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INTRODUCC 1 fJH. 

Dentro del sistema nervioso central CSHC), algunas.cé!Ulas· 

transmit~n su info1·mación por medio de slnápsis. Es:l~s· ·~lnáp.sls 
, .. _. .. . ,:· '"'.·····_,:.·:·.: ... i .. :/.,''·,.:·.::'' 

µuedt111 ~t11 de dos tipos: Químicas o eléctdcas. Las neUronas 'quo(,' 

1.;dl i¿an s inápsis químicas liberan sustancias solubles, a las 

•t! l~> ha llamado neurotrasmisores CHTJ <il. 

En los anos 6v se reconocen como posibles NT algunas aminas 

~..,mo dopamin.i. 1101·adranalina, serotonlna, o derivados de algunos 

dminoáddo> al acido & amlnobutrfrico CGABftl, el acldo .ispárllco, el 

dddo Glulámicc' la Glicina <2>. Posteriormente, en las décadas de 

lo~ 7ú -1.l•i se han encontrado muchas otras sustancias de orfgen 

pePlldico que podr1a~ ser neurotrasmlsores (31. Dentro de ellas se 

em:uentran los neuropéptldos.que controlan el sistema endócrlno: La 

Hormona liberadora de la Tlrotroplna CTRHi, La Hormona liberadora de 

la Hormona Lute!nlzante y La Hormona Follculo estimulante CLHRH>, La 

Hormona inhibidora de de la liberación de la hormona de crecimiento 

1Somatostatina 6 Srif J, La Hormona liberadora de la Cortlcolroplna 

1CRF1. La Hormona liberadora de la hormona de crecimiento <GHRHJ, 

etc., ¡.¡, 5, 6, 7, Si. También se han reportado otros péptidos que 

no tienen efecto directo sobre la hlpóflslsr como es el cado de 

Sustancia P, y Encefallnas C91. 

tt las células que sintetizan estas sustancias se les llama 

"""' ona~ Po!Pt ldérglcas. Estas neuronas son un modelo Importante a 

oistur.fiar ya que aparentemente dichas células han tenido que sufrir 

'"'drt'eglo~ estructurales importantes a travds de la evolución para 

.,,)dt!r llegar a ~ecretar sustancias peptfdlcas <IOl. 
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La, neurona-; .' ¡.1t!pl_ldér9Lcas de .anima le~ super~ores:prestint.in 

>imilltud .;on alguna• células peptldérgÍca'i da )iitmales' interiores 

'-º"'') e; .il c.iso de . los acoc!les de la aplicia. .l..<1s células 

.:.ipaddad de producir péptldos de relev.incia fl<ilológlca. Debido a la 

~em~J<1nza ~ue existen entre los neuropéptidos presentes en organismos 

filo9>1néti.:amenle. tan separados, se puede especular que en ld 

evoluclon éstas células sufrieron cambios a nivel genómlco, que 

provocaron separac Ión o re arreglos de f ami llas de genes con una 

fun.:lón definida, por lo tanto se P•Jede esperar que muchos de éstos 

pept!dos neuronales provengan de 1.1n qene ancestral. 

pp La neurona peptldérglca tiene la capacidad de producir su'S 

neuropéptidos a través de la biostnlesls de sustancias peplídicas de 

alto peso molecular, qüe agrupan propiedades qutmicas diferentes, y 

qu~ poseen la información para el procesamiento del precursor 

pept{dico para dar lugar péptldo activo. Además, tienen la capacidad 

d~ r t1>P011d11r a sena les inducidas por estimulas internos y externos al 

orgctnhmo. 

La> nl!urondS Pl!Pt idérglcas pueden interaccionar con otras 

n~uronas d<! <!l SNC por medio dé mecanismos sln.is>llcos. La unión del 

neuropéptido a su receptor puede involucrar la apertura o el cierre 

de canales lónico1, ó cambios en el voltage de membrana, ó la 

madi ficac ión de actividades enz imátlcas membrana les como· la de 

adenilato ciclasa, 6 cambios metabólicos dentro da la neurona 

poslsln~ptica (!!), IJer figura l. Algunos de estos mecanismos se 

ul i l Izan también para regular función endócr!na de la 

ad,¡nohipófi>ls, pero en este ca5o las neurona5 pept!dérglcas 

-
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hipotal.imicas hipoflslotrOpicas lque son las que controlan la 

li\J~r"ac1on de las hormonas de la adanohlpóflsls), llberan SU'> 

n~u1ul1urmonas de la eminencia media del hipotálamo a la sangre del 

~i•l~ma POl'lal hipotalámico hipoflslarlo, por el cual lai 

u~ur ohurlll\)nas llegan a las células blanco de la hlpófl'Ols !12). 
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FIGURA t. 

HECAl!lSHOS DE l\CCIOK OE !IEUROTRASlllSORES Y NEIJRIJHODULADOP.~$. 

r\: me·:antsmos pr~sináPticos. !.os inodulador~s po·Jrlan modlfi•:ar 
los siguienl<?s par!metros en ta transmisión slná<>\ica y nivel de l.~ 
presinapsls: !l >intesis del tra.nsm!soi-, 2lalmacenamien\o del 
transmisor, y 3lmec1nlsmos de neurosecrecióo.. '!a sea a lnvés del 
control del potencial d¿ membrana, cambios en la permeabilldad de la 
membraná al calcio o por modificación directa de los mecanismos de 
secreción. 

B: mecanismos postslnápticos. Los m~canismos de acción de los 
neurotransmisores svbre la p(;'s\sinapsis se restringen a la 
modificación de la conductancia de la membrana a lones-espec(t!cos 
!transmisores ionotróplcosl o al 1ncrementode la actividad de la 
ad.rnildcla;.a -.ue lleva a la elevación de los niveles de proteínas 
f.:isfcriladas ltransmísoi-es metabotYóptcosJ. En contraste, los 
ni!urcmod•Jladore; a:t!Janu s-:.l;r.¡ la Postsinaps!s modificando la 
accesibilidad del r•;eptor a su transmisor por alteración del número 
de rec~ptores o cambio d<:i su localtzac:ión ., moditlcaclón de la 
afinidad del receptor Por el transmisor. Un neuromodulador también 
podyta alterar los sistemas de decod!f!caclón de la lnformadón 
transmitid~ q•~tmtca11ente. 

C: !llecanlsmos no slnáp\ kos: 1Jn neui-omoduladoY pQdrta desempena,.. 
~n pap2! importante 1n ll regulacllon del estado lnteYno de una 
ne~rana i través del control de la concentra~lón de ~alelo libre en 
la "'rminal ner.,lcs~. control >:le la con·:~··tr<ción de mensaJ¿ros 
secundarlos co"''' !os -,,,·:leót!dos c!clicos e''º" le control de la 
a~tivldad >:le la bomba de Ha+ y K•. !ver ret. l!l. 

-



HETABOL!SH~ DE LA NEURONA PEPT!DERG!C~. 

sobre el func:io~a~{~nÍ.cfá~\~ iÍeufona 
'". - ·, '·• 

lo que se .. sabe d~,.·· aí~~ri~'~ ,ne1Jronas 

estud.lada'5 C; :; :w:~~~ <n~~1;6rias 
. \;' :,.~ .:·:;'.{'". : . . '/.··· 

Los conceptos acluales 

pepl!dérglca de provienen 

po.plidérgicas extensivamente 

vasopreslnérglcasl o de células endÓcrlnas 9ué:séfrelan péptldos >(p. 
: ~ ::. ~,. ::.': ~: .. : .: ._:.' 

e. Insulina>. 

Los genes de los neuropéptldos son pr!merame.nle tr.anscrltos por 

la pollmerasa Il dentro de ~l nucleo de l~ célula,· antes de salir 

al cltoplásma el ARN precursor es procesado a un ARN maduro. 

