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INTRODUCCION,

Dentro del sistema nervioso central (SNC),*al

transmiten su informacidén por medio - de siﬁ%psis?'{E;las

ae les ha 1lamado neurotrasmlsores (HTy (1.

En los afos &0  se reconocen como posibles NT algunas aminas
wumo dopamina, noradrenalina, serotonina, o derivados de algunos
aminodcidus el acido & aminobutrfrico (GABA), el acido aspdrtico, el
avido Glutdmice y la Glicina (2). Pbsterlormenle, en las décadas de
los 706 -8% se han encontrado muchas otras sustancias de orfgen
peptidico que podrian ser neurotrasmisores (3). Dentro de ellas se
dancuentran  los neuropdptidos.que controlan el sistema endderino: La
Hormona !iberadora de la Tlrotropina (TRH;, La Hormona liberadora de
la Hormona Luteinizante y La Hormona Foliculo estimulante (LHRH), La
Hormona inhibidora de de la lfberacién de la hormona de crecimisnto
\Somatostatina & Srif), La Hormona liberadora de la Corticotropina
(CRFs, La Hormona liberadora de la hormona de c<racimiento (GHRH),
etc., 4, 95, &, 7, 8). Tambidn se han reportado otros péptidos que
no.ttenen efecto directo sobre la hipéfisis: como ws el cado de

Sustancia P, y Encefalinas (%s.

4 las células que sintetlzan astas sustancias se les.llama
iwuronas peptidérgicas. Estas neuronas son un modelo importante a
dstudiar ya que aparentemente dichas células han tenido que sufrir
redrreglos estructurales importantes a travds de la evolucién para

poder llegar a secratar sustanclas peptfdicas (10J.



Las  neuronas pép(idé}gldhsi7de'}§nimale§f

similitud von algunds célula ‘pgﬁtiﬁérs¥éés;;dé

oo s gl‘:?.l“r, e o8 acociles 'y ‘de la agliég'

ner viosdy de é;tds Qf§§ﬁi;m6§'a>similiiud‘éoﬁ:laéj'oiréé; 4t£en§n  ia
capavidad de 9rodﬁclf péptidﬁg de relevancia ftsibigéicé.‘nebfdoré la
seme ianza que existen eatre los neuropépﬁi&és'gféséntesaen organismos
filogunéticamente tan separados, se puade especﬁlar que  en la
evolucion dstas cédlulas sufrieron cohbios a nlvel ganémnico, que
provocaron  separacidn o rearveglos de familias de genes con una
funcida dgfinida, oor 1o tanto se puede esperar qua muchos de dstos
peptidos neuronales provengan de un qene ancestral.

pp La neurona peptidérgica tleme la capacidad de producir sus
neuropéptidos a travds de la bios£ntesls de sustancias peptidicas de
atto peso molecular, ége agrupan propigdades quimicas diferentes, y
quz  posesn la informacidn para el procesamiento del precursor
paptldico para dar lugar péptido activo, Ademis, tienen la capacidad
de revpoader a sefales inducidas par aestimulos internos y externcs al

vrganismo.

Las  neuronas peptidérglcas pueden interacclonar con otras

neuronas de 21 SHC por medio da mecanlsmos sindpticos. La unién del

neuropéptido a  su receptor puade lavolucrar la apertura ¢ el clerre

de canaleas idnicos, 6 cambios en @1 vyoltage ds membrana, ¢ la
modificacion de actividades enzim&ticas membranales como la. da
adenilato ciclasa, ¢ cambios matabdlicos dentro de la neurona

postsindptica (113, Ver figura 1. Algunos de estos mecanismos se

utilizan también para recular la funcién  endderina  de  la

adunchipofisis, pero an  este caso las neuronas pepliddrgicas



hipotaldmicas hipofislotrépicas (que son las que controlan
liberacion de tas hormonas de la adenohipéfisis), llberan
neur dwrmonas de 13 eminencia media del hipotdlamo a la sangre
aistema portal thipotalamico  thipofistiarie, por el cual

ueur ohurawnas 1legan a las células blanco de la hipéfisis (12).

la
sus
del

tas



Acumulacidn R o
)
I3 Adenl|
&
Enzlmas 5 . flcly, AMPc
g ATP
~

‘Precursor —————— Transmisor

@

Almacenamiento

Liberaeidn
@

‘3 - ‘@ﬂii ,.

# Horonasa

NM 8) Moc'orlgmt?z
ostsindpticos
A) Meccnismos P p

“progindpticos co+

C) Mecanismos
no sindpticos



FIGURA 1.

HECAHRISHOS DE ACCION DE NEUROTRASRISORES Y NEURNHODULADORSS.

Ar mezanismos prasindpticos. Los meduladoras podrian amodificar
los siguientes parimetros en la transmisién sindctica y nival de la
presinapsts: 1) sintesis del! transmisor, 2jalmacenamiento del
transmisor, y 3lmecanismos de neurosecrecidn. Ya sea 2z travds del
control del poiencial de membrana, camblos en la permeabiltdad de ta
membranz al calcto ¢ por modificacidn directa de los mecanismos d=
sacrecion.

By mecanismos postsindpticos. Los mecanismos de accidn de los
naurdtransnisores sohre 1z geostsinapsts se réastringen a la
madificaclidn de 1la <conductancla de la membrana a tones-espec{ficos
(transmisares tonstrépicas) o al  incrementede la actividad de 1a
adeniloictasa sue lleva 2 la elevaciédn de los niveles de protefnas
fasforiladas (transmisores metabotrépicas). En  contraste, los
n2urcmoduladores  attua-iar  schre le postsinapsis modificando 1z
accaesibilidad del rezentar a su transmisor por alleracidn dal admero
de racaptores o canbic de su locattzacidn o medifticacidn de 12
afinidad del recertor por el transmisor. Un neuromodulador tambidn
podria alterar 1los sistemas de decodificacidn de 1a informacién
transmitida quimicanenta.

C: mecanismos no sinipticos: Wn neuromodulador podr{a desempenar
un pap2l importante en 12 regulzcifcon del estade internn da una
newrana & travéds del <ontrol de ia concentraciér de calcio libre éen
1a t:rminal nervics:, <control de 1z concenirzcidn de mensajaros
secundarias comd  las  -uzledtides caiclicoc o var 12 contral de la
aztividad de la bomba de Ha+ y K¢, (ver ref. 11},



HETABOLISH? DE LA NEURONA PEPTIDERGICA.

Los conceptos acluales “sobre el:funcion
peptidérgica provienen de lo quéi,se;

paptidérgicas extensivamente é}iﬁdlada

vasopresinérgicas) o de células endbcrlhas que

e, insulina).

Los genes de los neuropéptidos son‘pklhe;aﬁéhie tkahs¢r1tos por
la polimerasa II dentro de 21 nucleo de la célula, ¥y aﬁtes de ‘sallr
al citopldsma el ARN precursor es procesado a un ARN madure.
Posteriormente en el citoplasma el ARNm es traducido en los ribosomas
del retfculo endopldsmico rugoso. El precursor del neﬁropéptido
quien en algunos casos tiene la informacidén para mis de un péptido,
es transportado de manera cotraduccional dentro ~del retfculo
endopldsmico rugoso. En este proceso, una extensidn de 20 a 30
amino&cidos que posee el precursor de el lado N-terminal es eliminado
(péptido senal que poseen las protefnas de membrana o que van a ser
excretadas), este corte ocurre en el extremo carboxilo terminal de un
residuo neutro como alanina, serina, cistefna y alicina, pero no se
ha caracterizado cual.es la enzima que vealiza este procesamienta
(13, Sin embargo se sabe que es una enzima microsomal (14) que
actda cuando el pre-péptido entra en las cisternas del retfculo
endoplésmico. La prohormona o precursor peptfdico del neuropéptido
éctivo, 2s entonces llevade al aparato de Golgi en donde es
prot:blemente modificado (glicostlacidn) y procesade (15). Es
probable que =21 procesamiente ocurra también en los  grdnulos.

sarcretorios durante el transporte axonal,




Los neuropepli&os deniro de-la préhérﬁoﬁarén‘ia méyo%(é'de ioé
casos se encuentran delimitados ng dﬁ par &e Qminoéﬁﬁéos b&sicbs'Lys
yt0 #Arg, y para realizar el procesamiento 'se  involucran . dos
actividades enzimdticas parecidas a la de Tripsina y Carboxipeptidasa
B tle.17s. La primera corta al precursor en el extremo amino terminal
del péplido y deda uno o dos aminodcidos bdsicos en el extvemo

carbuxiterminal, los cuales son eliminados por la segunda enzima.

fdemés de la ruptura de los enlaces covalentes, el precursor del
péptido sufre variacs modificaciones para que el péptido sea
biologicamente activo. Una de ellas se encuentra en el extremo
C-terminal.vdonde ccurre una amidacién (18). Algunos investigadorves
han demostrado gque un ;esiduo de glicina en el extremo
carboxiterminal del péptido eélel precursor sirve como donador de wun
grupo amino en 1a reaccidén de amidacién. En esta reaccién el
asvorbato sirve como cofactor , y tanto el cofactor como las enzimas
se han localizads dentro de los griénulos secretorios. 'In vitro® se
ha demostrado que las amidasas catallzan la oxldacién del residuo de
glicina dentro del péptido para producir el péptido amidado,
glioxalato y agua. En todos los casos de péptidos amidados, en los
precursores se encuentra un residuo de Glicina entre el péptido
activo y el par de aminodcidos bisicos 1localizados del lado

C~terminal del péptido.

Htra modificacidn consiste en la ciclizacidn de la glutamina
H~terminal en una forma piroglutamil (t9). Ho se han caractericado
la =enzima que cataliza estas reacciédn, y parece que podrfa ser una

resccién espontanea.



Ademis de la cleclizacién pueden ocurrir otras modificaclones
N-tvrminales como acetilacidén <X NSH y endorfinas) provocadas por
acelil transferasas . Dentro de ei péptido pueden exlstir

madificaciones como metilaciones, fosforilaciones, vy sul!ataclohes:‘
N : ‘

Tt

V201, Bn la figura 2 se puede cobservar en forma esquemdlica el
procesamiento que sufre un neuropéptido desde que se sintetiza en‘ e1'
nucleo, hasta que se almacena en la terminal nerviosa para ser:

liberado al espacio sindptico.

Es 1interesante y muy complelo el procesamlento‘ de los
precursores de los péptldos. Para que esto ocurra intervienen muchas
enzimas especificas en cascada y aun no es claro cuales son los
factores que regulan el procesamiento; lo complica ain mids el hecho
du que puede existir . procesamiento diferencial dependiendo de la
célula de que se 4ste hablando. Una vez que el péptido es
incorporado en vesiculas por aliaparalo de Golgi, es transportado al
4axon y almacenado en el botén ;inéptlco. Como wuna respuesta a un
asf1mulo éste  pdptido es llberade al espacio slndptico por

exocitdsis,

Fuera de la neurona los péptidos activos son inactivadoes por
degradacion o captura. Tanto en el espacio sindptico, en la membrana
neuronal, asi como en la sangre existan enzimas capaces de degradar.a
los  neuropéptidos y de esta ﬁanera terminar su accidén después de su

interaccién con la célula hlanco.
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regfones: anterio
mdamilar (20,2200

par avenlricular,

algunas de las sustanclas producidas por el hipotdlamo son

liberadds en la eminencia medla donde son colectadas por capilares
Ppdra  posteriormente - ser  liberadas 3l sistema portal y ser

transportadas a 123 adenohipéfisis.

En las figuras 3 y 4 se presenta un esquema de el hipotilamo
dentro de e) cerghro, v la relacidn anatémica hipotslamo hipdéfisis

tevpuclivamente .

