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Resumen 

Se establecieron los contenidos totales de IGF-I en algunos tejidos de rata adulta nor- 
mal (hígado, riñón, corazón, pulmón, timo, bazo y músculo esquelético) por medio de 
radioinmunoanálisis (RIA) específico. La efectividad de la extracción ácido-etanólica 
(AE), corrientemente empleada para eliminar la interferencia de las proteínas de unión 
del IGF-I (IGFBPs) en el análisis del factor en suero, se evaluó para las muestras de 
tejidos y se comparó con la extracción AE seguida de crioprecipitación (AEC). Los re- 
sultados mostraron que la extracción AE no permite remover completamente las 
IGFBPs y que con el paso adicional de crioprecipitación se libera aproximadamente 
20% más de IGF-I de los tejidos. Finalmente, por medio de RIA se estableció la distri- 
bución tisular de este factor de crecimiento en rata. El método aquí descrito puede 
aplicarse en estudios de regulación metabólica o nutricional del IGF-l. 

Quantification of total insulin-like growth factor (IGF-1) in rat tissues 

Total IGF-I in some tissues (liver, kidney, heart, lung, thymus, spleen and skeletal 
muscle) from normal adult rats was measured by specific radioimmunoassay (RIA). 
Acid-ethanol extraction (AE), currently utilised to separate IGF-I binding proteins 
(IGFBPs) in serum prior to RIA, was assessed in tissue analysis and was compared 
with AE followed by crioprecipitation. It was found that AE extraction does not 
completely remove IGFBPs, whereas the additional crioprecipitation step releases 
approximately 20% more IGF-I from the tissues. Rat IGF-I tissue distribution was finally 
established by RIA. The method here described is useful for the study of the metabolic 
or nutritional IGF-I regulation. 

El IGF-I es un péptido de 70 aminoácidos con 
similitud estructural con la insulina (1). Circula 
enlazado a proteínas de alta afinidad (IGFBPs), 
de las cuales 6 han sido clonadas y secuen- 
ciadas en rata (2). Junto con sus receptores de 
tipo I y II y proteasas especificas para IGFBPs 
constituyen el eje de IGF-l. Este eje está direc- 
tamente involucrado con las acciones 
promotoras del crecimiento de la hormona de 
crecimiento (GH) (3). 

El IGF-I es el principal mediador del crecimiento 
del tejido esquelético, principalmente, aunque 
posee además una gran variedad de funciones a 

nivel celular, entre las que se cuentan la 
progresión del ciclo celular, la proliferación y la 
diferenciación celular. Todas estas funciones im- 
plican el estímulo de la síntesis de ADN, ARN, 
proteínas y colágeno, entre otros (4-6). El higa- 
do es considerado la mayor fuente de IGF-I en 
el organismo, aunque el mensajero para este 
péptido ha sido detectado en gran cantidad de 
tejidos como el pulmón, el riñón, el corazón y 
otros (7, 8). Esta producción local de IGF-I es 
muy importante fisiológicamente ya que se 
puede dar la forma de acción autolparacrina en 
contraste a la forma de acción endocrina común 
a todas las hormonas (5). 
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La regulación de su producción es dependiente 
de la GH y del estado nutricional (4, 9) y sus ni- 
veles son un indicador de la funcionalidad del 
eje IGF-IIGH. 

El método preferido para la cuantificación del 
IGF-I sigue siendo el radioinmunoanálisis (RIA), 
aunque una de las mayores dificultades es la 
interferencia de las proteínas de unión de IGF. 

Diversos sistemas se han empleado para la eli- 
minación de dichas proteínas fundamentalmente 
en suero o plasma, basadas en la disociación 
de los complejos por tratamiento a pH ácido y 
separación de las mismas por precipitación o 
cromatografía de filtración en gel (10-12). En 
este trabajo se describen las condiciones para 
la cuantificackón del IGF-I total en tejidos por 
medio del RIA', previa eliminación de las 
proteínas de unión (IGFBP). El radioinmu- 
noanálisis, validado estadísticamente en un 
trabajo previo, se empleó en la cuantificación del 
IGF-I total en tejidos y sueros de rata normal en 
crecimiento. 