Posteriormente en el citoplasma el ARNm es traducido en los rlbosomas 

del retículo endoplásmlco rugoso. El precursor del neuropéplldo 

quien en algunos casos llene la Información para más de un péptldo, 

es transportado de manera cotraducclonal dentro del retlculo 

endoplásmlco rugoso. En este proceso, una extensión de 20 a 30 

aminoácidos que posee el precursor de el lado N-termlnal es eliminado 

(péplldo senal que poseen las protelnas de membrana o que van a ser 

excretadasl, este corte ocurre en el extremo carboxllo terminal de un 

residuo neutro como alanlna, serlna, clste!na y glicina, pero no se 

ha caracterizado cual es la enzima que reall:a este procesamiento 

( 13). Sin embargo se sabe que es una enzima microsomal ( 14> que 

actúa cuando ~l pre-pép\\do entra en las cls\e(nas del retlculo 

endoplásmlco. La Prohormona o precursor pepl!dlco del neuropéplldo 

activo, es entonces llevado al aparato de Golgi en donde es 

prot:blemenle modificado <9llcosllaclón) y procesado (151. Es 

probable q•Je ~l pro~e>am!enlo ocurra también en los gránulos 

s~cretorlos durante el transporte a~onal. 
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Los neuropeplidos dentro de ·la prohorrnona en la mJyor!a.de los 

casos se encuentran delimitados por un par de aminoácidos básicos Lys 

~'º ilrg, p3ra realizar e 1 procesamiento se Involucran dos 

actividades enzimáticas parecidas a la de Tripsina y Carboxlpeptldasa 

B 1 lo. li1. La primera corta al precursor en el ex.tremo amino terminal 

d.:I péptido d~Ja uno o dos a~!noácidos básicos en el exlre~o 

carboxiterminal, los cuales son eliminados por la segunda enzl•a· 

Además de la ruptura de los enlaces covalentes, el precursor del 

peptido sufre ·1aria~ modificaciones para que el péplldo sea 

biol·nicame!lte activo. IJna de ellas se encuentra en el extrelllO 

e-terminal, donde ocurre una amldación (18!. 

han demostrado que un residuo de 

Algunos Investigadores 

glicina en el extremo 

carboxiterminal del péplldo en el precursor sirve como donador de un 

grupo amino en la reacción de amldación. En esta reacción el 

ascorbalo sirve cOlllo cofactor , y tanto el cofactor como las enzimas 

se han localizado dentro de los gránulos secretorios. 'In vitro' se 

ha d~mostrado que las amidasas catallzan la oMldacldn del residuo d~ 

glicina dentro del péplldo para producir el péplldo amldado, 

glioxalato y agua. En lodos los casos de péptidos amldados, en los 

precursores se encuentra un residuo de Glicina entre el péptldo 

activo el par de aminoácidos básicos localizados del lddo 

e-terminal del péptido. 

fJh"a modificación consist'l en la cicllzacidn de la glulainlna 

H-terminal en una forma p!roglutamil 119!. No se han caract11rilad" 

la 'lnzima que cataliza esla reacción, y parece qua podr!a ser una 

r'lacclón e~ponlanea. 

6 



Además de la ciclizaclón pueden ocurrir otras modificaciones 

H-tl!rminales como acetilación ¡a( HSH endorfinasl provocadas por 

d1..~lil lransfer.asas Dentro de el péplldo pueden ewistlr 

m•)•Hficacl<.>nes como metllaciones, fosfoY!laciones, y sulfataciones· 

,¿o;. En la figura 2 se puede observar en forma esquemática 

procesamiento que sufre un neuropéptido desde que se slnletila en el 

nucleo, hasta que se almacena en la terminal nerviosa para ser · 

liberado al espacio sináptlco. 

Es interesante muy compleJo el procesamiento de los 

precursores de los péptldos. Pará que esto ocurra intervienen muchas 

enzim;s especificas eri · cascada aún no es claro cuales son los 

factores que regulan el procesamiento; lo complica aún m~s el hecho 

d~ que puede ewistir procesamiento diferencial dependiendo de la 

'élula de que se éste hablando. Una vez que el péplldo es 

incorporado en vesiculas por el aparato de Golgi, es transportado al 

axón t almact1nado en el botón sinápllco. Como una respuesta a un 

ttstlmuh.i éste péptido es liberado al e5pacio slnáptlco por 

l!XOci tósb. 

Fuera de la neurona los péptldos activos son lnactlvados por 

de91·ada~ion o captura. Tanto en el espacio sln~pt!co, en la membrana· 

n~uronal, asl como en la sangre e~isten enzimas capaces de degradar a 

l•~s Muropépt Idos de ~sta manera ter111inar su acción despuE!s de su 

interacción con la célula blanco. 

7 
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EL H!POTi1U11iO '( su RELAC!ÓH con.¿,, ~¡pórís'1s 

:: : ::'.'.·,::::~~1i~~¡;~~l~~~~~~fü~ilª~iti:tf:~i1i~'.~~~".::::) 
~,, .. 1.i1.in .. , d~r~·.ii~~'~U:i>or' ert1~Faióé.\.eí:1il~~¡'h.{,¡;º;;5ª a1v1dé'iui 3 

:::::::.:~: ::::::'·::+:~t~i~&;Z'.;~;,;~tj:: ::::~· :::::::: 
mdmi 1<1111s, y nud110 posf.¡rior7· .E,st()s. nú~le,os son sit los con mayor 

.. u111;.,11lrdc!Ón J.¡ ~u.:rt>OS. neuronal~S,. 

Ahiun.i> d11 lds >Ustanclas producidas por el hlpotn.imo son 

li!J~r add> 1111 1<1 tlmlntincld media donde son colectadas por c.ipilares 

t>drd posteriormente ser llberadds al sistema portal y ser 

transportadas a la adenohipófisis. 

En las figuras 3 y ~ se presenta un esquema de el hipol~lamo 

dentro de el cerebro, y la relación anatómica hlpot~lamo hlpóf lsls 

1"'P"cl1 vamente. 

El hipotálamo constituye una región pequena dentro del cerebro, 

Pt1ro interviene en la regulación de muchas funciones del organismo 

cvmo son : el balance hidrólítlco, en secreciones Internas, en el 

m11labolhmo de azucares y grasas, y P.n la regulación de temperatura 

'-v•t>Ordl. Por media de leslon~s o ~stimulos a ciertas reslones del 

liitJol.álomo se l1a comprobado que. éste interviene en la regula.ci6n <:le 

la~ flJnci ones an les mencionadas, ya que al producir esld• 

dllP.racio:>nes, el funcionamiento metabólico del organismo se altera. 

9 



E1. k., dnv> Sv ·s s~ postuló que el hlpolálam.o P.Jer.c:e <in control 

o · "irou~ is' ·'anterlc?~· '•ª l 
seo dar s•Jstancias q1Je acÜvarí o lnh~ben mecarilsmbs de ·Í1iier.ad16n' di!. . . 

sobre ta ad11nohlpóflsls 

las hormonas de la hipóf(sls~ 

Las neuronas peplidérgicas que slnleltzan y secretan las 

neurohormonas hiFoflsiotr6plcas integran informaciones tanto internas 

cumo ~~ternas y modifican el funcionamiento del sistema endócrina de 

dCUetdo a las necesidades del organismo. Sin embargo, estas neuronas 

nv .ulo •e encuentran en el hiPolAlamo, además se localizan en otras 

regiones de 1 cerebl"o del organismo en general, en donde regulan 

dlf~r~ol~~ funciones. 

Ld• n~u1onas hipoflsiolr6plcas son parle de una familia de 

11~uruna~ peplldérgicas que regul~n numerosos procesos, secretando una 

9rdn variedad di! neuropéptldos (Sustancia P, Encefallnas, etcl. 