El hipotdlamo constituye una regién pequefa dentro del cerabro,
fero  inlerviene en la regulacidn de muchas funciones del organismo
cumo son : el balance hidrélitico, en secreciones internas, en el
metabolismo de azucares y grasas, y an la regulacién de temperatura
vorpor gl Por medio de lasiones o estimulos a ciertas regiones del
Iiipotdlamo se hia comprobado qua éste interviene en la regulacién de
lac funciones antes mencionadas, ya que al produclr esias

alteraciones, el funcionamiento metabélico del organismo se altera.
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Eo lus dfus 5075 se postuls. que"eI ‘h(théX§hn,,

neurshormonal - sobre {a,fadEnbhipéti"
secratar sustanclas que-activan

las hormonas de 1a hiquiél{i

Las neuronas peplidérsjc$5~'que sinlel}zan y  secretan Vlgs
neurohormonas hipofisiotfoplcas integran informaciones tanto internas
womo  uxternas y modifican el funcionamiento del sistema enddcrinn de
acuerdo a las necesidades del organismo, Sin embargo, estas nauronas
ns s0lo se encusntran en el hipotdlamo, ademds se localizan en otras
ragiones del cerebro y -del organismo en general, en donde regulan

diferentes funciones.

Lds newonas hipofisiotrépicas son parte de una familia de
neurunas peplidérgicas que regulan numerosos procesas, secretando una

9rdn variedad de neuropéptidos (Sustancia P, Encefalinas, etc).
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FIGURA 4. _
ELEKENTOS FUNCIONALES UE La UNIDAD DE CONTROL HIPOTALAHO-HIPORISIS

Dos tipos de neurcnas estan involucradas en la regulacion de la
hipdfisls anteriér Los numeros 3 y 4 representan a  neuronas
peptidérgicas, que liberan hormonas a2n los capilares del sistema
porial hipofistarino., Estas neuronas secrelorias combinan su funcidn
de telido =xeiteble, con su funcidn secretoria . Debido a 2sto se
les llama transductores neuroenddcrinos =5 decir, convierten 1la
informacién neural en tnformacién hormonal. El namero 5 reprasenta
una neurona andloga a  funciér neuronal clisica supradptica
hipofislaria, estas son las respnnsables de secretar vasopresina.

En los nuimeros | y 2 se presentan neuronas que se encueniran en
todo el cerebro y que liberan monoaminas. Esta pueden {interactuar
conr las neuronas peptidérglcas ya sea en el cusrpl neuronal o en la
terminal nervinsa. (Refchlin s., Basdessarin{ R. J., Hartin J. B..
The Hypothalamus, vol. &, Ed. Raver Press, 1578, Neu York. pp. &)



LHRE . Estructrura BiGé(dLgs(s

El"deétﬁbrimiento

d= la neur¢éﬁa
un dgcapép{ld
Guillemin y Schall

extremos carboxi y

uGlUfoséTrp Se

La vdisﬁflbd;loh~-derla§ neuronas que sintetizan LHRH dentro del

SHE  se hgﬁ 'locélizgdo mediante el uso  de técaicas
inmunohlstodulm&cos, con anticuefpos difigldo; contra los extremos y
parte central del LHRH. Sa ha detectado LHRH en varias regiones del
hipatilama: nucleo ventromedial, nucleo paraventricular, ¥y eminencia

media dondw se wncuentra mds concentrado. Fuera del hipotdlamo se ha

detuctady en corteda, area preoptics, paraolfatorio, amigdala, ¥ '

septum, banda medio basal de Broca (247, Huchos de los axonss de las
neuronas  LHRHérgicas desembocan en la eminencia hedla. La mayor

parte de los cuerpos celulares de déstas neuronas se encuentran en el

area preoptlica.

La hormona liberadora de la hormona lufefnf{zante y folfculo
vstimulante es sintetizada en el soma neuronal, via mecanismos
ribosumales Primeramentes se sintetiza un precursor de alto peso

molecular que posteriormente se procesa al péptido.
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Los pfiﬁér#sff?%?ﬁdios sobre Ael precursor de LHRH fueron
r23lizados éérﬂ;R-fI‘i Nl[l#r_ con antiﬁuerpoﬁ dirigldos a la parte
cantral de hLﬁﬁﬁ‘:(zsi; Por  medio de radiolnmunoensayo detectd
frac:iones jnﬁQnoreac(tvas en extractos'de hipotdlamo de carnero, las
iracciunes 'fueroﬁ separadas porvuna columna de filtracidén molecular.
Emplgandu usta matodologta caracterizd dos}picos inmunoreact ivos, uno
curreipondia 4 LHRH y otro mayor de S OGO daltons (d). al tratar la
ultima fraccidon con tripsina y carboxipeptidasa B observaba qua la
ncmunureéulividad aumentaba. Goutvon empleando la misma estrategfa
enuentra doz»picos de alto peso molecular que corresponden a 18 000
y 28 GO0 4 (269,

Estudios postarioreé_de 6. Fink (27) empleando graducclén in
vitto wun sistemas liﬁ}es de células e inmunoprecipitacién, detecta
una protelna aparentemente P}ecursora de’ 26 000 d. Por otro lado en
el laburatoriv emplendo la misma estrategfa encontramos up precursor
de S0 VUU d, posteriormente se vidé que era un artefacto;. producido
por inmunoprecipitacidn inaspec{fica y que probablemente era también

el caso del precursor de Fink.

Fecientemente Seeburg con técnicas de biologfa molecular aisld
el cDNHa que codifica para wun precursor protaefnico de 10 000 d en
pldcenla humana +28). Ulilizando el mismo rastreador en un bance de

JOHR de hipotdlame de rata encontré un precursor igual (293, La

estructura del cDHa encontrado por Seeburg prasenta el siguiente-

14

arreglo.
Ser  LHRH Péptido L

§ == RTG i Lis-frg Lis-Arg~~-ThfA~~~-- —====3’polyfA+
Ser triptico

Seaburg pdstula que e] péptido triptico que se encuentra con el

mensdiero para LHRH podrfa ser el factor inhihidor de 1la liberacién

de Frolactina.



pusilive.’ @ su vee LHRH Jgnté ¢on

la libexd;(én‘deiLH'y F$H‘éﬁ§‘§oﬂflas,h ‘mqh§§'ﬁbﬁadé(réﬁltﬁs.fﬁbn la:

futeraccion de - éé{éé f':bokhéﬁaé‘ se forma el = ele
hipotélému;hfpdfiéfsrguhéd;i; i;.hdémég de estas hormonas otros
sieur obrasmisores iht;rvienénr en 14 liheracién de dicho pdptido
(Horadrenaling, ‘Dopaminas (31).  Las neuronas que sintetizan estos
neurotransmisores pargcen astar afectadas por los niveles de
esteroides en la circulacidn (327,  Otros estimulos externos que
también afectan el metabolismo de LHRH son: luz, olores, estimulacién
del cervis., Se ha raportadeo la existencia de peptidasas en la
hipdiisis, que degraden al péptido después de ser liberado. La
regulacion de la accion de LHRH en la hipdfisis esta regulada por los
ustrogenos, ya gue a concentraciones elevadas, se desensibilizan los

receptores de alta afinidad para LHRH {33).

fos efactos mds estudiados para LHRH en los organismos consisten
=0 wU  accion regulatoria en el ciclo estral. Este pépltido controta
Ia liberacion de F5H y LH en la hipéfisis y su liberacida , las
waales son tndispensables para que se lleve a cabo la ovulacidn.
Tambien se le postula como potenciador de 1a conducta sexual en las
hemir av, yd que en la lorddsis de las ratas los niveles de LHRH ei el
nuclzoy  ventromedial se encueﬁtran alevados. hdem§s se observa que
las niveles de LHRH aumentan con el coito en los animales de

ovulacion rafleija.

ds hormonas ‘esteroides controlan ™./
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Un puh(p,*mﬁy"1impbvténle cbnélsle'épbq'

altas concentraciones antes del nacimiento, par.

sumentar. nuevamente en la pubertad (34,
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RH: {365

En ios'hamifgros $¢ encuentran las mas altas concentraciones de
TKH en la eminancia médfa del hipotdlamo. Se han detectado por medio
de inmmunohistoquimica terminales que contienen TRH en varios»nucleos
dal hipotdlamo como: paraventricular, dorsomedial, supraquiasmitico,
region perifornical e hipoté&lamo basolateral. Ademds del hipotdlamo,
el TkH se encuentra amplicamente distribuido en el cerebro, se le ha
detectado ‘en 16bulo olfatorio, nucleo acumbens, tallo cersbral,
meédula espinal, la glindula pineal, étc {38). Se han detectado

cuerpos celulares a TRH en nucleo periventricular del hlpqlélamo y

medula oblongata.

El entendimiento de la hiostngesii .de . TRH ‘produJo una gran
pol-emica debido a que se postulaban dos tipos de biostntesis: Qia
enzimdtica y vta ribosomal. .Por comparacién con étros factores-
liberadores del - hipot&lamo  se c}eyb que se sinte(lzaba en los
ribosomay & partir de un p;éﬁursor de alto paeso molecular.  Por otro,
lado debidu 4 su tamano tan pequefio resultaba mias ficll pensar que se ‘
sodr 14 wintetizar enziméilcamen(e. Finalmente se demostré que la

bivstntesiv se realizaba 3 través de la via ribosomal (39..



precursor de TRH;
Agnupus - leavis

wnaenbedn tres

B Leaiido 1o éé'Uhéiclsléinaj en

lus exlrembs,pafa ly{etohxégfiéﬁefﬁosj
que 90$ler{§rm : <or d
TRH «en la?raié
que eukeHE.p

para TRH 142).

Dentro e

Procesy fre@rpélimentédqr ‘ etrfiégjfﬁormoﬁas ti#dldéas ’y' ééf;!é
tirotroping \TSﬂ;f@#ﬁg Eo&iroiar l1a liberacién de TRH dél hirotélamo.
Hdumds se sabe’ qde'”eXisteﬁ  aferencias onerviosas que regulan el
iuncionamivato’ de la  neuroha a TRH y que los neurotransmisores que

intervienen en l4- regulacién de la liberacién son entre otros

dupamina, histamina y serotonina (43,.

El wfecto de [RH. sobre la hipéfisis consiste en liberar TSH

thormona liberadora de las hormonas tiroideasy 'y Prolactina (44L
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incrementa 1 ‘daqlmqloég'eépdhtaneé (497, y reduc

suehy ¢ hipote mia inducida por pentobarbital’ (SO '

De otro lado. el . TRH se encuentra _ioéallzadb en.lermlnaleS’

ner vivses de donde se puede liberar por estimulos depolarizantes de
manera dependiente  de Ca+¥  y'éoeklsted receptores y mecan{smos de

inactivacion especificos,

Iebido < 1§§‘¢dia§,ér(;‘ E#‘_gue presenta el TRH se la ha

pos lulado< - co ransmisor ademds  de su .accién

hipoiislutrdéitg.
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En oS

sinta2tizadora
que  terminal

encuentran‘lﬁcaliiad

arcuata “dorsal
medie .y hacen:c
nuclee

neurahipéfisi

y atras regi

di:] ‘pancreas)

corteza, de estns estudias s

exist{a una ~Srif 28 (que tlene 13 secuencia de la Srif 19 extendids
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Empleando sistemas de traduccisn "{n vitro® se demostrd  que el

precursor de  la  Srif tiene un peso molecular de 15 000 - 16 OOOVdA‘Fi
(56). El precursor peptidico contiene dentro de su sacuencia’ 13' i'
tnformacién para Srif 28 y'14. En el laboratorio se‘delerm}héfgafgi,g

el Hipot4lamo de la rata un precursor peptidico de 15 000 d y su '@RNm

que asta compuesto por S50 pb (S57).