Materiales y métodos 

Animales 

Se utilizaron ratas Winstar macho (n=5) de 
ocho semanas de edad del bioterio del Departa- 
mento de Farmacia de la Universidad Nacional. 
Los animales se mantuvieron en condiciones de 
temperatura y humedad controladas y con libre 
acceso a una dieta estándar y agua. 

Estándares hormonales 

IGF-1, DES (1-3)IGF-I receptorgrade de Labora- 
torios GROPEP (Peptides for Growth Ltd., 
Australia). 

Anticuerpos 

Anti-IGF-l y anti-lgG (policlonales) obtenidos en 
el Laboratorio de Hormonas del Departamento 
de Química de la Universidad Nacional de Co- 
lombia, por inoculación en conejos y cabros, 
respectivamente. La reactividad cruzada para el 
anti-IGF-l fue 05% para IGF-II y 0,025% para 
insulina y con una constante de afinidad de 
0,106 X l O l o  llmol. 

Radioisótopo 

NaiZ51 (17 mCilpg), Amersham, Inglaterra. 

Obtención de tejidos y suero de rata 

Los animales se sacrificaron por asfixia con 
CO,. La sangre se tomó de la vena cava 
descendente y se obtuvo el suero, el cual se 
almacenó a -70%. Los órganos se extrajeron e, 
inmediatamente, se guardaron a -30% en 
frascos plásticos, hasta la extracción de IGF-l. 

Extracción de IGF-1 tisular 

El tejido se pesó, cortó y transfirió a tubos 
siliconizados. Se adicionaron 5 mUg tejido hú- 
medo de una solución de ácido acético (0,lM) 
conteniendo inhibidor de serín proteasas 
(aprotinina) (13). El tejido se sonicó hasta la 
disrupción total del mismo. lncubaciones en hie- 
lo y centrifugaciones sucesivas (3.000 rpm, 30 
min, 4%), permitieron obtener los sobre- 
nadantes libres de residuos de tejido, los cuales 
se congelaron (-70%) y, posteriormente, se 
liofilizaron. 

Cuantificación 

Se Ilevó a cabo por radioinmunoanálisis (RIA) 
específico, siguiendo la técnica estandarizada 
previamente en el laboratorio (14). La yodinación 
se Ilevó a cabo por el método modificado de la 
cloramina-T, obteniendo porcentajes de incorpo- 
ración de 60-65% con actividades específicas 
de 72-94 pC'/pg IGF-l. 

Para la eliminación de las proteínas de unión, 
se emplearon las técnicas denominadas AE 
(ácido-etanol) y AEC (ácido-etanol-crioprecipita- 
ción). Para ello, el suero y el extracto de tejido 
reconstituido en buffer de análisis fueron trata- 
dos con una solución ácido-etanol en relación 
87,s (HCI 2N):12,5 (etanol absoluto) y las proteí- 
nas fueron removidas por centrifugación a 3.000 
rpm, 30 minutos, 4%. El sobrenadante se 
neutralizó con Tris-base (0,86 M). El paso adi- 
cional de crioprecipitación se Ilevó a cabo por 
almacenamiento de las muestras neutralizadas 
a -20" por una hora. Luego de este tiempo, por 
centrifugación a 3.000 rpm, 30 minutos a 4 gC 
se separaron las proteínas precipitadas. El 
sobrenadante finalmente obtenido, se analizó 
mediante RIA (dilución 1:28, suero, y l:14, ex- 
tractos de tejidos). La concentración de hormo- 
na se obtuvo mediante el programa RIA-Star 
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(15). Para los extractos de tejidos, la concentra- 
ción final es dada en ngimg de proteína total. El 
porcentaje de recuperación de IGF-I exógeno en 
los tejidos fue de 70% y para los sueros de 
91 %. 

Determinación de proteína total 

Se realizó por el método de MicroKjeldahl en to- 
dos los tejidos analizados. 