10 
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FIGURA 4. 
ELEMENTOS FUNCIONALES DE LA UNLDAD DE CONTROL HlPOTALA~O-HlPOPlSIS 

Dos tipos de neuronas estan involucradas en la regulac!on de la 
hlpó(is!s anlerlór Los nümero1 3 y 4 representan a neuronas 
pept idérgicas, que liberan hormonas en los r.api !~res del sistema 
porl3l hlpof!slarlo. Estas neuronas secretorias combinan su función 
de teJ!do excitable, con su función secretoria . Debido a esto se 
les llama traniductores neuroendocrinos es decir, convierten la 
!nform~clón neural en Información hormonal. El número 5 representa 
una neurona análoga ' función neuronal clásica supraóptlca 
h!pof!slarla, est.:> son las responsables de secretar vasopreslna. 

En los números 1 y 2 se presenl~n neuron~~ que se encuentran en 
todo el cerebro y que liberan monoamlnas. Esta pueden Interactuar 
con las neuronas peptldérglcas ya sea en el cuerpl neuronal o en la 
terminal n<'ndosa. <Relch.\ln s., B~srlessadnl R. J., Hartln J. B., 
The Hypothal.:mus, ,vol. 61 Ed. Rave" Press, 1978, Neu York. pp, 6) 
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,,,, 

Gulllemln t 

La di•trlb•Jdon d~ las nl!unJnas que sintetizan LllRH dentro del 

SHC se han localiudo mediante el. uso de técnlc.is 

inmunohlstoqulmicos, con anticuerpos dirigidos contr.i los extr<!mos y 

parto. central del LHRH. Se ha detectado LHRH en varias reglones del 

hipr,lál~mn: n•ir:len vP.nlromedial, nucleo paraventrlcular, y eminencia 

m"di• d1Jnd., '" ""~•Jentra más i:oncentrado. Fuera del hipot.ilamo se ha 

J~l-.ddd•J en ~·Jrlela, arad preoptlca, paraolfator!o, amlgd.ila, Y 

;"t>l•J111, lla11da medio basal de Bro•:a i24i. H•.c•:h•JS d~ los ax•)O<!S de la~ 

neur~'ª' LHRH~rgica' desembocan en la eminencia media. La mayor 

part" d<! los cuerpos celulares de éstas neuronas s~ encuentran en el 

ar11a preópt ica. 

La hormona liberadora de la hormnna lufclnlzante y folículo 

estimulante es sintetizada en el soma neuronal, vla mecanismos 

Primeramente se sintetiza un precursor de alto peso 

molecular que posteriormente s .. procesa al péptldo. 

1 3 



Lcis Pl"imero~ e'studi>Js 1obre el precur1or de LHRll fueron 

Hlllar con anticuerpos dlrlgldos a la parte 

•:entra! de J.HRH i25i. Por medio de radlolnmunoensayo detectó 

lracc1ones inmunoreacllvas en eMlractos de hipotálamo de carnero, la1 

i1·acc1•:.nes fueron separadas por una columna de filtración moleculat·. 

EmPl<:!andu esta metodologla caracterizó dos picos lnmunoreactlvos, uno 

<.urr .iwundid a LllRH 1 otro mayor de 5 000 daltons <dl. l\I tratar la 

ultima lt.icción con trlpslna y carboxipeptidasa B observaba que la 

i11munur11actividad aumentaba. Goutron empleando la misma l!Slrategta 

1111•.•Je11tra dQ> pkos de alto Peso molecular que corresponden a 18 000 

1 28 Oüv d i 2ci 1 • 

Estudicis posterior~~. de G. Fink <27J empleando traducción in 

vilto <:!11 shtemas libres d.; células e inmunopreclpitac:lón, det..icta 

u11d ptotelnd dPdn111t11mente precursora de· 26 000 d. Por otro !.ido en 

d lallur.itori<l emplendo la misma estrategia encontramos un precursor 

de SO üüü d, posteriormente se vió que era un artefacto; producido 

pur inmunopreciPitación inespec!fica y que probablemente era también 

el caso del precursor de Fink. 

r.ecientemente Seeburg con técnicas de biología molecular aisló 

el cDNtt que ccidifica para un precursor proteínico de 10 000 den 

~1c1 ..... 11ld humdna 1281. Ulllizando el mismo rastreador en un banco de 

~~Htt dt< hipotálam~ de rata encontró un precursor Igual (29i. La 

~ilructura del cDH~ encontrado por Seeburg presenta el slgulent~ 

arreglo. 

Ser LHRH Pép t ido 

14 

5 ---------ATG-----l------------Lls-Arg--------------Lls-Arg---TAA----------3'polyA+ 
Ser tríptico 

S~eburg postulá que el péptldo triplico que se encuentra con el 

m•n~.ij~ru para LHRH podr!a ser el factor lnhlbidor de la liberación 

de !'rolactina. 



15 

La 1 ibt!>'ación del péptido LHRH parece esl~; controla~CI po~ las 

it -.u vl!t LHRH Junto con, las hormonas esleroides conl~olan 
. "-/~ :· 

1 d lll.J~r ddón dt! LH y FSH qÚe son las hormonas 9onadotrópicas. Con la 

iult!rac.:dón di: éHas hormonas se forma el e Je 

hiput.ilamu-hipóf i sis-gonadal. Además de es tas hormonas otros 

~~urutrd'>ml1url!> int11rvienen 11n la liberación de dicho péptido 

1Huradr11nc!lind, Dcpamlna1 i31i. Las neuronas que sintetizan estos 

n~ut ult'dt1>misor11s parectln estar afectadas por los niveles de 

01sl11• oid11> 11n la c.:irculación (321. Otros estímulos externos que 

tdmbit!n aí11dan 111 metabolismo de LHRH son: luz, olores, estimulaclón 

dt!I ~t!rvi~. St! hd re~ortado la eKistencia de peptldasas en la 

h1póiisis, q•Jt! degraddn al péplido después de ser liberado. La 

regulación de la accicn de LHRH en la hipóf lsis esta regulada por los 

.islrogenos, ya que a concentraciones elevadas, se desenslbilizan tos 

receptores de alta afinl'dad para LHRH i33i. 

Lus efectos más estudiados para LHRH en los organismos consisten 

'"' ~u dcctón regulatorla en el ciclo estral. Este péptldo controla 

la libe~ación de FSH r LH en la hipófisis su 1 !berac Ión las 

~·Jale~ S•)n Indispensables para que se lleve a cabo la ovulación. 

ldmbien s~ le post•Jla como polenciador de la conduela sexual en las 

f1t:n.u• ª'• Yd qu01 en la lordósis de las ratas los nlvo!Gs de LHRH e1. el 

n~cleo ventromed!al se encuentran ~levados. Además se observa qu~ 

los niveles de LHRH aumentan con el coito en los animales de 



Un f"JOfo) muy lmpodanle c'onslsle en que el .LHRH se·delecra .. en 

al las concrrnlraciones antes del nacimiento,; pa~a dls~ln~lr:.~1· nacer y 

J1Jm11ntar nuevarnente en la pÚbertad !341. 

16 
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En lus mamíferos se encuentran las mas altas concenlracione,; de 

TRH en la eminencia media del hipotálamo. Se han deleclado por medlo 

de inmmunohisloqulmica terminales q.ue contienen TRH en varios nucleos 

del hipotálamo como: paravenlricular, dorsom~dlal, supraqui~smálico, 

región perifornical e hipotálamo basolateral. (ldemás del hlpo!Alamo, 

el T~H se encuentra amplicamenle distribuido en el cerebro, se le ha 

detectado en lóbulo olfatorio, nucleo acumbens, tallo cerebral, 

medula espinal' la glándula plneal I ele (38i. Se han detectado 

cuerpos celulares a TRH en nucleo perivenlrlcular del hlpolálamo y 

medula oblongata. 

El entendimiento de la biosíntes1L de TRH produJo una gran 

pol·emica debido a que se postulaban dos tipos de biosíntesis: vla 

enlimalica Y vta ribosomal. Por comparación con otros factores 

liberadure> del· hipotálamo se creyó que se sintetilaba en los 

ribusomd> a partir de un precursor de alto peso molecular.· Por otro, 

lddo d~l.JiJu d su \amano lan pequeno resultaba más fácil pens~r que se 

Pr)dr l~ >i11t1!lllar ~ntimáticamente. Finalmente se damoslró que la 

l.Jiu>l11lt!si> se r>ialilaba a través d-. la v!a Ylbosomal (39J. 