Empleando un cDNA de pancreas de pescado se  aislé '}i 53C9g9516: :

una clona de cDNA que codifica para Srif 14 humana iféé}ég?f%ééd;'fla*ﬁ34

siguiente estructura (58).

:

El procesamiento del precursor peptidico da lugar a la Srif 14y
la Srit 28, Este ultimo es un precursor de la Srif 14, pero ademés as

secratado intacto y poses funciones fisioldglcas similares a la Srif

14.

" En el hipot&lamo la somatostalina es l1lberada en varias
condiciones fisloldgicas como: ayuno prolongado, y stress f{sico. " Su
libgracidn y aparentemante su blosfntesis esté' afectada por la
Eoncentraclén de GH (hormona de crecimiento), Somatomedinas C vy
hormonas tirotdeas (S9), Adamis de estas hormonas, se ha visto que
algunos naurotransmisores vegulan la liberacién de Srif (Gaba,

Peptido Vasoactivo Intestinal, Heurotensina, MHelatonina, Dopamina).

21



fdemds de inhibir la libaracidn de la hormona de ‘cracimiento;

inhibe la liberacidn de TSH inducida por TRH (£0),

Dentro de sus funciones endécrinas fuera del éerébrb

liberacién de glucagdn, e Insulina.

Como en el caso de TRH y LHRH, la Somatostatina esrprobgblementg
un neuromodulador en el cerebro ya que tilene numerosos efectos
neuroquimicos, electrofisioldgicos y sobre el comportamiento, Ademds
existen receptores, se puede liberar de terminales nerviosas por

_ desporalizacién de una manera dependiente de Cat+,
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UBJETIVOS.

~ El abletivo iyrlnclpal del grupo del Dr. JeankLQle Charli
consiste - el estudiar los eventos qué' ocurren en la  neurona
peptidérgica, desde el momento que ésta recibe un estimulo posltlvé o
nagativa (neurotransmisor, hormona, péptido, etc.) hasta que se
produce la respuesta. Involucrados en esta respuesta se encuentran
los mecanismos de : biosfntesis, compartamentalizacién, transporte en

el axén, liberacién , y degradacién 6. captura de los péptidos

sintetizados en el soma neuronal.

El obietivo principal’’'de .este trabalo consiste ew optimar una
estrategia, aque nos permita abordar el estudio de la bios(&tesis de
" los neuropéptidos en las nauronas peptidérgtcag; En especial los
. péptidos LHRH, Somatostatina y TRH. Lé técnica de "Northern® nos
ﬁérmite délerhingr el peso molecular de un  ARNm espec{fico, vy
realizar estddios}cuantit?tivos de'aicho ARNm. Con esta tnformacion,
se  puede tener wuna visién de los camblos que se producen en la la
uxpresién gendmica del péptido a estudiar,'y asi determinar como 1la
‘neurona peptidérgica re;pondeFA efectos extracelulares. Pretendemos
‘por médio de esta informacién inferir si la vrespuesta activa
mecantsmos de la  maquinaria ‘transcripcionﬁl, traduccional,$
post-traduccional. 0 bidn si solo se activan mecanismos de liberacién

del péptido que ha sido sintetizado con anterioridad.
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ESTRATEGIA EXPERIHENTAL.

Dado "que e} obletivo de é;féilreﬁaio‘es:eryde desarrollar yna
metodologia adecuada para el aislamiéntd de‘ Aﬁuﬁ especffico (LHRH,
SOHATOSTATING, TRH). se decidis utilizar 1a técnica de "Northern?,
l2 cudl nos permite identificar caraclterizar algunos Parsmetros

moleculares de cualquier ARK mensalero.

Cabe mencionar ‘que ésta técnica depende tundamentalmente de los -

siguigntes Pardmetros:

1;.- Sonda especifica que permfita rastrear de la poblacio’n de 4RN
- mensaleros el de nuestro interes.

21.- De la concentracédn del ARN mensalero espectfica.

3.~ De las condiciones de hibridizacién.

La estrategfa experimental que 3 continuacién se describe tiene

comy obetivo el evaluar cada uno de los Pardmetros anteriores con al
fin de obteper las condiciones 6ptimas bara estudiar los ARNs
Mmensajeros de LHRH, SOHATOSTATINA y TRH de 14 rata, la cudl es

nuestro modelo axperimental,

Primero se ajsla ARN  total de hipotél#mo, Y Se separa la
fraccion poly pes+ ¢s decir el ARN mensalero.  Se emplean 2¢ ug ‘de ARN
mensalero poly g++ Para cada prueba, el c;dl se desnaturaliza, Y se
somete g electroforesis an gel de dgaros#,‘ empléando agentes
desnaturallzantes thidréxido de meti} mercurio 6 formaldehtdo). Bsto

®S con el fip de Separar las poblaciones de ARNm en base 4 Su peso

=olecular,
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Posteriormente el ARNm es transferido por capllaridad  a. un
soporte (Papel DBH o papel activado con grupos diazonio,
Nitrocelulosa, Gene Screan Plus y leta Probe). Una vez que el ARN

esta fijado al soporte, es hibridizado con el rastreador espectfica

wligonucledtidos sintdticos 6 plésmidos), el cual previamente ha. .

sido marcado con isétopos radiactivos M) y %P3, Bl andllsis de la
hibridizacion se realiza por autoradiograffa del soporte, donde sa
encuentra el ARNm hibridizado con el rastreador marcado. Ademds de
¢l ARN problema se corre en la misma electiroforesis, controles de
peso molecular, y con referencia a estos podemos calcular el paso
molecular del aRR mensalero que hlhrldizd con el vrastrsadov
espectifico. Estos controles de paso molecular (ARNs ribosomales de
Eucariontes., @RNs ribosomales de E. coli y pBR322 digerido con Hin
fls no son transferidos ni hibridizados, sino tefidos con bromuro de
etidio direclamente en el gel y observados conbluz ultravioleta. Con
¢llus wodemos trazar una recta que relaciona al logaritmo del peso
nolecular con el RFA al calculsr el Rf de la muestra, nosotros lo
podemys  interpolar dentro de 1a gréfica para conocer el peso

molecular de nuestro 4RN mensaljero.
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" Extracci6n: Método Hidrocloruro de Guanidina

ST AR MENSAJERD oLy A

 Desnaturalizacién de ARMM a
ELECTROFORESIS EN C@JDIKTiVXJES DESNATURAL IZANTES
TRANSFERENCIA DE ARNM A SOPORTES

(PAPEL DBM, GENE SCREEN PLUS, 2ETA PROBE, NITROCELULOSA)

|

PREHIBRIDIZACION DEL SOPORTE

(CON EL FIN DE INACTIVAR GRUPOS REACTIVOS (UE ELEVARIAN
EL RUIDO DE FONDO)

Marcage de plismidos por
Nick Translation,

Marcage de.oligonucleStidos
* sinteticos por Quinaci¢n.

HIBRIDIZACION DEL AR CON EL RASTREADIR

Lavado para eliminar el rastreador no
hibridizado.

AUTORADICERAFTA
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HATERIALES Y HETODOS.

I.- PURIFICACION DE PLASHIDOS. pBR322, SRIF-pBR322, TRH-pULB.

En la purificacidn de pldsmidos se emplean diferentes cepas, y.
el mismo medio de cultivo que solo varia en los requerimentos

especificos para cada cepa.

Cepas ampleadas:

- pBR322: E. coli GM31 (ireo-, leu-, his-,Thi-, st
Srif-pBR322: E. coli HP1O! (pro-) - n
TRH-pUC8: E. coli HP101 (pro-)

r+,lac=,gal=)
1.- Amplificacién de los plésmidos (&1).

Las cepas transformadas con el plismido deseado se inoculan en
medios de cultivo con antibidticos de selecciénj‘a una conq;ntraétén'
tal aue permita gi aislamiento de csloﬁias provenientes de una sola
bacteria. De esta manera se evitan contémtnacipnes con- ‘bacterias: que
no contengan el plé%mldo. Los ;ntibiéticos de seleccién empleados en
estas purificaciongs varian de acuerdo con el pldsmido. En el caso de
pBR322 58 empled ampicilina 106 ug/ml -y tetraciclina 7-20 ug/ml,-Para

Srif-pBR322 y TRH~pUC8 se usé solo ampicilina 100 ug/ml.

Se hace crecer un lnécul§ de las bacterias transforﬁadas, en 10
ml de medio luria (var composicién de medlo% de cultivo en apendice
l) mds el antibiético de seleccidn; a 37 “C con agitacidn toda la
noche. De este medio se toman 5 ml para inocular un litro de medio
de cultivo de amplificacién: medio K9 + 104 de luria, los
requarimentos de 1la cepa y-el antibidtico de seleccidn, Se incuba a
377C en agitacidn, hasta alcanzar | unidad de Dansidad dptica a

660nm.,
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En este momgnﬁo se’}e;%diciongﬁl ml.de. casaminodcidos: al-20%, 0:3:-ml de

glucosa al-S0%4:

incubacidn. P

Ja14)) por i5’n$:A’C;t§eJ65tleh§ ﬁﬁn‘paétiifé que se
10mH; es importante diséresak cohpletamentg lés'cé)qig

para eilminar todos los productos de desecho de ésfés
nuevamente las células centrifugando las célulaé‘; 7000
4’C. En este momento se procade a raaliia;u !

empleando los siguientes pasos: (todos los reactivos estan calculado

para un litro de cultivo)

~Congelar las células colocando el tubo en hielo seco/etancl por
15/, : : ’ o
~Resuspender totalmente la p4stilla de células en 10ml de wuna
solucidn de Sacarosa 25%, Tris-Hcl SO mM pH=8, EDTA imM. En astos
pasos es muy importante disgregar completamente 1la pastilla, para

obtener Llisis completa de las células . Se mantienen los tubos con
las cdlulas en hielo por 307, ’

~Hantieniendo los tubos en hilo se les adiciona en este. ordgn‘
las siguientes solucliones: ‘

-3 ml de EDTA 0.25 N pH=8.0, 1 m! de lisozima (Sigma)_
disuelta en Tris-HC] 0.25 M pH=8.0, 1 ml de RHAsa (Sigma).:
disuglta en acetato de sodio 0.1 ¥ pH=G EDTA I mﬁ (Prevl
calentada por 10 a 85”C) para eliminar la DNAsa.

~Se mezclan los tubos suavemente para no lisar lo asfaropl
que se han formado y nuevamente se incuba 30/ en’ hlelo

-Adicionar 3 ml de mezcla lttica que se comﬁone 'de£'<3'lhlf‘de
Tritén X-100 al 10% (Sigma), 75 ml de EDTA 0.25 H, 15 ml de Tris-HC!
1 H pH=8.0 mds 7 ml de agua.
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~Suavemente “se mezelan. ilps
cromosomal’y de’ esta maners g
obtener - una peraragién“;‘
mantener los tqus“enihieloZSO

-Decantar & \ probetas;
ique j 50,58 realice rdpidamente s
los tuboes; para:no r 105 restos celulares

-Realizar upaiextr, 'cién con renol bidestilado (Es necesaria-
satura el feng Jandslo toda 1a noche en agltacién’con un volumen
igual al de: fenol e Tris-HC1 50 wH, HaCl 100 mH pH=7. $)-empleands un
volumen igual al de la solucién.

—Realzza‘una extraccidn con un volumen de cloroformo.

-En cada axtri&cién, para separar la fase acuosa, se ceatrifuga
a 6500 rpm, 107 a A4°*C, s importante no llevarse la pelfcula
protefnica que se forma gn la interfase,

~Para precipilar a1 ADW de la fase acuosa se le adiciona 1/30
del volumen 1total de NaCl SM, y dos volimenes de etanol a -20°C, se
mezcla y se deda a ~20°C por tres horas o de preferencia toda la
noche.

