casi identidad entre las dos Drímeras, en cambio la

tercera da orioen a a néntidos nuevos oue solo pueden a

tribuirse a un ataque diferencial de 1a trinsina debido

a una conformación diferente óala existencia de nuentes

9-9 incorrectos.

- á 0A — á f B

Ü ¿D

* e
‘ïp ‘17 q é: (¿y 57€? 9 ¿a

o a ini"ao o o we aL e“
S c

_ e O

0
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Z, c>ca 8 É:
¿ffo

Ü Q7
C: 0Q; C)

Q ,cr

Fig.44:F1ngerprintinqs obtenidos con HCBna
tiva (A),reoxidada (B) y reoxidada con
eliminación rápida de la urea C .
flnpéptidos que reaccionaron con el re;
tivo de argininas (Sakaquchí)
,apéotidos que se obtuvieron solo en el
caso C.
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CONCLUSIONES

1) La modificación de la conformación nativa por efecto

de la liofilización es revertida por incubación a DH3.6

durante 12 horas a 0°C.

2) No hay correlación entre la modificación conformacio

nal, evidenciada por diálisis analítica, y la alteración
de 1a función biológica cuando se somete la hormona a -

diferentes tratamientos alcalinos. Estos cambios no son

reversibles. Sin embarqola situación es diferente cuan

do el tratamiento con alcali se realiza en presencia de

una solución em de urea. En este caso el cambio es total

mente reversible.

3) Concentraciones crecientes de urea en solución de pH

3.6 ó 8.5 desorganizan progresivamente la molécula.Este

efecto es revertido por diálisis.

A) Una solución 6m de clorhidrato de guanidína tiene un

efecto mayor como desnaturalizante que una solución BMde

urea. Se observa que es posible revertir por diálisis el

efecto de 1a solución 6m de clorhidrato de quanidina solo

en el caso de que el tratamiento se realice en un medio 

de pH? a 7.5. Cuando se trata la hormona a pH 3.6 ó 8.5
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con este desnaturalizante no se recupera la conformación

nativa luego de una diálisis total.

5)El calentamiento de la hormona en solución de pH3.6 du

rante l hora entre 20 y ¿0° no afecta la Conformación na

tiva. Por encima de 40°C se producen cambios irreversi-

bles.

6) La acetilación no modifica apreciablemente el diámetna

de la molécula de la hormona bovina, medida por diálisis

analítica; sin embargo la incidencia de este cambio en 

su Función biológica puede ser muy importante.

7) La guanidinación de la HCB,en condiciones controla

das, transforma 8 lisinas en homoargininas, no modifica

la actividad biológica original y tampocoafecta sensible

mente SUSparámetros Fisicoquímicos.

B) La maleinización de aproximadamente la totalidad de 

las lisinas presentes en la HCBreduce la actividad bio

lógica a un 35%de la original y modifica la conformación

nativa de la proteína.

9) La polialanilación de la hormona bovina modifica aprogi

madamentell lisinas y también en este caso se destruye 

el 70%de la actividad biológica.



10) La hormona bovina totalmente reducida es soluble so

lo en presencia de un desnaturalizante y se mantiene es

table oor el agregado de mercaptoetanol. Las medidas de

la viscosidad de estas soluciones ponen de manifiesto 

una alta desorganización, muy superior a la que se obser
va con 1a hormona nativa sometida al mismo desnaturali

zante.

ll) La SulFitolisis de la HCBorigina una moléCUla total
mente activa y con mínima alteración conformacional.En

las condiciones empleadas en la sulfitolisis (Na2803en
exceso 1700 molar sobre la proteína) se comprueba un a-

taque preferencial eobre el puente disulFuro del extremo

C-terminal de la molécula. Sin embargo,experimentos rea

lizados con Na235803,utilizado en concentraciones tra-
zadoras, indican que la hormonanativa disuelta en solu

ción o.1m TRIS tiene un puente disulfuro,el cercano a1-

extremo N-terminal, más expuesto al ataque del reactivo.

12) La reducción total y bloqueo de los 2 puentes disul

Furo de la HCBse logra solo cuando está presente en el

medio una concentración am de urea, obteniéndose un mate

rial inactivo biológicamente e insoluble en ausencia del
desneturalizante. En el caso de la HCHla situación es 

17a



di‘ernnte y se comprueba que la hormona totalmente redu-

cida y bloqueada con iodoacetamida aunque no con ácido -

iodoacático,es soluble y retiene 1a totalidad de su acti
vidad original.

También se consigue la reducción total de la HCHcon di-

tiotreitol en ausencia de un desnaturalizante.

13) Por reducción total de la HCBmaleinizada ee obtiene

un material soluble a pH alcalino , cuyo estudio y compa

ración con hormona maleinizada y con hormona maleinizada

y reducida en un solo puente Indica claramente la progres;

va apertura que sufre la molécula al reducirse los dos -

puentes disulfuros.

14) La recuperación en prooorción estadísticamente signi-

Ficativa de la conformación nativa de la HCBa partir de

un estado de gran desorganización, tal como el que causa

una Solución 8m de urea sobre la hormona reducida, nos --

permite postular la existencia de Fuerzas no covalentes,

vinculadas a una determinada estructura primaria, capaces

de orientar la Formación correcta de las estructuras 2° y

3°. I

La similitud estructural entre las hormonasnativa y reoxi

dada se verifica por estudios Fisicoquímicos y químicos.

17"



176

Se observan pequeñas discrepancias en los espectros ul

travioleta diferenciales, pero de un orden de magnitud

similar a las que aparece cuando se somete a 1a hormona

bovina nativa a tratamientos similares.

Las d Ferencias que se observan en las medidas de inter

cambo de hidrógenos se atribuyen a pequeñas alteracio

ne n 1a molécula.
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