17 
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. . . 

En 1-;a~ R. Rich~.lú í4vir~port.i l.d s!;!t:.~ú~i:i:i .Pdrdal del éf~¡ 

llt "1.ur .. 01 d.: fRH, .;ti~.J;f~rado en u~:~i'O:io~;¡ .'di! ~ni¡~t; de Id ?i~l di? . . ·,_·;.;:-

w1u,;u,; leavi'>. E·Ú~ ·l:'DN~;.,:iJdi1á~J"~r.:i 123<anilnoái:ldos 
. ;:X' .:; - :.:>:·:::~~~ ':~. ,:·_~:~>~:: :·.-_ ., ·<·:i':?-~'.:_,:,·_ , . . ~, 

"11'-'J"11lrd11 tr~'> ~..;~'í¿~ Úé(núj en )a ,~ecuenci.a; 

:·.:.\· .. ·' .- ~- .; 

Pdt c1 TRH 1.J¿,, 

!ds hormonas lÍ1'oldeas de la 
-~ ;:- ' ,' 

t ir ulrupind 1 TSH1 para· controlar la liberación de TRH del hipotálamo. 

Hdema~ ~" sabe que existen aferencias nerviosas que regulan el 

i•J11do11c1mhrnto d~ la neurona a TRH y que los neurotransmisores que 

inte1viene11 en id regulación de la liberación son entre otros 

dupamlnc1, histdmina y serolonlna (431. 

El efecto de íRH ">obre la hipófl">I'> consiste en liberar TSH 

d1or 1W.Jl\d 111.Jtiradora de las hormonas tiroideas! y Prolacllna (441. 



ttd~m.i• ,e h.i ;eporúdo:~ue ;llene ~~c~tli,gtl"~~ ef~clo~ eri':;i¡ SllC 

,_._,11,... <:omu ·· ¡u~~nt~r eí[j~&~~b'Í~ d~'{a{~~'b1~m1:nti(qs¡ ,' 1}be~.s~16~ de 
: ',' ._; .• ' -- ,,., . " . --; ' ' .. ' '. : . . .~ ' .. ::; , . ~-,' ," . ' - :;. ¡·,' 

'.'.~:::::::i~i·~~1t~i:~~~t¡~¡~~¡~,lit~~~~¡[~~~~ltr:~'.'. .· 
J,. .:orl~id (.¡¿,¡;':;:.,,, . . ·.,.;::<:~.'';.•,c:;;c•t'.'.Ji,;, '/"'''·~···· .. '··· \;; -;~(•,···' 

., ., ::'·.'._~. '.·-.:. (:;-~:::·~·~:::.:; ·-;-.. ,· ··- ,-~f.~·«·.:·.... ~-¡ '~{·f~);. ·--''<:~.:,' _::;." -;:.{~;'.\'.!, 
.-;.·.·' ·--"-~~,~~~:~:-~~;[:;1-~¡h:¿;;~-:;-,~>~ . , ...... \h?;,,;é ,";_:: - ;: ":;~'.~:'~- - -::·-·>.· . .;, 

~-\·-:·;::;,.;;_·; ·.;~,"-~ 'l .' - ::.o.~),_2-_;._·::,:~-.-.-{ '.';:::,. - ~Y;.~~ '• ·,· ~;lti_:,:.•.~'.~:.~~ Xi~·-:3:¡:1 -~',:' ':'' .:, ·' ·.) •j'. -;·.;.. ,_ '·- . 

T dmlilifo ·:~~'¡Fi1;{: ~~~6h~ii~c; ·.qJ~'., ~ TRHC'i por. i;';'~f>1i¿á~1anes 

mi .. 1 uionlof.oréúih'i~.:~:ji~~·~'ff i:: a¿~Í¿~·,:~Hfai'i;;i: a~~,~Ú{if;.·~01illc1. 
- ·;~-;-,,-~, ;._ 

ti1• 11ti~• ondsc~~t\J¡lti"s '(4ai. ·C~~n¿o se ádminlsl~a il rRH~;·;rt-"~ivo•, 
incr·~mt!nl.i Ú~.:Ú\lt~ad mol~rcl espo~tc1neá (49i, y redu~e ~l u:~po di! 

Dti olr.:i lado id , TRH se encuentra . localizado en lermin.iles 

lltir viu•d• dtl dondti se puede liberar por estímulos depolc1r!lantes de 

mc111tir d dt!Pl!ndbrnltl de Ca++ y coeMhten receptores y mecanismos d11 

i11c1divddon o!Sl'l!Cíficu~. 

Dtlbido d lc11 cc1~acler1st{~as que presenta el TRH se la ha 

µo~lulc1do cuino·" · •. n~drofr~nsml sor además de ~u acción 
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Rmpleando sistemas de traducción 'In vltro• se demostró que el 

precursor de la Srlf llene un peso molecular de 15 000 - 16 000 d 

(56l. El precursor peptldlco contiene dentro de su secuencia la 

Información para Srlf 28 y 14. En el laboratorio se determinó para 

el Hipot.ilamo de la rata un precursor peplídlco de 15 000 .d Y su ARHm 

que esta compuesto por 550 pb (57l. 

Empleando un cDNrt de pancreas de pescado se aisló y secuen'ctó 

una clona de cDHA que codifica para Srlf 14 humana y ésta presenta la 

siguiente estructura (58). 

S'---------.---(pre---SS-28H SS-14!-----,-poly A 3' 

El procesamiento del precursor pept1dlco da lugar a la Srif 14 y 

la Srif 28. Este ~ltimo es un precursor de la Srif 14, pero además es 

secretado intacto y posee funciones fisiológicas similares a la Srlf 

14. 

En el hipotálamo la somatostatlna es liberada en varias 

condiciones fisiológicas como: ayuno prolongado, y stress f(slco. ·Su 

liberación y aparentemente su b!os!ntesis está afectada por la 

concentración de GR (hormona de crecimiento>, Somatomedlnas C y 

hormonas tiroideas (59). Además de estas hormonas, se ha visto que 

algunos neurotransmisores regulan la liberación de Srlf <Gaba, 

Peptldo !Jasoactlvo lnler,t lnal, Heurotenslna, Helatonlna, Dopaminal. 
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Además de lntilblr la liberación de la hormona de erecillltenlo, 

inhibe la liberación de TSH Inducida por TRH C60J, 

Dentro de sus funciones endócrtnas fuera del cerébro. Úiht,be ·la 

l lberaclón de 9luca9ón, e insul !na. 

Como en el caso de TRH y LHRH, la Somalostatlna es probablemente 

un neuromodulador en el cerebro ya que llena numerosos efeclos 

neuroqu(mlcos, electroflslológicos y sobre el comportamiento. Además 

existen receptores, se puede liberar de terminales nerviosas por 

desporallzaclón de una manera dependiente de Ca++. 
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OBJETllJOS. 

El obJelivo principal del grupo del Dr. Jt!an Lauis Charll 

consiste el estudiar los eventos que· ocurren en la nl!urona 

pep\id~rgica, desde el momento que ésta recibe.un estimulo positivo o 

nesativo ineurolran'.iml.sor, hormona, péptido, etc.) hasta que se 

produce la respuesta. Involucrados en esta respuesta se encuentran 

lo~ mecanismos de : biosintesis, compartamentalizaci6n, transporte en 

el axón, liberación y degradación 6 captura de los péplldos 

sintetizados en el soma neuronal. 