~Para recolectar el ADH preciritado, centrifugar a 10 000 rem
por 30° & -5%C y resuspender en amortiguador TE y almacenar.




3).- Purificacién del plismido. -

El ADN de plasmido est

final de la prec

Filtraciénie

La fi{trabién en gel se realiza an una

agarosa A S0 (Bio-rad) de dimenciones 2 x 35 cm; cb#?{da“qdh

amortlguador Tris-Hcl 50 mM, HaCl 500 mM, EDTA imM, azida de .sodlo

imH,pH=8.0. Se colectan fraciongs de 4 ml, monitorenado éstas en

espectrofotdmetro a 260 nm; generalmente el ADN se encuentra en las

fracciones 15-20. Se vracogen las fracclones del primer pico, y se
les adiciona 2,5 volimenes de etanol a -20°C y se dela toda la' noche
a -20°C. Se centrituga el tubo a 10 000 vpm 307, se.seca el
precipitado con aire, se resuspende en 1 ml de amortiguador TE
(tris-HC1 10 mH, EDTA tmH, pH=8.0) y se cuantifica la concentracidn

en el espectrofotémetro.
Colchén de cloruro de sodio 1H (64).

En éste método el ADN obtenido en el paso 2 se disuelve en 1 ml
de buffer TE, el cudl se coloca lentamente sobre 4 ml de cloruro de
sodin IR contenido en un tub§ de ultracentrffuga ( Beckman L8-33).
Se realiza la wultracentrifugacién a 40 000 rpm ( rotor SUSO.1
Beckman), 6 horas a 25°C, El ADN se precipita en el tubo formando un
botén, se decanta el sobrenadante al terminar la centrifugacidn y se
resuspende en buffer TE; alounds veces es muy dificll resuspenderlo

por Io aue se¢ debe tener mucho culdado en este paso.

confamfnaaoféon“hkﬂuxfABr crbmbsﬁmal{al}sJ“,,
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b).- Para eliminarial aDH Eromosomal ,ng'féaﬁfia“ un

loryro }deﬂ_ce51§/§6d o.d

e

tr{fuga para el rotor SUSO 1

buf fer TEN( tris 10 mH pH 7 S EDTA imH, clorura de sodto 0. 2H), (la

concentraci on de cada tubo no debe excedarde- 500 ug de RDN), 150 ul

de yoduro de propidio 2 mg/ml. Se cubre el tubo con 2.3 ml de acelteﬁ‘

natural equilibrando directamenta en las camisas del -rotor, La
centrifugacién se realiza a 38 000 rpm 20 horas a 20°C. Despuds de
la realizacidn del gradiente se recoge la banda que corresponde al
ADN de pldsmido. Es posible separarlo de el ADN cromosomal, debido a
que el ADN de pldsmido esta mds densc y forma una banda en la parte
inferior del tubo. Pa}a eliminar el yoduro de propido (67), 1la
nuestra se pasa por una columna de intercambio iénico. En una columna
de 0.5 X 3 cm, empacada con Dowex SOW-X8 (Bio-rad}), se pasa la
muestra y se eluye con amortiguador Tris-HCl1 SO mH pH=8.0, HNaCl IH,
EDTA imH. El eluado se prueba ante luz ultraviolasta, sino presenta

fluorescencia esta limpio de vyoduro de propfdio y se puede

cont inuar. Para eliminar el CsCl se diallza sa muestra a 4°C con

agitacicén en amortiguador TE, por los menos con 'S camblos 'de 3
litros,  Daspuds de la didlisis se conéenlra el.. #l;émido por’

precipitacién con etanol.

gfédlehléy;f‘

¢6locah-

G séltdo grado técnico), el ADN disuelto en 2 1 ml de
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restricc({én generalmente

}nJifhéﬁdiééte el'ADH,;‘ i

se incuban 337/%

o la 'actiVIHéd_ de la-enzimai; Pero ‘eneralhente IAunidéﬁ de ghzimA'

diglers 1 ug de ADN €n 1 hora.
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I1T5.- ANALISIS ELECTROFORETICO DE LAS DIGESTIONES DE. LOS PLASHIDOS

‘ q§L~fragﬁentos de ADN en los pldsmidos se han

Para: ™

digerido con lasienzimas de restriccién, sse emplean varios tipos de

electroforésisl \eséaé son éeleécionadas en base a la cantidad de ADN
por anallzar,i[arfésolucion que se desea entre los fragmentos de ADN

digarido; y de}‘ﬁfempé disponible para examinar-la digestidn.
1).Hinigeles de agarosa.

Son geles horizontales realizados sobréyu&lérlgtsl’s X ? cm, eon
cavidades en un extremo con capacidad para colocar 7ul de muestra. La
concentracidén de agarosa es 1% d{suelta en amortiguador TBE 0.5X (TBE
10X: 0,894 Tris baseyi 0.56 Y§ ac. bérico, 10 mH de EDTA'PH=8). El
amor t {guador de corrida que se emplea es TBE 0.25X; la electroforesis
se corre a 100 V. Estos geles son empleados para monitorear los

plismidos en cada paso de la purificacién.
2).-Geles de agarosa tamafo estdndar

Son geles verticales realizados en una camara de electroforesis
Bio-rad de 12 X 14 ¢m, 1% agarosa disuelta en amortigquador TBE 1IX;
amortiguador de corrida TBE 1X. La electroforesis se realiza entre
100-150 V. Este gel se emplea para verificar la pureza de los

plasmidos y las digestiones con enzimas de restriccldn.
3).~Geles de acrilamida tamano estdndar.

Se prepara una solucidén madre de acrflamida al- 302‘k(292

acrilamida, 1% bis-acrilamida) que se guarda en  un frasco ‘ambar ‘a

4-C.
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Para nreparar 30 ml de.gel ‘se’

amor{ iguador T8 persulfato - de amonio 10%, 10 ul de

TEHED. y agua ,A£h$>nd§ éctfﬁamtdé es 8%. Se emplea

ta cgmarawzﬂio~r§d? ntés‘mén¢;on§d;; con 1.5 mm de grosor de gel. El
voltale empfgédé-eéLdé‘}So;f_gbb"v.l

Para seguir el progreso de la eléciroforesis,” las muestras se
mezclan vol/vol .con una con una solucién de: Azul de bromofenol

0.03%, Xilen ctanol 0,03%, EDTA 1aH, Glicerol SO%.

'qm;qgsml,de lé sbi@éléd madre, 3-ml de
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“Iv.- PURIEICACION

Se:cré;e_uh'lh
medio ﬁ(ﬁxho (e&rxquec
cepal durante dos:di
ml de medio mtnlmo més 2

horas 37'C can agxtaclén

i

de SO ml centrifugando a’ 6 000 rem . (rotor JA207 Beckman) 10’
Posterxormente‘ se resuspenden én 10°ml de ‘EDTA Sn-, 100 ul/ml ‘de
lisozima y se incuban 10; a 20°C, Despuds de este paso se alusta la
concentracida a 1% SDS, proteinasa K 200 ug/ml, 10 mK amortiguador
tris-HC! pH=5.S 20 mM Ha€l y se incuban las células 307 a 379C para
lisarlas. Se agrega a la solucién 1/10 del volumen de acetato de
sadio IH pHsS.@. Para aliminar las prote(nas se realiza una
extraccidén con | volumen de fenol saturado (se realiza una meacla
val/svol de fenol-agua y se satura a 60°C con agitacidn por 2-3 min.)
agitando firmamente sohre agua caliente a 60°C. Se enfria después la
solucidn =2~ hielo con RaCl (~-8°C)., Se centrifuga 2 5 000 vpm, 10° a

T.#. Se coiecta la-fase acunsa y se¢ ‘reeutrae con una mezcla de

alcohol iscam{lica/clorofcrmo (l‘24),,pon el finde eliminar el fenel

de la  fase acuasa Para precipif GPN de la fase acuosa se le
adlclnna a'atato de sodzo 100 ‘mH concentracién f(nal y dos volumenes
de etapg‘(_‘
recolectar et "‘» r 3313 Beckman) 40

TeodeC,

a<'450'

~20°C. Para N
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U3.- EXTRACCION DE ARN HENSAJERO DE HIPOTALAHO Y CEREBRO. ~©~ .

El ARN mensalero fue preparado por la-uFB‘Sggépa CSEEQICDYY,"

quién utilizé el método de hidrocloruro de Guanidina :(73) para’
preparar el ARN total y cromatograffa sobre olido a1 sefaronsa (74)

para obtener la fracci&n poly A+,
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VL.~ ANALISIS DE ARN POR ELECTROFORESLS EN. CONDICIONES DESNATURALIZANTES

(737,

1).~ Acrilamida 8%/Urea 8. (76)

Para preparar el gel, en un vaso de precipitado se disuelve

y acrilamida en amort{iguador T3E IX. Generalmente ﬁévé

de solucién agregando: 16 ml de acrilamida 30%, 14.41 §Ejde; urea;

ml de amortiguador TBE 10X y se afora a 30 ml. Antes de Qacga§’la 

solucién a la cdmara de electroforesis, se 'adictoﬁan SOO ul . de ‘

persulfato de amonio al 10%, 10 ul de Temed, y se me2cla
perfectamente bien. Las muestras se mezelan con t volumen {gual de
"Hagic Rix* (10 H de urea, azuf de bromofenol 0.0001%, glicerol S0%),
se callentan 5° a 757C f se enfrian raplidamente en hielo. La
electroforesis se realiza a 100 V por 4 horas. El gel se tthe con

bromuro de et{dio 10 ul/l en acetato de amonio 0.1 H por 3°.

2J.~ Gelas de Formaldehtdo 2.2 H. (77)

Este tipo de gel se realiza con agarosa. En un matrdz se funde
agarosa Junto con amortiguador fostatos 1X (0.018 H Na2HPO4 - 0.002H
NaHP04): cuando esta fundida, se afiade el formaldehido {concentracién
final de este 2.2 § ) una vez que la solucién se encuentra a 60°C.
Inmediatamente despuds de mezclar el agarosa con el formaldeh(do, se
vacia a la cémara de electroforesis. Todos estos pasos se realizan en

la campana de extraccion, debido a la toxlicidad de el formaldehido.
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Para desnaturalizar las muestras se tratan con: formamida S0%
{ultrapura BRL) previamante desionizada sobre resina AG501-X8, 2.2 M
formaldeh{do, lx amoriiguador fosfatos 1X, y se calientan a 70°C, 157
enfriando inmediatamente después en hielo. Para. seguir la
electroforesis se agregan 2 ul de la solucién al. La elecproforesis
se efectia a 30 V por 8 horas. Para tefiir el ARN, se lava prlme?o el
gel con S00 ml de amortiguador fosfatos 1X por 307, se tifie con 250

ml de bromuro de etf{dio 2 ul/ml en NaOH SO0 mM 307, se destifie con

amortlguador fosfatos 0.5 H pH=7.0 por 307, y se y se observa con luz

ultravioleta inmediatamente.