Resultados y discusión 

Contenido sérico de IGF-1 

El principal problema en el análisis del IGF-I en 
suero y fluidos biológicos es su asociación con 
las proteínas de unión (IGFBP). Un caso fre- 
cuente de interferencia ocurre cuando los 
anticuerpos están dirigidos contra epítopes par- 
cialmente bloqueados por ias IGFBP, 
ocasionando subvaloraciones del péptido. Las 
IGFBP también compiten con los anticuerpos 
por su unión al trazador (radioligando), 
ocasionando en este caso sobreestimaciones. 
Por tanto, para una determinación confiable se 
requiere disociar y separar el péptido de sus 
proteínas de unión antes del análisis. Se han 
desarrollado varios sistemas con este propósito, 
el más frecuente es la  extracción ácido- 
etanólica (AE) que aunque corrientemente se 
emplea para muestras de suero humano, se ha 
observado que no elimina todas las IGFBP, en 
particular IGFBP-1 (1 1). La adición de una 
cromatografía de filtración en gel a pH ácido 
produce una mejor separación (12), pero resulta 
inconveniente cuando se analizan varias 
muestras además de que el tamaño de la 
misma es relativamente grande. En el caso de 
tejidos, la capacidad de remoción de las IGFBP 
por extracción ácido-etanol, no ha sido 
verificada. 

En este trabajo se comparó el tratamiento AE y 
la inclusión de un paso de crioprecipitación 
(AEC), en las determinaciones de IGF-I total en 
muestras de suero y algunos tejidos de rata. Se 
empleó como trazador en el RIA, la forma trun- 
cada Desíl-3) IGF-l. la cual oosee una afinidad 

así como con las extracciones AE y AEC, en 
suero humano y de rata. 

Cuadro 1. Concentración sérica de IGF-I en suero de 
rata normal y suero humano adulto normal. El contenido 
de IGF-I se determinó por RIA específico en muestras 
nativas (ST) y con los tratamientos de eliminación de 
IGFBP (AE y AEC). Los valores mostrados son el 
promedio + SEM de 10 determinaciones y están dadas en 
ng/mL. 

Tratam Suero rata Suero humano 

ST 110,7+13,2 94,3 + 13,2 

AE 410,6 + 30,2 332,6 2 12,l 

AEC 51 1,2 + 34,6 398,9 i 11,4 

Como se observa, la extracción AEC permite 
cuantificar aproximadamente 20 % más de IGF-I 
en comparación con la sola extracción AE, 
indicando que este último tratamiento tiene una 
capacidad limitada de separación de las IGFBP 
en los dos tipos de suero. La crioprecipitación 
separa una fracción adicional de dichas 
proteinas, mejorando el análisis y permitiendo 
estimaciones del péptido más cercanas a su 
contenido real. Por otra parte, las concentracio- 
nes encontradas para las muestras sin 
tratamiento -en promedio, 24% del IGF-I totai- 
representan la fracción libre del péptido disponi- 
ble para ser reconocido por las células blanco. 
Esta determinación tiene significado fisiológico, 
puesto que la regulación del equilibrio entre las 
formas libre y enlazada es esencial para el man- 
tenimiento de la homeostasis celular. Esta 
regulación es muy compleja y sus mecanismos 
no han sido aún dilucidados. Existen diversas 
proteasas en suero que actúan a nivel de los 
complejos ternarios y binarios entre el IGF-I y 
sus IGFBP, que aeneran oé~t ido libre va sea por . - 
acción sobre las proteínas'de unión 116, l j )  o 
sobre el IGF-l. Otro mecanismo es a través de 
la formación de la variante Des(1-3) IGF-I por 
conversión enzimática del IGF-I intacto, el cual 
ha sido detectado en suero y tejidos de rata 
(18), como también en suero humano (19). . . 

menor por las proteínas de unión, lo cual reduce Contenido tisular de IGF-I 
aún más la interferencia de estas proteinas. 