El objetivo principa~'-de .este trabaJo consiste er( optimar un<i 

estrategia, que nos permita .. abordar el estudio de la bios(ntesh dt:J 

los neuropéplidos en las neuronas peplidérgicas. En especial los 

. péptidos LHRH, Somatostatina y TRH. La técnica de 'Northern• no, 

permite determinar el peso molecular de un l\RNm específico, y 

rulizar estudios.cuantitativos de ·dicho ARNm. Con esta informacion, 

~!:! PUedt! tener. una visión de los cambios que se producen en la la 

~xpresión genómica del péptido a estudiar, y asi determinar como la 

neurona peptldérgica responde a efectos ektracelulares. Pretendemos 

·Pot· medio de esta información inferir si la respuesta activa 

mecanismos de la maquinaria transcripcionat, traducclonal,ó 

posl-lraduccional.· O bián si solo se activan mecanismos de liberación 

del péplido que ha sido sintetizado con anterioridad. 
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cSíRAíEGlú EXPERIHENTúL. 

Dado que el obJetivo de t!ste lrabaJo es·e1· ,de desarrollar un;i 

metodolo91a adecuada Para el aislamiento de ARNm espec!tlco CLHRH, 

SOHttíOSTATINA. y TRHi. se decidió utilltar la lécnic~ de 'Horlhern•, 

!a cual nos Permite identificar y caracterizar algunos parámetros 

moleculares de cualquier ARN mensaJero. 

Cabe mencionar que ésta técnica depende tundamentalmentl! de los 
siguientes parámetros: 

11.- Sonda especifica que Permita rastrear de la poblacio'n de ARN 
mensaJeros el de nuestro interes. 

2i.- De la concentracón,del ARN mensaJero específico. 

3i.- De las condiciones de hJbriditación. 

La estrategia experimental que a continuación se describe llene 

como obJelivo el evaluar cada uno de los Par~metros anteriores con el 

i In de obtener las condiciones óptimas Para estudiar los ARNs 

nut!,;tro modelo t!XPerlml!nt.il. 

mt!n,;aJt!ros dt! LHRH, SOffATOSTATINA y TRH de la rata, la cuál es 

somete 
mt!nsaJero Poly A++ Pdra cada prueba, el cuál se desnaturaliza, y se 

fr·a.;clón poly il++ t!s decir el ARN mensaJero. St! emplean 20 ug'de ARN 

~rimero se aisla l!RN tola! de hipotálamo, y se sepan !.i 

1'l<l!ecular. 
es con el fin de separar las Poblaciones de hRNm en base a su peso 

desnaluralllantes (hidróxido de mel!l mercurio ó tormaldehtdo). Esto 

a electroforesl~ en gel de agarosa,· empleando agentes 
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~ost~riormente el ARNm es transferido por capilaridad a. un 

SOPOr!e DBH o papel activado con grupos dlazon!o, 

Nitrocelulosa, Gene Screen Plus y Zeta Probe1. Una vez que el ARN 

-.sta fiiado al soporte, e'i hlbrldllado con el rastn!ador especifica 

1ol1qonucleótidas slnt~tlcos ó plásmldosl, el cual previamente ha· 

sido marcado con Isótopos radiactivas ¡3Hl y /t1Pl. El análisis de l¡ 

hibl"idizacion S'i! realiza por autoradiograf!a del soporte, donde sa 

encuentra el ARNm hlbrldizado con el rastreador marcado. Además de 

~1 ilRN problema se corre en la misma electroforesis, controles de 

pes·~ molecular, con referencia a estos podemos calcular el peso 

molecular del ARN mensaJero que hlbridlzó can el rastreador 

•>Peclfi.:o. Estos controles de peso molecular IARNs rlbosomales de 

Eucariontes, ilRNs ribosomales de E. col! y p8R322 dlgeddo con Hin 

111 no son transferidos ni hlbrldlzados, sino tenidos can bromuro de 

etidlo directamente en el gel y observados con luz ultravioleta. Con 

ellos ~odemos tratar una recta que relaciona al logaritmo del peso 

n101'!t.:ular con t!l Rfn dl calcular el Rf de la muestra, nosotros lo 

podemu> Interpolar dentro de la grAfl.:a para conocer el pe~o 

mol,¡o;ular· de nutlstro ARH mensaJtlro. 
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HI ílITP1Ml ·DE .. RCEOOR . ¡ Extracci6n: Métcxlo Hidroclciru.ro de Gunnidina 

ARN !'HISAJERO POLY A l · Desnaturalización de Amn 

ELECTR!FORESIS EN CCMJff ICXIES DESNA1UR/\LIZPNTES 

l 
TRNJSFEPBICIA DE PRNM A smlRTES 

(PAPEL DB.'I, GENE SCRErn PWS, ZETA PROBE, NI'1'RCCEllJiff) 

l 
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Marcage de plásrnidos ¡;or 

Nick Translation' 

Marcage de .oligonucle6tidos 

sfuteticos ¡;or Quinacidn. 

HIBRIDIZACHll In AAN-1 mi EL RPSTREJllXlR 

1 
PJJTOPADICf.PPFIA 

lavado para el.iminD.r el rnstreador no 

hibridizado. 



MATERIALES Y HETODOS. 

t.- PURIFICAC!ON DE PLASHIDOS. pBR322 1 SR!F-pBR322 1 TRH-pUCS. 

En la purificación de plásmidos se emplean diferentes cepas, Y 

el mismo medio de cul Hvo que solo varia en los requerimenlos 

específicos para cada cepa. 

Cepas empleadas: 

p9R322: E. coli GH31 <treo-, leu-, his-,Thi-, str+ 1 tac-:1 gal"'..) 
Srif-pBR3221 E. coli HPlOl (pro-)· 
TRH-pUCB: E. coli HP101 (pro-> 

1.- Amplificación de los plásmidos 161), 

Las· cepas transformad-as con el plásmido deseado se inoculan en 

medios de cultivo con antibióticos de selección,· a una concentración 

tal que permita~¡ aislamiento de colonias provenientes de una sola 

bacteria. De esta manera se evitan contáminaciones con bacterias que 

no c_ontengan el plásmido. Los antibióticos de selección empleados en 

estas purificaciones varian de acuerdo con el plás~ldo. En el. caso de 

pBR322 se empleó ampicillna 100 ug/ml·y tetraciclina 7-20 ug/ml, para 

Srif-pBR322 y TRH-pUCB se usó solo ámplcillna 100 ug/ml. 

Se hace crecer un lnóculo de las bacterias transformadas, en 10 

ml de 111edlo luria <ver composición de medios de cultivo en apendice 

l) más el antibiótico de selección; a 37 'C con agitación toda la 

noche. De este medio se loman S ml para inocular un litro de medio 

de cultivo de amplificación: medio K9 + 10% de lurla, los 

requerimentos de la cepa Y· el antibiótico de selección. Se incuba a 

37'C en agitación, hasta alcanzar 1 unidad de Densidad óptica a 

660nm. 
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En este momento se le adiciona. l mi de casamlnoác!dos al 20X, 0;5 mi de 

glucosa al SOY. y 50.ml·de lur!a, y sedeJa 30' m~~ elculllvo ,en 

i ncubac!ón. Par~ ~eal,,lia~; l~ ~~'¡,¡¡',~~~bló~·~~~ ~~z ~ue se te~min~ e 1 
'"'···.'.'.<.~: .. _:. - ',·'.·: ·-,,,> ·~:·~,,'::- ::_:. -:. _.: ~~;>;~; .:~, -"' . --:·~-~-. 

t lempo de crectmlehb.dé 5,la1s'ba2tedasic~e adicloiÍa'20Cr"ln9'1de'clóFántenlcol 

por. 11 tro de c~ltit1i'::~;~:t~~;~~9¡~~(,~'.~''.~.~1't1_~~\~~~f'.~1i~.':3?~2.~~ i~h~clón~···· 
, "'::';. "-·- ;:<.-<\···.- .· - . :¡ {\~.~:.~_r .:-.,·· .. '::-·:::'. :· :·;~_·,~tt~·~h~-> ,,_,, __ .. ; 

2,."' t ts h ii~ fa~ ~~1uí.1~-r''!9·~t~a~'i:1ó~'.·J¡{i·;~U~~icic;' d:d::/ 

Se centr 1 tügan las •• cjf Ü1 ~~ ;, ~ 7. 000

5

r;m·· !B:~c'~~a{•j2"221,f;f~(~r 
·::· 'º' 

JA14)) por 15' a 4'C.; se obllene urra pastilla que se 
' ~ ·:.~~<:~:_: :>~ :_~ 

!OmH; es Importante disgregar completamente las cdlulas,é~;el1ri~ad6 

para ellmlnar todos los productos de desecho de dslas. sé; rii~óléétan .· 

nuevamente las células centrifugando las cálulas a 7000 rpm"'¡,' 't:i~\ ~'a 
.o..:·.---" <'·-:"'~ '- _,: -~ .. -- ·_e~. 