3).- Geles de Hidréxido de Hetil mercurio.(78)

Todos los pasos a realizar con este 'tipo de gel‘debeﬁ realizarse
en la campana de extracidn, debido a que el hidréxido de metil
mercurio 8s neurotéxico., Este gel se vrealiza won agarosa 1.34
disuelta en amortiguador 11X (4cido bérico 50 mH pl=8.2, borato de
sodio 5 mM, sulfato de sodio 10 mH). Se fundé la agarosa, y se dela
enfriar a &0°C para adicionar el hidréxido de metil mercurio S mlf

concentracidn tinal, se mezcla perfectamente antes de vaciar a 1la

cdmara de electroforesis. La desnaturalizacién de las muesiras se .

realiza con amortiguador 1X, 10 mH de hidrdxido de metil mercurto,
mds 5 ul de la solucidén A#1. La electroforesis se realiza a 30 V por
un minimo de 8 horas. El gel inmediatamente despuds de sacarlo de 1la
camara se trata con B mercaptoetanol para eliminar todo el hidréxido
de metil mercurio y evitar intox{caciongs' La tincidn del gel se
realiza, colocandolo en una solucidn de bromuro de ettdio 0.001% en

acetato de amonio 0.1 4.
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UIL).- PREPARACION DE PAPEL ACTIVADO (79). =

1,.- Preparacidn de papel NBH. g

Las hoias de papel Uhatman S4 se ponen dentro de .un refractario,
que estd en bano maria a 60°C. Por cada cm® se prepara una soluclion

de 2.3 mg de NBCP (1-((m~nttrohenzyloxy)metil)pyfidfniym clbride) .

0.7 mg de acetato de sodio en 28.5 nl de agua. La solucién se pone
sobre todo el papel, se ayuda a empaparlo con las manos proteg(dés de
guantes. Se frota con la mano hasta que el papel seque. Los pépelés
se sééan a 40°C 10" y después se calientan a 130-135°C por 407. Esto
se‘}ealiza en horno con vacio conectado a una trampa para at?apar los
vapores de piridina que se desprenden. Los papeles se sacan del

horno, se colocan en agua 207, se lavan con acelona y se secan al

aire. En este momento los papeles se pueden guardar por mucho tiempo

4 4%c,

.2).—Pre§araclén de papel DBH.

Esta operacién se realiza Justo antes de la transferencia. Se

reduce el papel NBM incubando por 30° en bafio marta a 40°C en una

solucién de ditionito de sodio al 20%, empleando 0.8 ml por cmR de
papel por activar. Se agita ocasionalmente. Postariormaente se

realizan tres lavados con agua por S’c/u, se lava con 4cido acético

al 30% por 157, y nuevamente con agua una vez S°
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La activacién 'se‘fréélggéf”en;‘h#elofig}eQano5af}kéclbreﬁie'cbhyélf”

papel 0.6 ml de HCL' 12 H p , 42 100 m

adiclonqn

1a fo?ma:pérula]

el papel.’
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Esquema I
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UIT).~ TRANSFERENCIA:DE ACIDOS

{80,81,82,83

necesarto qu
en el punto.

Ademas’

. H por

condicibnq

desnaiQﬁé}

comonsicin

30’ A lemperatUr
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,”Qei[sé*pone'soﬁré 3 tiras de
&l flujo ~del buffer de

transferencis

5oporte’a ;iéi éci&déz';ﬁcléicos; posteriormente se ponen tres

fraqmgnios’,ée?pipel Whatman del tamafo del gel, por encima u; hloque
de serv(iietas Que sirven como papel  adsorvente, sobre  las
5ervillét§a se caloca peso para que presione ., En el esquema 2 se
muesl;a coma se realiza la transferencia por capllaridad. Hosotros
probamos dlferentes tiempos de transferencia, y creemos que se deben
realizar eatre 24 y 38 horas a temperatura ambiente. Una vez
transcurrido el tiempo seleccinnado para la transferentia: se retira
al soporie y se seca ante un foco. En el caso de los papeles de
Mtrocelulosa, Gene Screen y Zeta Probe, es necesario horneérlos por
dos horas a 807C (para fliar los dcidos nucléicos al soporte) antes

de continuar con el experimento.

Daspués de haber fijado los ARHN mensaleros sobre el papal, se

siguieron dos estrategias para evaluar los procedimicataos a seguir:

a).~ Empleando ARN marcade con BH y ADN marcado con (32 B} se
. cuantifica el pegado de los dcidos aucldicos a los papelas. S8

realiza una transferencla balo las condiciones de cada papel
empleando ARN o ADH. Una vez terminada la transferencia los papelas
se secan y se cortan de cmen cm ¥ se colocan en un vial con 5 ml de
11quido de centelleo (tolueno/PPQ), para vealizar un c¢onteo en al
contador de centalleo. (En el anexo 3 v 4 se muestran las condtclénes

de tratamiento y transferencia de acidos nucldicos para cada tipo de

papel .
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pACR - 1029, - hﬁgpdfé&@f'en,fel

Covarrubias, se prob6 la efictencia’y 1
por hlbridiéaéﬁén‘gqh,h ‘plasmido” marcade

cepa de E. colfi  “'f.‘.;
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" Figlra 5.
XREPRESENTACION DE UNA TRANSFEREMCIA DE ACIDOS NUCLEICOS, =
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.- HARCADO' DE PLASHIDOS Y OL1GONUCLEOTIDOS CON RADIOTSOTOPOS. - =

“especifica, se emplean
stas’ enzimas  adicionan

nucledtidos en dlreccgod' 5° vPéméén enlaces fosfodiester

respactivamente. Ai'bféce@iﬁgen!o;se¢1g~llamar’f‘Hiék4ffaﬁ§lpti6n;5 R

Es importante titular las;iénz;ﬁa'“, ~Afeéii?éf variés .ensayas. .con
diferentes concentracionés dea'ésiég':ghiiﬁas, hasta tener una
relacién que permite la mayor actividad éspec(f{ca incoorporada al
aBN. En el laboratorio sé 2mpled un 'ki@' co@érctalrpara realizar

wsta reaccidn iAmersham; por lo "que- no  ‘tuvimos que optimizar el

métode.tver angxo Jd..

Fara eliminar los nuclestidos radioactivos no incorporados al
ADN se realiza una fillraciédn on columna. Avla mezely de veaccidn se
le adiciona 1S ug de tARN que sirve de acarreador. Posteriormente se
pasa la muestra por una columna de Sephadex G SO (Sigma), montada en
uni pipeta de S ml con una altura de 10 cm, as equilibrada con 20 nl
de anortiguador de elucidn (150 mH de MaCl, 10 m{ EDTA, €.1% 8$O0S, SO
mil de Tris- HC1 pH= 7.5). Se colectan fracciones de 10 gntas
aprox. 250 uly. Los slismidos son excluidos del gel y eluyen entres
las fracciones S y % generalmente. En las fracciones 11 y 20 eluyen -
los desoxy-nucledtidos ro incorporados. El plasmido una vez eluido §ev"

puede precipitar con etanol.(85)



Be: i 5p érfleé del pfismido

marcado y " urlélcos a papel

,DE-Bl. ”De ’ elivolumen total que

EDTa, - 6,( 51 al ARN). Se mezclan perrectamente . s=513

colocan 25 ul en un cm‘de papel DE~81 Ror dupllcado, y se seca

harno. Posteriormente para eliminar ~los desoxlnuc g¢7
incoporados a ADN se realfza el-procedimlen(o-sfgulenlé:

~Realizar 6 lavados, por 3 c/u con 0.5° H de- fosfat
dibdsico.

-Lavar 2 vaces, 1 por lavado con agua.

~Lavar 2 veces, 1° por lavado con eianol 90%.

~Secar en horno.

Una vez en el Papél se encuentra sélo el ADN marcado, se érocede
2 determinar la radloct{vidad incorporada, Los papeles se cuentan
con liquido de centelleo (ver anexo 4) en el contador Beta (Beckman
LS 7800).5e determinan los cpm totales y se dividen por la cantidad
de ADN puesio en la reaccidn, con esto conocemos la actividad

espec{fica de el pldsmido.

2.~ Gligonuclestidos.

Los oligonucledtidos sintéticos se marcan empleando una enzima,
la polinucledtido cinasa dal fago T4 que adiciona un fosfato
radizctivo en el extremo 3’ proporcionado por el ATP (86)(ver anexo

d/
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a7

amortiéq&dp
(odo~ei y§iUmeh,
nuestea, Lévén‘ con
moléculas boﬁ:céFsévéqgi}iyg,o 

no incorporado ‘se realiza con 10.ml .de 'una so

amortiguador TE. Los oligonucledtidos se einedvqproxlﬁédémﬁnte

I ml de NaCl 0.5 N en amortiguador TE. (87)



48

X.- HIBRIDIZACIONES.

En “este trabalo  se analizan 'Northeins"”coﬁﬂ aos zfipns &e;;;f
rastreadores: oligonucledtidos sintéticos y plasmidos. En los
*Northens® para caract?rizar el mensalero Adg LHRH _y globlnabse
emplean oligonucledtidos sintdticos marcados con tosforo
radiaé!lyo. En ‘el c#so de Somatostatln# sa emplea el plasmido
srif-pBR322, y para TRH se ugiliz; el pldsmido TRH-pUCE ambo%

marcados con desoxicitidina. (88, 89)

.

" 1).~ Rastreo con dliéonucledtldos'slntétiqos.(?O)

Los  ARNs  mensaleros  se  someten A electrotorests
desnaturalizante, y se transfieren al papel DBH. Antes de -hibfldtzar
el paﬁel se .céloca an una bolsa sellada y se prehlbridiia con
amortiguador de prehibridizacién con 0.1 ml por cm¥ por dos horas a -
§5°C.  Posteriorment2: so agrega con una Jeringa amortiguador de
hibridizacién por S horas més el oligonuciaﬁlidn marcado. Las
temperaturas de hibridizacidn varian dependiendo de el tamafio de los
oligonucledtidos. Transcurrido el tiempo de hibridizacién el papel
se saca de la bolsa y se lava con amortiguador 6X $SC a 4°C dos veces
1", 6X SSC dos veces 1 a T.A. Déspués de cada lavado el papel sé
seca con un focol y se expone en autoradiografia, para observar la
sefal. Se pueden realfzar mds lavados bajando la concen{racloﬁ de
SSC o aumentando 1la ;emperatura. Esto se realiza‘édn’el tin de
disminuir el ruido de fondo y detectar melor la‘senal.‘ Los buffler

de  hibridizacién, prehibrgdizacxén y lavado se muestran en el anexo

4,
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coloca en:

de prehi

emplean 42¢C de temperatura de

a; ya que el gene para somatostatina

.s¢ ‘expone 2 autoradiagraffa. §i el ruldo:de

Aﬁitel_deteétar la senal se reallzan ~otros

hibridizacién. ..



RESULTADOS,

1.~ PURIFICACION, HAPA DE RESTRICCION Y MARCADODE PLASHIDOS.

a4 = Purfficac

se -amplificaron puf}fﬁtafonitres plasmidos;

arcador ‘de peso molecutar; Srif-pBR32 aue
tiene 'insektaﬂb‘ -2 k]ldbaseé ““del - ‘gene que codiftca para
Somatostatina humana entre los sitios Hind UIT/Bco R1; TRH-pUCS aue

contiene ‘el cDNi de 478 pares de bases que codifica para parte de el

pracursor de TRH de Xenopus laevis insertado en el sitio de Pst 1 del

plésmido pUC8, Srif-pBR322 y TRH-pUCB se emplearon como rastreadores

de secuencias heterdlogas en "Horthern® de ARN poly A++ de rata.
Resultabz importante obtener una elevada cantidad de ellos pero més
atn, gque estos estuvier;n pUros. Es decir 1libres de ARN, ADNM
cromosomal 'y de sales. Ya que de esto depende obtener digestiones
rdpidas con las enzimas de restriccidn, geles con bandas definidas, y
los mds importante para el trabajo, pl&smidos mdrcados con alta
actividad espectfica. Esto nos permit{o oblener baio ruido de fondo
en los ‘Northerns® vy ‘as{ poder detectar meior 1las senales
especificas. La cantidad oblenida en ganeral en todas las
preparaciones de pldsmidos, considerando cada paso durante el proceso

de purificacidn se presenta en la tabla 2.