La cuantificación del IGF-I total en algunos teji- 
En cuadro 1 Se muestran 10s resultados del dos de rata adulta joven se muestra en la figura 
análisis de IGF-I en muestras sin tratamiento, 1, 



do por el hígado, mientras que los valores más 
bajos se encontraron en los órganos linfoides, 
timo y bazo. Aunque en higado la concentración 
del mRNA de IGF-I es mucho más elevada aue 

8 1 5  en los otros órganos, el péptido allí sintetizado 
S i 

" S  
no se almacena sino que pasa mayormente a la 
circulación. Llama la atención los altos niveles 
encontrados en riñón que no están de acuerdo 

I con los contenidos de mRNA descritos Dara 
Figura 1. Concentración tisular de IGF-I en ratas este óraano v aue son entre 10 v 50 veces más , . 
normales. La técnica de RIA se utilizó para cuantificar IGF- que los hepáticos. Resultados 
I en extractos de tejidos sin eliminación total de IGFBP (ST) 
y con la remoción de estas proteínas por los métodos AE han por Otros 21, 
y AEC. LOS valores mostrados corresponden al promedio 22) sugiriendo un transporte transcapilar del 
de las determinaciones hechas en 5 animales (mínimo por 1 ~ F - l  mediado por las prot&nas de 
triplicado) y son expresadas como ng IGF-llmg de proteína 
total * SEM. Tejidos: 1) Hígado, 2) Riñón, 3) Corazón, 4) 

unión. Además, el riñón es probablemente el si- 

Pulmón, 5) Timo, 6) Bazo, y 7) Músculo esquelético. ti0 principal de degradación del IGF-I (23). 

Se observa que, en todos los tejidos analizados 
exceptuando el músculo esquelético, se detec- 
tan niveles variables de IGF-I libre (10-30%) y 
concentraciones totales que son especificas de 
tejido. Al igual que en el caso de los análisis en 
suero, los tratamientos AE y AEC liberaron con- 
tenidos mayores del péptido, indicando que pro- 
bablemente el IGF-I en dichos tejidos se en- 
cuentra mayormente enlazado a las proteínas 
de unión. Mediante ensayos de Western ligand 
blof y cromatografía de filtración en gel, se ha 
evidenciado que estos complejos son de bajo 
peso molecular y contienen principalmente 
IGFBP-1 e IGFBP-2 (publicación en prepara- 
ción), lo cual está de acuerdo con el hecho de 

En órganos linfoides se encontraron las concen- 
traciones más bajas del péptido; sin embargo, 
es posible que el mismo esté cumpliendo fun- 
ciones a nivel de diferenciación y proliferación 
de linfocitos. Algunos estudios indican que 
linfocitos humanos periféricos pueden sintetizar 
IGF, así como sus receptores y cuatro diferen- 
tes IGFBP (24), lo que está de acuerdo con los 
resultados encontrados. Finalmente, está esta- 
blecido que el músculo esquelético es un órga- 
no blanco de la hormona de crecimiento la cual 
regula la síntesis local de IGF-I y donde, 
además, ocurre captación del péptido desde la 
circulación (22) lo cual está de acuerdo con los 
resultados aquí obtenidos que muestran un alto 
porcentaje de IGF-I en forma enlazada. 

que la subunidad ácido-lábil necesaria para la En conclusión, el método aquí descrito permite 
formación de los complejos ternarios, solo se ha extraer y cuantificar el IGF-I en tejidos y suero 
encontrado en suero (20). de rata Dor medio de RIA. El Daso adicional de 
En cuanto a la medición de los contenidos del crioprec'ipitación mejora la confiabilidad de las 
IGF-I total en los tejidos de rata seleccionados, determinaciones, acercándose al contenido real 
se encontraron niveles variables dependiendo del péptido. Mediante este método es posible 
del tejido analizado. La síntesis de IGF-I se ha iniciar estudios de regulación hormonal o 
demostrado en una variedad de órganos y célu- nutricional del eje GHIIGF-I tomando como mo- 
las y aunque sus funciones se desconocen en delo experimental la rata. 
su mayor parte, se acepta que puede estar ac- 
tuando como hormona autocrinalparacrina, ade- 
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