4'C. En este momento se proc.ede a realizar ... la;·Jlüs .. C:eTular1 

empleando los siguientes pasos: <todos los reactivos e.~tan; ~'l~~Zfados 
para un litro de cultivo) 

-Congelar las cdlulas colocando el tubo en hielo seco/etanol por 
15'. 

-Resuspender totalmente la Páslilla de cálulas en 10ml de una 
solución de Sacarosa 25X, Tris-He! 50 mH pH=S, EDTA tmH. En estos 
pasos es muy Importante disgregar completamente la pastilla, para 
obtener lisis completa de las células • Se mantienen los tubos con. 
las cdlulas en hielo por 30'. 

-Hanllenlendo los tubos en hilo se les adiciona en este orden 
las siguientes soluciones: 

-3 mi de EDTA 0.25 H pH=S.O, 1 mi de llsozi11a !Sigma> :!ó'aíg)i\1 
disuelta en Trls-HCI 0.25 H pH=S.O, 1 mi de RNAsa <Sigma) . 10; :119/ml. 
disuelta en acetato de sodio O. l H pH=5 EDTA t mH !previamente 
calentada por 10' a SS'C) para eliminar la DNAsa. · · ·· 

-Se mezclan los tubos suavemente para no 11 sar los e~fero~i"~•·tós 
que se han formado y nuevamente se Incuba 30' en hielo.,_·:: . .: ..• ~ · 

-Adicionar 3 mi de mezcla lítlca que se compone de: 3 mi de 
Tritón X-100 al IOY. <Sigma>, 75 mi de EDTA 0.25 H, 15 mi de Trls-HCI 
1 H pH=S.O más 7 mi do agua. 
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·. :· ··.·-. -

-Suavemente se me%c\ an los tübos para n() 1·óm~er · eÍ. llDH 
cromosoma! y de esta mane•-.1 e~ posible éri )os pasos, ,si~uieHes 
obtener una pNparaclón limpia de AUN cromÍ:Íscmal;:.~:Evo'eéesado 
mdntener lo~ tubo$ en.-hielo· 30 ··~ ~· -~;j~Y ,,:_-~(~-: · ·>-.•. ' .'··~«~<· :-' 

di lui;Te~~in::\ul~ó~~cu~~~i·~~ ·s~adl~·!~º:1;1~~~;~!~~ü.2·~ft~j}~~~m:h~~ ;• · 
densa. ··. ·. > ·. ' .. ••. · .· . · ~e ic é':C:~·.;,;·'.,: •<, .. ,., 

-cent~i fugar .ita ooo rpn\ <rotor ·JA268eck~~ni14~;~,';f{;r.~··: . 
o'.:.,--o·•- "· .,<"' .., 

-Decant¡r el ~.;M~tjaáa11·r~·;n'~rob~tas. 9\;ad~¡d~~;di~tá~'fi¿~; .. es 
necesario que 'este" paso sé reance rápidamente pero/(in móÍter mucho 
los tubos, para rio resup~r¡der 1.,s restos celulares: ····· 

-Real úa~. u~~ ~xl~~cció~ con fenol 
satura el fenól, .de Jandólo toda la noche 
igual al de fenal de Tris".".HCl 50 mll, HaCl 
volumen igual al de· Ja solución. 

btdestllado <Es neceurlo. 
en agitación con un volumen 
100 mll PH"'7.Sl empleando un 

-Realiza· una extracción con un volumen de cloroformo. 

-En cada extracción, para ;eparar la fase acuosa, se cenlrlfuga 
a 6500 rpm, 10' a 4•c. Es importante no llevarse la peUcula 
proteínica que se forma en la Interfase. 

-Para precipitar el ~DN de la fase acuosa se le adiciona 1/30 
del volúmen total de NaCl 5K, y dos volúmenes de etanol a -2o•c, se 
me¿cla y se deJa a -2o•c por tres horas o de preferencia toda la 
noch.i. 

-Para recolectar· el ~DN preclPltado, centrifugar a lO 000 rpm 
por 30" a -s•c y resuspender en amortiguador TE y almacenar. 

E 
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3>.- Purificación del p\ásmldo. 

El 

final de 

La filtración en gel se realiza en una 

agarosa A 50 <Blo-radl de dimenciones 2 ~ 35 cm; corYlda con 

amortiguador Tris-He! 50 mH, ffaCl 500 mH, EDTA lmH, az!da de sodio 

lmH,pH=8.0. Se colectan fraclones de 4 ml, monltorenado éstas en 

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

fracciones 15-20. Se recogen las fracciones del primer pico, y se 

les adiciona 2.5 volúmenes de etanol a -20ºC y se deJa toda la noche 

a -2o•c. Se centrifuga et tubo a 10 000 rpm 30', se.seca el 

precipitado con aire, se resuspende en ml de amortiguador TE 

<tris-HCl 10 mH, EDTA tmH, pH=S.Ol y se cuantifica la concentración 

en el espectrofolómelro. 

Colchón de cloruro de sodio tH (64). 

En éste método el ADN obtenido en el paso 2 se disuelve en 1 ml 

de buffer TE, el c•Jál se coloca len lamente sobre 4 mi de cloruro de 

sodio lH contenido en un tubo de ultracentrífuga Beckman L8-5Sl. 

Se rualiza la ultracentrlfugac!ón a 40 000 rpm <rotor SUS0.1 

Beckmanl, 6 horas a 25°C. El ADN se precipita en el tubo formando un 

botón, se decanta el sobrenadante al terminar la centrifugación y se 

resusPende en buffer TE; algunás veces es muy dificil resuspenderlo 

por lo quü su debe tener mucho cuidado en este paso. 
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bl.- Para eliminar el .l\DN c.romosomal se realiza un gradiente 

lsop!cnlco a equl,Íi~r.id: .en.· cloru~o ·.de. ceslo/yocl~ro de .pr~pldlo 
(65,66i. 

buffer TEN< trh 10 mH pH=7 .5, EDTll lmH, cloruró de sodio 0.2Hl, <la 

concentraci'on de cada tubo no debe excederde.500 ug de.ADNl, 150 ul 

de yoduro de propidio 2 mg/ml. Se cubre el tubo con 2.3 mi de aceite 

natural equilibrando directamente en las camisas del rotor. La 

centrifugación se realiza a 38 000 rpm 20 horas a 20°C. Después de 

la realización del gradiente se recoge la banda que corresponde al 

l\DN de plásmido. Es posible sep.ararlo de el llDN cromosoma!, debido a 

qua el llDN de plásmido esta más denso y forma una banda en la parle 

inferior del tubo. Para eliminar el yoduro de propido !67l, la 

muestra se pasa por una co.lumna de intercambio iónlco. En una columna 

de 0.5 X 3 cm, empacada con Dowex 50U-X8 <Bio-radl, se pasa la 

muestra y se eluye con amortiguador Trls-HCl 50 mH pH=S.O, NaCl \H, 

EDTll \mH. El eluado se prueba ante luz ultravlolela, sino presenta 

fluorescencia esta limpio de yoduro da propídlo y se puede 

continuar. Para eliminar el CsCl se dializa sa muestra a 4ºC con 

agllaclcón en amortiguador TE, por los menos con 5 cambios de .3 

li lros. Después de la diálisis se concentra el pU,smldo .por 

precipilaclón con etanol. 
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[ I l. - DI GESTI OÍi DELOS iúsií1 neis' CON ENZ !HAS DE RESTR 1~.c [ 011' (68, '69). 
·~ ;~,::.~ :""' '·, --.:_,.:_,.,_ ;·-~~-~-~.-,]~ ., ,~~-~-, :.·:'·:·'" . : ; 
.,. . , ':'.:._:._ '. , ) 