Despues de la lisis celular la cantidad de &cidés nucléicos as
muy elevada, pero, al considerar la contaminacién por ADH cromosomal
roto, ARH, y protefnas la concentracidn real de ADN de plasmido es

mucho menor de los 20 mg que se determinan en el espectrofolémelro a

200 nm.
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Se _eméleakon)fdos méfddos ‘para- eliminar el ARN de  las

preparaciones cgﬁﬁfifuéacién a traves de un colchdn de sodio y

i ura‘c'ié"{f‘
cqléhéﬁz‘d§ ;§odio, vya que mis praparaciones estaban libres de AEN
despuésyae ;éfe paso. En cambio, con la columna no lograba resolver
bien los dos picos esperades, el primero de ADN cromosomal y ADN de
plasmida, y el sesundo de ARN. Por lo tanto mis preparaciones
contenian mucho ARN después de pasar por la columna. Para purificar
‘el plasmido del ADH cromosomal, se recomienda pasar el A&DN por un
gradiente de cloruro de cesio, donde el ADN de pldsmdo es separado de
los contaminantes y es depositado justo a la mitad de el tubo. EIl
ADN cromosomal se deposita en’ la parte superior y el ARN en el fondo
del tubo. por comodidad la recoleccién del ADN de plismido, se
realiza perforando el fondo del tubo, y algunas vaces esto causa
contaminacién con ARK residual. Por esta razdn es que decid{ emplear
2l colchdn de sodio para eliminar todo el ARN de mis preparaciones
posteriores. En la figura 7 se pueden observar digestiones de los
aDHs de los plésmldos purificados, y como se 3precia estos ADHs no
estan contaminados con ADN cromosomal y el pldsmido no se encuentra

roto, sino supsrenrrollado que es su forma normal.

n.gelfdg'égéfbsa 4 50. En mis manos funciond melor . el
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empleanhehzimas &ﬁ~reslr£fc16n que reconocen>

en. el ﬁBN:J a contlnuaclén se munstran las secuenctas que reconocen .

las enzimas empleadas en este trabaJo-

©Hae III‘,"GG!CC

CUEco RU . ABAITIT
v 66 cc

Hind II1  AJAGCTT

Pst 1 CTCGA!lG
La muestra d!gerida se somete a electroforesis y el gel se tifie
con bromuro de et{dio para observar las bandias. Rara sahar §i &l
rlasmido purificado es el correcto las bandas del mapa de restriccién
deben corresponder con las bandas reportadas en la literatura. En la
figura 7 se puede observar los patrones de rastriccidn de los
nldsmidos purificados producidos con la enzima de restriccién Hae
IIt. #demds se muestra 1a digestidn de TRH-pUC8 y Srif-pBR322 con
Pst I y Hind T11/Bco RI respectivamente { que nos permite liberar los
insertos del pldsmido vector). En la figura & se muestran los mapas

repor tados en la literatura.

Por medio de estas digestiones se apreciz que los pldsmidos, son
los correctos, y que son bueﬁos sustratos parzs las enzimas de
restriccidn (se generan dtgestiﬁnes totales). En 21 caso de pBR322
al cortar con Hae 111 solo se ohservan tas dnce primeras bandas las

cuales corresponden al patron esperado.
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especifica ..
sefal aespectf

reaccidn: -

actividad espec(fica, y ‘1o mas nuevo poslble'

~Que la relecldn pollmerasa 1 7/ Dlasa correspo
requayido. o bien emplear un *kit" comercial -ya opttmizad

~Tenar un mitodo aficiente para separar lcs desoxlnucleé
no incorporades al ADN del plismido. :

La actividad espectfica de los plasmidos mérca§§§ ,é&{7§l'
lzhoratorio depende de 1os puntos expuestos anteriormente. 'La'
actividad espezifica y ol rendimiento de la columna de purificacién
se muestran en la tabla # 2, Como se pueds zpreciar la aciividad
especifica oblenida est’s cerca del limile superior esperado, con
respecto 2 1os valorae reportades por el *kit*. Con esto se demuestra
da pusvamente la pureza de los plismidos y que pueden ser empleados
en los experimentos de hibridizacisn. Se puede notar tambi’en que en
la’ etapa de purificacién del elismido 13 miyor parte de

radicactividad es recuperada.
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MAPA DE RESTRICCION DE pBR32Z y pHSom-322,



| RESTRIC0N DB Piasrips

i ;:;5'“53&!?‘_1541 o.b
Fadd ‘,.,_3'

9’.7&6/



TAELA: !

ffantidad de ADN oblen11e por lltro d# cultlvo despu#f _

do cada paso en la pur(flchclén., Esle valnr se :alculé

an base a la dnn:ziad 6pt1ra medida 260 nm y ronslde

Ultrecnnfrifug%
Lelchdn de sndi
200 -300. u
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Tabla II.

PLASMIDO

TRH-pUC8

Srif-pBR322

ACTIVIDAD ESPECIFICA
- cpm/ug de ADN

9 - 10 x 108

4.5 x 108

3

CPM TOTALES . CPM DESPUES DE LA COLUMNA
SO ST LT - (fracei6n exclufda)

5 -0 5 107 7 -83% 107

4-5 x 10" 3~ 43107

RENDIMIENTO DE LA
COLUMBA

80%

80%

valores de actividad especffica obtenida con los pl&smidos marcado con (3%p) . cantidaa de cpm obtenidos

de la fraceidn elufda de la columna, y réndimiento de la columna de Sefedex. Los cpm son los incorporados

a ADN y fuerdn determinados por unidn de ADN a papel DES81,



Figura 7

Patrones de rastriccion de los pldsmidos purificados.
Fotagraffas de geles de Agarosa 1%, amortiguador THE,
tefiidos con bromurc de etidio. :

a).~ pBR322 Superenroltado
b).~ Srif-pBR322 Superenrollado
c).~ Pr322 digerido con Eco RI
d).~ Srift-pBR3I22 dlgerido con Eco Rl/Hind [II
).~ pBR322 digertdo con Hae 11}
f).~ Srif~-pBR322 digerido con Nae [II
@)~ TRH=-pUCE digerido con Hae III
h).~ TRH-pUC8 Superearoliado
©1).~ TRH-pUCB digerido con Pst I
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I1.- ELECTROFORESS EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES.

En i§s

para que’ la mi

de su peso-mole
una:
désna(d;élizacfdn
Formaid%ﬁid&fz._~r,‘i : 't :M : ,iii 11 me m

que 2n egfas eléctroforests los Féactivosby'ei'mégerfal;Se;enéu&ntfen
libres ~de Rihonucleasas, ya que de otro modo, sé'éoﬁ;q_él riesgo de
degradar el ARN. Nosotros probamos los 3 métodos antes mehtloﬁédos,
pero  solo  obtuvimos vesultados 2aceptables con los geles de
formaldehido e hidréxide de met{l mercurio. Las  electroforesls en
gel de agarosa en presencia de urea no se utiliza para los northerns,
so0ln se emplea para probar 13 integridad de las preparaciones de ARN
ya que se habfa reportado que en estas cond(ciones ‘Ia ﬁigracién de

los ARN¢ no es proporcional alrpesormplgcgpqr,(7§!_

as.- Geles de Formaldehido 2.2°H.

Despuéds de vealizar muchas pruebas, varigndo,tiempo y voltale,
en la eleﬁtroforesls logramos obtener buena resolucidn con los:‘ﬁRNs
ribosomales de Eucarionies y de E. coli. Cbn 165 cuatro marcadoras
"~ antes ﬁencionados, se puede trazar una régta énire el logarlthd de el

peso molecular contra la migracién, ver,gréficSvl,-



Esto. es
lotalmenté.:‘En
ARN v ibosoma

formaldeh1do

fofma)déhjqo~éq@_alfcomﬁarar con 1a;can@ida”~l 

se. puede 1efir e in gel de acrilamida/urea (1.5 ug por car%;i);'nbsb

damos cqgﬁté" t tfefencta que existe, implicando el emplear

cantxdédéﬁyhh elévédééjcbncentraciones de ARN.

b).~Geles de Hidréxido de mettl mercurio, -

El hidréxide da met{l mercurio es un reactivo muy téxico, y un
desnaturalizante huy enérgico. Balo estas condiciones tanto el ARN
como el ADN son completamente desnaturalizados a su estructura
primaria. En la figura 9 se cbserva el pBR322 digerido con Hinf 1 y
marcade con fosforo radicactivo, sometido a electroforests con
hidréxido de metil mercurio. Realizando la grifica logaritmeo de el
peso molecular contra la migracidn se observa que las bandas se
alinean en una recta. {ver grafica 2) La tincién da asta gel es muy
ficil, no se cuantifico lo cantidad mi{nima de ARN que se resuslve con

ésta tincidn.




Debide §7 i§;;mgnor¢‘lox}EIdad del farmaldehtdo 'comparedq<él;,~ N

hidréxido de metil mercurfo y-a los buenos resultados “obtenido

a1 primm dasns ‘xéuiékop.lps,e

conlinuacién'Eﬁb;elnEtV6f’ sis nresénc}aﬁdledrmélaéhkdp
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Figura 8.

Desnaturalizacién y ~ electroforesis de 'ARN‘ ribosomal de
cariontes en gel de agarosa y formaldehido 2.2 M.

Folograffz de un gel de anaroca 1.5%, formzldehido 2.2 y-
rtiguador de fosfatos 1X. Tefiido con . bromuro de etidio. La
stra es desnaturalizada antes de someterla a electroforesis. 10
de ARN ribosomal de procariontes se tratan con S0% formamida, 2.2
ormaldehido, 1X amortiguador de fosfatos y se calientan 157 =2
C. La. banda superior corresponde al ribosomal 23s y la banda
ferior corresponde al ribosomal 16s. ’ ' :



a T

Fiqura 9.

Desnaturalizacidn y -electroforesis en 4qel de fragmentos de
restriccidn del ADN de=l pBR322 empleando agarosa e hidroxido de metil
mercurio, vy caracterizacidn del mensajero de globina 2mpleando
oligonucledt idos sintéticos.

a).— fAutoradiograf{a de 1a hibridizacién de ARN de reticulocito
de conejo, hibidizado contra su oligonucledtido espect{fico marcade
con (32P). EI ARN fué sometido 3 electroforesis en gel de agarosa
1.5%, hidréxido de matil mercurio S mH, amortiguador boratos tX, flas
muestras se desnaturalizan con 10 mi de hidréxido de metil mercurio.
El ARN es transfarido a pamel DBY y se hibridizéd por $ horas a 30°¢,
con &X SET, SZ DDenhart’s, 1% SD0S, y el oligonucladtido marcade.

_Posterior a la hibridizacidn, el pamel se lavd con 6X $SC  dos - vecas
17 a T. A.

b).- Autoradiograffa de pBR3I22 digerido con Hinf ! v marcado con

(32P) {var apendice  3). Los fragmantos de rastriccidn se
desnaturalizaron con (0 mH de hidréxideo de nmatil marcurio y se
sometieron 3 2lectiroforesis dasnzturalizante (iqual que 3), daspués
fugron transferidns 2 pirel DBN.
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ITI.- CUANTIFICACION DE LA T‘ﬁNSFEPENC[ﬁ DE ARN Y RDN HﬁhLADU

RAD!OACTIVAHENTE A DIFEPENTES SOPOPTES

En este !rabéJq 7§ebrérélende §;t§h8é?lzé§:un; tecaica que nos
permita caracterizar el p#go mole;ulér.ykc#nigaad de ARN mensadero dm
péptidos hipotalémicos‘(Soma!ostalina, LHRH y TRH) que se encuentran
en muy hadja concentracidn. Es muy importante entonces lograr
transferir la mayor parte del ARN que se emplea en la electroforesis
desnaturalizante. Para determinar ;ual es el soporte que tiene la
mayor capacidad, se hicieron los siguientes experimentos. Se marco
un plasmido con fosforo radiactivo medtante “nick translatton®, y se
as{ ARN ribosomz! de E. coli marcado “in vive* con tritio. Se
sometieron a electroforesis y se transfirieron a tres diferentes
soportes: Papel DBH, Zeta Probe y 6ene Screen Plus. En la tabla III
se presentan los valores obtenidos en las transferencias de ARN (3H)
y ADN (32 Pj. Ademis se comparz la electroforesis en condiclones

desnaturalizantes con una.electroforesis en condiciones normales para

el caso de! ADN (32F).

En la figura 10 se aprecia la autoradiograffa de los papeles
transferidos, se puede ver que la eficiencia de 12 transferencla es
basa en tndo? los papeles que probamos, 'y pensamos que parte del
problema puede deherse al formaldeh{do, el cual impide la interaccién

de los 4cidos nucléicos con el papel.

En la figura 1l se compara las autoradiograffas de los geles con
ADN  i32P; no transferidos 2 los soportes y de gules con ADN (32P)

transferidos 3 los distintos soportes.
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Figura 10.

+

. Cuantificacién de transferencia de dcidos nucléicos a diferentes
~soportes.

Autoradiograffa de 1los papeles a los que se transfirid ac.
nucléicos. Cada carril contiene 379 090 cem incorporados a ADN, 1la
muestra  fué sometida a electroforesis en gel de
amortiguador TBE 1X. EL ADN se transfiere por 24 horas a 1los
diferentes soportes para cuantificar la eficlencia de transferencia,

a).- Zéta Probe
b).~ Papel DBY -
c).- Gene Scréen Plus

agarosa 1.5%,
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Filgura {f.

Determinacion por  autoradiograf{a de Ac. aucléicos  que
permanecen en.el gel después de la transferencia. ’

a).~ Autoradiograf{a ‘de 2 carriles con ADN (32P) sometido a
qlectroforesis de agarosa L.5% en amortiguador TBE 1X, que no_fueron
transferidos a los soportes. Estos fragmentos de gel se guardan

congelados y se exponan Junto con los fragmentas de geles que si
fueron transfertdos. : !

B).~ Autoradiograft{a de fraamentos de éelos que contearan  ADR
(32P7 (la misma cantidad de cuentas por miauto que en A} que fugron
transferidos a los diferentes soportes por 24 horas.

a).~ Zeta probe

bl).- Papel DEN
c¢).=- Gene Screen Plus.

Tanto A como § fugros expusstos a austoradiografta por 24 horas.
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O ————————————————————————————..
TABLA IIX,

EFICIENCIA DE TRANSFERENCIA DE ACIDOS NUCLEICOS RADIACTIVOS A LOS DIFERENTES SOPORTES PROBADOS.

Muestra y condiciones . Soportes
de electroforesis,
Papel DBM Zeta Praobe Gene Sreen Plus
CPM iniclales CEH RET M $ET CPM $ET
aoy (3% .
‘Blectroforesis condiciones ’
normales; Agarosa 1.5% 379 090 95 208 25 95 863 25 93 980 25

amortiguador TBE 1X

B

PEE)
Electroforesis condiciones : T AR . . e i
desnaruralizantes. Agarosa 1.5% Coo13:2000 0 o To1303 40
2.2 M formaldehfdo, amortiguador ST T R IR
de fosfatos 1X,

s

an (3%
Electroforesis condiciones o S S ; . :
desna=uralizantes. Agarosa 1,5% o 300 000 - | 924_ SoL3 1.2

2.2 formaldehfdo, amortiguador
de fesfatos 1X,

En la tabla se muestran 108 CPM promedios (CEM) detectados por el contador de centelleo, en los fragmentos que componen
el carril en coda papel. Los CPM que corresponden a los diferentes sopbrtes fueron corregidos para tener en cuenta la
interferencia de cada papel en el conteo de centelleo ("quenching") . - -

SET= Zficiencia de la transferencia en portentaje. .

0L
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PACRIIZS: tPTOR

papelés'y'loé

és(é miél

soportes

. Hibfidizﬁrdn?énH1&S¢cundltionesﬂempleadas-antErformente; ¥ . se utilizd

el mismo rastreadors -




La conclu perimento | es

Nitrocelulosa K pueden redtilizarse

e(ictené{avﬂigﬁi

FR«QSZ;probabiémeﬁfé'dehid

nRN que? e L al al

mostrados).
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flgura (2.

Seleccidn de Somortas desarrollando la tdcnica de Nerthera.

Autoradiograffa de los diferentes sapales que se amplearon como
soportes de la hibridizacidn de ARN extrztido de unz cepa de &. coli
transformada con el pldsmido paLRIC29. La hibridizacion se afactuc 2
429C por 3¢ h con agitarcidn. El plismido rastreador pAGRLUZY fue
marcado con actividad especifica de {X 10¥ gem/ug. Se emplearon 3 X
0% cpm por ml de buffer de hibridizacion. Desouds 4ge 12
hibridizacién se lavaron los papeles con 2X $5C, 2 veces 107 y se
expusieron a duloradiograffa por 48 h,

al.~- leta Prabe

b).~ Nitrocelulosa
¢).- Gene Screen Plus
d).- Papel DBH»

xDehido  al ruido de fondo en aste papel fué necesarlo antes de
exponer lavar con 0 IX SSE a. 60°C 10’ . E . ; .
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V.- CUANTIFICACION: DE LA canrtnan;ulkiHAjpsrecTAaLE1ns'gku'HEkSAJsko:PoniLh

TECHICA DE *NORTHERN, -

'Norlhefn'.

Los experimentos realtzadcs. er

evaluar la eficiencia de  hibridizacién ‘4 conéedtéialbné 'd
menores ¢ 9%, as{ camo el ensavar la eficiencia de hiﬁrld(ia;ton”

al utilizar como soporte papel nilrocelulosa y papel DBH.

Las concentraciones de ARHm ﬁtilizadas fuerén 0.S%, 0.12, 6.02%;
0.0048%. -El APNm utilizado proviene del pldsmido pACRI029 el cual se
gacuentra a una concentraciéﬁ 1ntr§celular del 1% en una cepa de. E.
coli (A. Covarrubias, comunicacidn personal) y a partir de dste, se

hicieron las diluciones convenfentes.

Como se muestra en la figura 13, cuando se utiliza como soporte
el papel BBH, la técnica es capaz de datectar el ARKm a una.
concentracién del 0.004%, mientras que con el papal de Nilrocglulosa‘

solo se detecta 0.02%.

Debido a lo anterio ‘ las hibidizaciones: aquf reportadis

se llevaron a cabe utilizando péhéizﬂﬁﬂ.”




Figura 12

Cuaatiticacion de la -cantidad de ARN minimz Zstectable por
Northern, . ’

futoradicgraffa de la hibridizacién realizadz con diferentes
cantidades de ARN de 13 Capa ¢2 €. coli transformada con 2l olismido
PACRI029 v al mismo plismido marcado con (32P). Actividad aspec{fica
del pldsmido 2.9 X 108 cpm /ug. Se hibridizd con 2 X 10€ cpm/ml de
amor ¢ iquador de hibridizacidn a 42°C por 36 horas y sosteriormente se
lavaron los papeles con 2X SSC por 10’ 2 wvecds. G52 expuso a
autoradiograffa por 7 dias.

4).~ Pacal J9N

B).- Nitrocelulosa

% del ARN detectado por el rastrgador.en la muestra.
3a).- 0.5 bi.~- Q.1 ¢c).- 0.02 4),~0.C04



U1.-[DENTIFICACION DE LOS ARN

muestrasi & A ] otdlamo,

exlrahipblalggiéé;:y gRH\dgrE}xéoii»(como cdntrol negatiyo) _‘sté
fotograf(ar Qe_ obéefva' una banda ancha de hibrldlzéiiénkrgde
corresponde al cérrllbque contiene el ARHm de hipotélamo.de Pat;."La
intensidad de la banda no disminuyé al realizar un lavado dréstico
con 0.1% §§C, 0.1% SDS dos veces por 107 a temperatura ambiente. Esto
nos sugirié que la hibridizaci6n se hizo con un ARN de secuencia muy
similar a la del finserto, este dato como el hecho de no detectar
safal en el carril que contiene ARNm de cerebro extrahipotaldmico (en
donde la concentracidn de cuerpos celulares a Somatostatina es mucha
menor que en hipotilamo) demuestra que el rastreador hibridizé coﬂtel

ARNm para Somatostatina.

€n el rastreo con el pldsmido TRH-pUCS, se empiearon condléiqneé o

relajadas, esto se debe a que "ta clona. contiene sg?uenéias-

| “de. Xenopus. laevis 'y

positiva.




b).-;Emgle#hdb’dllédhdcléétﬂdbg,sin;élic6§ ébﬁorfééfréédoéesh

LHRH, que abarcan -todas las poslbles secuencia
redundancia del- cddigo genético.

2.- Una mezcla de 2 oligos con 33 nucledtidos que codifican para
los diez aminodcidos de LHRH, mis tres nucledtidos que codifican para
una glicina en la parte carboxilo terminal, de donde se piensa
proviene la amidacién del péptido. Las secuencias . de estos
oligonucledtidos se disenaron escogiendo los codones mis empleados en
mamiferos y en caso de varias posibilidades se eligieron los que
produce pares de bases del tipo dG-U o G-dT ya que estos no alteran
de manera significativa el hibrido ADR-ARN.

3.~ Se fabricod un aligonucledtido de 15 nucledtidos que codifica
para S5 aminodcidos del ARNm de globtina de conelo. Este sistema se
emplea como control positivo de la hibridizacién..

Se realizaron wvarios ‘*Northerns®, transfirfendo ARN de
Reticulocitos y 4ARNm de hipotélamo y cerebro extrahipotaldmico, los
que se hibridizaron con las mezclas de oligonuclestidos mencionadas.