Toda; lai '.di9~úi2~~~~ ~:~M. ;éri~1ni~sde·r~{'t~C<:~f6nise'r~i!ÚZ'~rí: 

::::::'.'', :: ~¡i~n}1il~l~~~~~~j[¡tf 111,"~;J~~~;t[tW~~ ~¡~f ~i;i 
ADN r agu ! ·süf .• l.¿tiBi?~;~~~~~f.f :~'.l~JJ;,~at·fa~I~f·';1}·~·~.;~~f~1;'.'.(;~~·s Í~·:·~·si .•. :~,i~· 
el fin de d uJtl e l·g Ucerol";en'el;:que;.seóéalmacenan ,las- ~n~lma~ (.En 

el apend Ice 2 ~s~;'..~t~~~"1É~t~~f ~~~,i~t~~';2,ª~·¡··~la~s·,~~z;Im~~::,emp l~~das .. 'en ·.· 

este trabaJo: ·· Las· reacCiones'con'.enzlmás 'd"¿ ~~!sL;.1~di:6n generalmente 

se incuban a 37>Cj.'y~~·l~t~'~i~P1~·~~·~e:~~e~de ~Je'tan 1 implo este el ADll, 
; .. -,_ ', 

o la adividad de la erih~a; P'er~ g~neral~ente 1 unidad de enzima 

digiere 1 ug de ADN en 1 hora. 
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l I 1 J.- ANAL!SIS EJ.ECTROF~Repco DE LAS DIGESTIONES DE _LOS PLASHIDOS 

i70. 71 ¡, 

Par~ dele:~ríúnar los fragmentos de ADN en los plásmldos se han 
' .. -, 

digerido con'la's.·~nzimas de restricción, sse emplean varios tipos de 

~ledroforesls_¡ ',estas so-n seleccionadas en base a la cantidad de (ION 

por analizar, -la resolución que se desea entre los fragmentos de - (ION 

digerido, y del tl~mpo disponible para examinar la digestión. 

!l.Hlnlgeles de agarosa. 

Son geles horizontales realizados sobre un·crlstal 5 X 7 cm, con 

cavidades en un extremo con capacidad para colocar 7ul de muestra. La 

concentración de agarosa es 1% disuelta en amortiguador TBE O.SX <TBE 

IOX: 0.89H Tris base., 0.56 H ac. bórico, 10 mH de EDTA pff::SJ. El 

amortiguador de_ corrida que. se emplea es TBE 0.2SX¡ la electroforesis 

se corre a 100 V. Estos geles son empleados para monitorear los 

plásmidos en cada paso de la purlf icaclón. 

2l.-Geles de agarosa tamano estándar 

Son geles verticales realizados en una camara de electroforesis 

Blo-rad de 12 X 14 cm, 1% agarosa disuelta en amortiguador TBE IX; 

amortiguador de corrida TBE IX. La slectroforesis se realiza entre 

100-150 V. Este gel se emplea para verificar la pureza de los 

plásmidos y las digestiones con enzimas ~e restricción. 

3l.-Geles de acrllamlda !amano estándar. 

Se prepara una solución madre de acrllamlda al 30% 129/. 

;¡crllamlda, 1:~ bis-acrllamidal que se guarda en un frasco ambar a 
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Pa•J Preparar 36 mi deogel;se loman'8ml de la so\uc!6n madr~, 3 mi de 

amorl !guador. TBE :.1ox·,_ 500 · ·ut. p~dúlfato de amonio 101., 10 u\ de 
.:;: .. ':'"' .. 

TEHED. y agua. ¿ coriceñtr~¿\ó'ri final de acr.1 lamlda e~ 81.. Se emplea 

la 

voltaJe empleado-es de 150 -·200 V. 

Para seguir el progreso de la electroforesis, las muestras se 

mezclan vol/vol con una con una solución de: Azul de bromofenol 

0.031., Xi len clanol 0.03/., EDTA lmH, Glicerol 50/.. 
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111.- PUR!FICl\C!ON DE ARll:RIBOSOHAL: ne:e; coll,!?2>. 

··< ;,~:.: :::-:.<. ~'.:.·'.::,;:.,:- _.e:-• '. :.•. ·'" . ; ,;· 

. :-~--~:;_; .. : ... -··.-.·.·.>>·· -.-5··· _!:.;··· . :·,:· .. -~~-,··:.:.;·;':-,;:¡."· ·:·<;~:--:.· ~:· 
- " ·.-' / :.! .'' ·" ;)_,,:: .. ·. '. ~:_, ,' - • •. : . ~;_;.~.: '· 

,_ .... · ·,. \. - .: ~:),, ·-: ~:-z· . :·~:':·~:.-·· .-. ;_ .'<' .- ' ~~--;- .. 

Se crece un in6ciilo de báctl?~la~idéé,'.Ei: .~b'¡ii~u~~cÍ1\o,:'.'., CU7i en 

medio me n 1 mo <e nr i .quec.·qo ;~on ~~'~í!hg;/~~:'f :,;;<~~!;·~f:ti~f:j{~~if~{~.:~~ 1 ª 
cepal duran té dos dlas. Con 1: ~l,de!Bcul,~~.voianler~or{~~}·~~-~~~Nn SO 

mi de medio mlnimo más 2:Y.'de 9lu~6.~a~, se· Incuba el: .. mat'raz ,·por 3 

horas a J7•C con agi táci6n. Se~~e~~~~'ri~1~s·2~1Jt~~,,~~t'~!N5ii~i:~~~~x · 
¡"; 

de SO mi centrifugando-a 6 000 rpm 1r6to;'. 11120, Beckm~n) 10' a· 4°C. 

Posteriormente se resuspenden en 10 mi de ·EDTA SmH , 100 ul/ml de 

llsozima y se incuban to· a 20"C, Después de este paso se aJusta la 

concentración a 1% SDS, proteinasa K 200 ug/ml, !O mH amortiguador 

tris-HCl pH=7.S 20 mM NaCl se incuban las células 30' a 37°C para 

lisarlas. Se agrega a la solución 1/10 del volumen de acetato de 

sodio lH PH=S.~. Para eliminar las prote!nas se realiza una 

extracción con volumen de fenal saturado !se realiza una mezcla 

votivo! de fenol-agua y se satura a 60ºC con agllaclón por 2-3 mln. J 

agitando firmemente sobre agua caliente a 60ºC. Se enfrla d~sPués la 

~olución en hielo con RaCI C-BºCJ. Se centr!fugJ a 5 000 r·pm, 10" a 

1.~. Se colecla la f1~e acuosa y se ·ree~lrae con una mezcla de 

alcohol iso;.:,oílicoicloroformo ( l ;24J, con el fin de el imlnar el fenol 

d~ la la~e acuosa. Para preclp!\a~·el ARN de la rase acuosa se le 

adiciona acetato cÍe .sodio ¡oo mH ·c·~~cen(;,~dÓ~ f ln~i y dos volúmene'> 

'.:": ::::: .. ,',;;:::~:~:i~Vltii~'i~f ~}~J.1 ; ;,;1:';,,: :::::. , ·;:: 
'" .ioc. 
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IJ i. - EXTRl\CCIOH DE ARH HEHSÜERO DE HIPOTllLAHO Y· CEREBRO. 