Para los ensayos con la mezcla 2 se emmpled 429C de temperatura de

hibridizacidn y para las mezclas 1 y 3 se utilfzd 30°C,

En estos experimentos solo logramos,obtengr una  ‘senal -con, el

ARNm  da retxculoc{tos de COﬂeJO,
especifico (vﬂr flgura 9)
hibrldizactén ’corresponde

es sxmllar al reporladoj la ll‘eratura par.

de vreticulocitos de coneJo (92) Cdﬂi‘IBS' ARNS‘ de cerebro 'e

hipotdlamo no obtuvimos ninguna saefal al hibrldizar con las mezclas 1

Yy €.
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Figurz 14

Caracterizacidn d2! mensajera:

Autoradiografia del Northern, ' Se.. realizd na electroforesls en
gel de agarosa L.3%, formaldeh{do 2: 2.4 amortlguador “fosfatos 1Y

ge]l de 3 mm de grosor. En este exper1mento se’ ﬁmmplearon lres
muestras: Lo o

a).~ 20 ug de APN poly A++ de hipotilamo de rata !
b).~ 20 ug de ARK poly A++ de cerebro =xtrahipotalémico
¢).- 10 ug de ARN de E. coli -

Se transfirieron tas muestras s papel DBY, emelendo amortiguador
fosfatos 25 mM pH= S.5. Lz hibridizacidn se realizéd a '426C por 34
horas, se empled 43% formamida deionizada, S5X SSC, 200 ua/ml.de ADN
de timo de ternera sonfcado y desnaturalizado, SX Denhartd’s, SO0 nM
fosfatos plH=6.5 y 0.1% SDS. Despuds de la hibridlzacién el papel 0BM

se  laveg con 2X SSC por 107 dos vec:zs, el papel se expusc por 24
horas. -
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Flgura 15. -

Esquema d§.16§ o

pGlu-Hl57fré~S§r-Tyr-Gli4Leg;hrg-Pr6-GerkH;V

REREURRURERRRBUERENR

Gly

BUBRHREHBERRENRRUBEERBURERGBERRERURBHRBEREY

£ Hdsfééra"ﬂHRH;”
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DISCUSION.:

Las neuronas
funcionamies
informacion

cual se 'blllévwa

modifiquen:el

nivele{f

post-traduc

anticuerpo - especifiszolqu
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peptido actlvo' condiciones optlmas d° 1nmunoprﬂclpltacx6n (95), y un

sistama dp anélisi optimlzado {elsctrot resls*desnatu allzanle

laboratorio estamo ratando de obtener los anas para los néptidosﬂ

h:potalémlcos antes menclonados con el ohJetivo de utlltzarlns como

me jores raslreadores en los 'Hortherns' No es facil obtener el cDHA‘

as necesarlq,cgplar‘losrARNms'con transcrlp ! ._ersa para oblener

copias de. " ADN, élonarlas‘ en:. un ,vector (fagos ‘é ”plasmtdos) y

posteriormenle rastrear en al banco creado la clona que contlene: la

informa;iOn para, el mensa:ero deseado

-determina la se

tener 9051&if£§a d



i hibridizacisn del aRNm - con

Exisi§ﬁ > rmtten separar’ al ARNm por medio de

electrofbrg515 desnaturallzantes (75) Nosotros

probamos tres ti lectroforesls en geles de agarosa con agenties

desnaturalizan 1oxal7nuso Formaldeh{do; e Ridréxido de metl]

nereurio, .- ,,'funcxoné—,. Eslo “ha sxdo observado

repetidamente.en ahoratorlo y al del ‘lole de"

parecer.

adgpqﬁde_

glioxali

muy téxicos

mercuric‘es

el hm‘r'ax“fd‘o»'
buenos resultados Al lransferlr el ARN de retlruloctxos - _hlpriﬁ}ggri  -

con olxgonurleotidos para globxna.
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Los geles de

formaldehia‘

acidos. nuclélcos

necesario

eliminacis

para el

- metil ‘ elimlnaba mejor. La dtficult;, Par

acidos nucielcos en los geles de formaldehtdo pudfér

restduos de formaldehtdo pegados al ARN que lmpide
del bromuro de etidio con el ARN. Otra evldep;i
formaldehfdo no se quita completamente, es la baJéléti‘
transferencia del ADN que observamos cuando se ttﬁﬁsf
de ‘formaldehldo comparado a cuando se lransfiere

desnaturalizante itabla IIl). A pesar de los probl

de formaldehido, logramos obtener buenos resultado

toxico decidimos seguir empledndolo. Con :
que la distancia migrada por el ARNm es directamen

ldgaritmo:del»pésq;mﬁle;ularykcdmprdﬁ d

105 =9vnte>k

‘ﬂnlre el soportn (Nltrocelulosa, Papnl actlvado} Gene Svrﬂen Plus Y-

Zeta Probe ) y los écidos nucléicos.
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sensiﬁilkda

con ellhﬂ&im

menciﬁhéﬁ kqég ‘egﬁos‘“;éghliadogy;o'sdnvdéfinl@iQo b
que con ot;bé'létés de log pa;eles probadas olﬁa)b_
experimenféleg, se :pueda lograr melores ‘regdliéaog
soportes: Zela Probe, Genz Screen Plus, y ‘H{(YﬁieldiisaJ” Sin

embargo los resultados con el papel activade han sido reproducibles y

por lo tanto se puede confiar en sste método.

Con respacto a ia deteccidn de los RNA mensaleros de los
neurcpéptidos, solo loéramos detectar el mensalero para
somatostatina. Debido a problemas técnicos, sn este experimento no se
pudo calcular el peso molecular del ARNm. Estos vesultados cdn(lrman
que  se puede detectar un ARNm que corresponde a 0.01% del ARHm total
(concentracinn del ARNm para Somatostatinz en el hipdtalamo?

empleando un pldsmido como rastreador.

En el caso de TRH (el cual se encuentra en una concentracién
zproximadamente igual a Srif en el hipotdlamo de la rata) no logrames
detectar una senal debido a su baja homologfa con el rastreador.
actualmente  ‘estamos optiﬁi;andp ”agnrvlmés las . condléiones de

nibridizacidn.  Para él,:;sé del mensajero de LHRH, no se detecto una

z2nal dehido debida a sy bajefcdﬁfJﬁ(récibh: de- #éste dentro de el

wiootilamo da” rat g

Z.8eeburg nos. comunicd - aue ton 3us

z:tudios ealmilz una concantracién ménor a 0.0001% de los mensajeros

.
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tetals:. 2orcentsie

‘proponen algunas constderacionés

eumen{ér*ia Sensibilidad del método que utilizamos:

-Emplaar una fraceién de ARNm que haya sido pasada por una
calumns de ollge dT.celulnsz dos veces, y si es posible tres veces.

-fumentar - 13 cantidad de ARNm en los geles de agarosa (ast como
grosor de 2stos .

-Btilizar rastreadores con una alta actividad espec{fica aun
mayor -2 la 9genpaeralments obtenida o sea alrededor 500-1000 millones

cem:ug, ¥ que ne esten contaminados con  nucledtidos marcados no
{ncovrporadas.

~-Emplear vrasirveadoras homdlogas, para poder jugar mds con las
cordicionzs de hibridizacisdn y lavade y ast detectar medor 1a sefal.

~Emelear RHAm marcade como rastraador, aste se puede . sintetizar
20 lerwr el fragmento de AT rastireador en le plasmido Geme,,pbr,, !
mediz 42 palimeraia se sintetiza el ARN complementario empleandd -
ribonucledtidos  marcados  radimaclivameate con  alta ‘actividad
espec{ficsy 1104, [ERERIN L

~En el caso de las “hibridizaciones con oliqonucleétldoé[
racomienda am=laar cliqunu:leotldos mds largos. e

~Zambiar 12 solueidn - d= . Deahart{’s aque sn. eﬁbiéa‘, o la s
“{bridizacién 2or heparina, o bian emplear - agentes - i{ntensificadoras
Ao wibridizacisn come 22 2l davirin sultats. Lo S




APENDICE 1

COMPOSICION DE MEDIOS DE'CULTIVO.

MEDIO M9 (1 litro)’

sales 10X...... 0!

Medio Luria’
MgS0, 0.1 M ......
caCly 0.001 ¥ ...,
Glucosa 50 % .....

: Se esteriliza-
Vvitamina By 0.002% al medio 'y se ajusta el pH=7,4
Casamino”acidos’ 20% : S e SRR

MEDIO LURIA (I litro

NaCl ...vvvnecnne RS
Bacto Extracto de Levadura

Ajustar el pH=7.5 con:NaQH-

MEDIO MINIMO (1 litxo).:

Glucosa 20% .. .
KH, P04

MgSO4 0.1 M.,
NHACI 8% ...,

a‘r}tjés,heﬁ :_éq_i':egar
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1}.- Polimerasa Klenow: -
0.5 M Tris-Cl (pH=7,2)
0.1 M MgS04

1 mM Ditiotreitol Ll
500 ug/ml AlbGmina Sérica:

2) .- . BRI

SO mM - 50 mM

NaCl S i
Tris.Cl pHs7.5- . . 50mM-C10mM . 10 nM 10 m
MgCl, B I Y 10 mM 10 m4 10 m

Ditiotreitol 4 m” 1 1M TmM

N Ty PolinucleStido Cinasa

0,33 M Tris Acetato (pH=7.9)

0.66 M Acetato de potasio

0.10 M Acetato de Magnesio

0.005 M Ditiotreitol .

{ mg/ml de Albfmina Sérica Bovina- (libre de DNAsa)

Composicién de las reacciones B S, . '.;.“’
Enzimas de Restriccién (2)

1 ug de ADN e ;
2 ul de amortiguador 10X apropiado para'la‘énzima
2 ul de Enzima de restriccién e
Se adjusta el volumen a 20 ul

Se incuba 2 horas o toda la noche a 37°C .. °



A

Continuacién de ‘apendice -2

Polimerasa Klenow,

1 ug ADN digeride con una e’nzima‘-r‘d‘ restriccidn,

2 ul amortiguador 10X - L
2 nM de cada nucléotido (dCTP, dG"IV‘P,,‘ TTP):

2 pM del nucleStido radiactivo- (-
1 unidad de Polimerasa Klenow

Ajustar el volumen a 25 ul

Se incuba a T. A. por 30' Qespués se ddiciona EDTA'a 250" mM ‘:F

‘I‘4 Polinucléotido Cinasa,

1-50 pM de ADN desfosforilado del extremo 5°'
10 ul de amortiguador 10X

50 pM de ( 2p) ATP (A. E.= 3000 Ci/mmol)
10-20 Unidades de Typolinuclebtido Cinasa
Ajustar el volumen a 50 ul

Se incuba por 30' a 37°C,
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APENDICE 3.

TRATAMIENTO DE GELES DE AGAROSA Y SOPORTES ANTES DE TRANSFERIR.

ARN

Tratamiento del gel

Neutralizacién del gel

Tratamiento del Soporte

ADN

Tratamienté del gel :

Neutralizacibn del gel "

Tratamiento del Soporte

Papel Activado Gene Screen Plus Zeta Probe Nitrocelulosa

El gel se coloca por 30' en NaOif 50 mM L e y

Los geles se lavan por 10' c/vez

1 vez amortiguador 2 veces 10X SsC 2 veces con B
fosfatos 250mM ph=6.5 amortiqguador —mese
. 1 vez amortiguador TAE ‘ =

fosfatos 25 mM pH=6.5

Activacién del papel Lavar la membrana con aqua. R
Ver texto. Saturar 15' con Saturar 5' con Saturar 15' con’

10¥ssC amortiguador TAE 20X ssC
Papel activado Gene Screen Plus Zeta Probe

Los geles se colocan en la soluci6n desnaturalizante
15' en 1.5 M NaCl’ 30" en 0.6 M NaCl 30’ en 0.5 Na Cl
0.5 M NaOH 0.4 M NaOH 0.2 M NaOH

Los geles se lavan por 10' c/vez

2 veces con amortiguador

fosfatos 500 mM pH=5.,5 : Aoy
1 vez con amortiguador 3 wveces con 10X SSC 3 veces ;:g amor tiguador

fosfatos 50 mM pH=5,5

Se realizan las mismas condiciones que para el ARN

6
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APENDICE 4,

, U ¥/ SOLUCIONES -BE,
PRE E HIBRIDIZACION,

Amortiguador de tran

Gene Screen-?;ns ‘Papel Activado
10x ss¢
1.5 M4 Cloru§9 déj5ddip
0.15 M Citrato trisédic

Amortzguado d fosfato' de sodio

Zeta probe
Amor tiguador TAR

40 mM Tris-base

20 mM Acetato de Sodio
T mM EDTA

Ajustar el pH=7.4 con

acido acético

Soluciones de Hibridizacién.*
Denhart*s 50X

2% polivinil pirrolidona (PM. 40 000)
2% AlbGmina S&rica Bovina

2% Picoll (PM 400 000}

DNA de timo de Ternera :
Se prepara una solucifn de DNA 10 ug/ul , se sonzca
emplearlo se calienta a 100°C por 15',

e mﬁ;éa,amo;t;~é
guador fosfato de sodio y postasio 50 mM, s

5 % SDS ( Dodecil sulfato derscdioY‘*

Formamida deionizada con resina'AGT501
20%  sSC -

* Todas las soluciones empleadds sonjeéﬁerilizadéé.
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