El llRH mensaJero fue preparado por la OFB Susa~a Cohen Cory, · 
. . . - . 

quién ut ll izó el método de hl~rocloruro de Guanldlna <73>. ·para e 

preparar el llRH total_ y cromatografía sobre ol!9o dT set~rosa 174) 

para obtener la fracción poly {\+, 



VI.- ANAL 1 SIS DE riRN .POR ELECTROFORES 1 s EN CO!ID te roNESDE:SNATURriL 1 ZAHTES 

(751. 

!l.- Acrllamlda 87./Urea SH.<76) 

Pard prepardr el gel, en un vaso de precipitado se dls'u~lv~ llrea. 

y acrllamlda en amortiguador ne lX. Generalmente se p~~~ara~"~o"ml 
~ ', · .. , •. -, 

de solución agregando: 16 ml de acrllamlda 307., 14.41 gr de .urea,. ·3 

mi de amortiguador TBE !OX y se afora a 30 ml. Antes de vac!ar la 

solución a la c~mara de electroforesis, se adicionan 500 ul de 

perstJlfato de amonio al 107., 10 u! de Temed, y se mezcla 

perfectamente bien. Las muestras se mezclan con l volumen Igual de 

'Kagic Hix' <tO H de urea, azul de bromofenol O.OOOlZ, glicerol 507.l, 

se calientan 5' a 75'C se entrlan rapldamente en hielo. La 

eleclroforests se realiza a 100 V por 4 horas. El gel se ttne con 

bromuro de etldio 10 ul/l en acetato de amonio O.l H por 3'. 

2i.- Geles de Formaldehldo 2.2 H. <77l 

Este tipo de gel se realiza con agarosa. En un matráz se tunde 

agarosa Junto con amortiguador. fosfatos lX (0.018 H Na2HP04 - 0.002H 

NaHP04l: cuando esta tundida. se an~de el tormaldehtdo <concentración 

final de este 2.2 H > una vez que la solución se encuentra a 60'C. 

Inmediatamente después de mezclar el agarosa con -.1 tormaldeh!do, se 

vacla a la cámara de electroforesis. Todos estos pasos se. realizan en 

la campana de extracción, debido a la \oMlcldad de el formaldehído. 
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Para desnaturalizar las muestras se tratan con: formamida 50X 

<ultrapura BRL> prevlamonte desionizada sobre resina AG501-X8, 2.2 H 

formaldehído, lx amortiguador fosfatos tX, y se calientan a 70•C, 15' 

enfridndo inmediatamente después en hielo. Para seguir la 

electroforesis se agregan 2 ul de la solución Al. La electroforesis 

se efectúa a 30 V por 8 horas. Para tenir el ARN, se lava primero el 

go:l con 500 ml de amortiguador fosfatos lX por 30', se tine con 250 

mi de bromuro de etCdlo 2 ul/ml en NaOH 50 mH 30', se destine con 

amortiguador fosfatos O. 5 H pH=7. O por 30', y se y se observa con luz 

ultravioleta inmediatamente. 

3l.- Geles de Hidróxido de Ketil mercurlo.C78l 

Todos los pasos a real izar con este tipo de gel deben realizarse 

en la campana de extración, debido. a que el hidróxido de metll 

r.;ercurio es neurotóxico. Este 

disuelta en amortiguador lX 

gel se realiza con a9arosa 1.S~ 

!ácido bórico 50 mH pH=S.2, borato de 

sodio 5 mH, sulfato de sodio 10 mH>. Se funde la agarosa, y se deJa 

enfriar a 60 8C para adicionar el hidróxido de metil mercurio 5 mH 

concentración final, se mezcla perfectamente antes de vaciar a la 

cámara de electroforesis. La desnaturalización de las muestras se 

realiza con amortiguador 1X, 10 mH de hidróxido de metil mercurio, 

más 5 ul de la solución Al. La electroforesis se realiza a 30 V por 

un minimo de 8 horas. El ge\ inmediatamente despuás de sacarlo de la 

camara se trata con~ mercaptoetanol para eliminar todo el hidróxido 

de metil mercurio y evitar intoxicaciones. La tinclón del gel se 

rP.aliza, colocandolo en una solución de bromuro de elídlo O.OOlY. en 

acetato de amonio 0.1 H. 
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VII i .- PREPllRitC!ON DE PAPEL ACTIVADO !79). 

1 J. - Preparación de pape 1 NO!!. ¡;¡ 

Las hoJas de papel Uhatman 54 se ponen dentro de,un r~f~acl~Fio~ 

que está en bano maria a 6o•c. Por cada cm' se pre?ára una soluclón 

de 2.3 mg de NBCP 11-llm-n!trobenzyloxyJmetil>pyrldlnlym clorlijeJ Y. 

0.7 ~g de acetato de sodio en 28.S mi de agua. La solución se pone 

sobre todo el papel, se ayuda a empaparlo con las manos protegidas de 

guantes. Se frota con la mano hasta que el papel seque. Los Papeles 

se secan a 60CIC to· y después se cal ienlan a 130-135'C por 40'. Esto 

se realiza en horno con vacío conectado a una trampa Para atrapar los 

vapores de piridina que se desprenden. Los papeles se sacan del 

horno, se colocan en agua 20', se lavan con acetona y se secan al 

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

.i 49 C. 

2i.-Preparaci6n de papel DBH. 

Esta operación se realiza juslo antes de la tran~ferencla. Se 

reduce el papel NBH ln¿ubando por 30' en bano maria a 60ºC en una 

solución de dltionlto de sodio al 20%, empleando 0.8 ml por cml de 

papel por activar. Se agita ocasionalmente. Posteriormente se 

realizan tres lavados con a·gua por S'c/u, se lava con ácido acético 

al 30i; por 15', y nuevamente con agua una vez 5-', 
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La activación se realiza ,en hielo agregando al 'reclpfentecon,el 

pap~l v.6 mi de HCI 1.2 Hcpor ~mL y po~ cada IQQ, mi' dei HCI se 

adicionan 3,, mi' c1~·:11íir'1t~ cie••.s6d10 eií~~iia\c1o';ng)~1 b(ij~~rad~ a1 •, 

instante de adiÚo~ar''di'. 0{~',i~~ictión se Ir~~t~a ~'4óc ~or::3b;, E,l 

pape 1 puede ·, ~~~t~~c;~;fu~\~¡·~"1'~~~·0 en eit~:~a¡'.~~, ~·¡t~: d~j\:~~~sferl r 
el ADN o m{ú ::~·Jii14é~¡'.;;;.yiJ~;,¡.a?11i~~~~t'e/coriTÚt~;·,··~~1acia' y 

amor t l gu~dor,e:i, d~;F~{~fi~~ff~~?#W~:0' iJi~f :;'.E~.~L~¿quem~'i;Í:¿;s~'.~~J~ str an 
·'·':" -, :: . ;. -·-- " --· : ... ,·_ ~~-:. :.'.°'''é:" "'- : ·, ! 

las reacciones que, se :er~¿tu¡ri\~da pr~pa;~'cróii-del papel. activado y 
~ ' ,··.:.._,--<¡-'-:~~-i'.-;-:-;;·_- ¿;)~~::. ~-':_~~--::·- '>;J:_:-·-·, . . - ~ ·-·: ;··,:··-'· 

la forma por la cúai'reaéicion.a'n' las bases de· los ·ácidos nucli!Ícos con 
'-~;;, _ _;;. ·,,,_-:~·'; ___ .,,_.~- ,..O:_\·.o_ • ~-_ •• -- - -

e 1 papel. 
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EsquEMA r 
Reace101Ms <lve se efodua.11t duYo:nte. la. p"eP(lYl:l.CioÍYL del 

pcipe.I q¡;trva.do y ~ 1e.o.cciom Je e.11t.e. c:orn. e.I. a'cido 
•nucl~ico. 

@ PAP6l 
p-c.Hi-O-CK1--NJ CI':" + WHATMAN S·'tO 

N02 l ./.2S '(;:' ..,1 .!JO llllV:tf. 

p~Pl:L A BM 

p,,,,,L DBM 

p-C.Ht-O-CHt-0- P~ltfil. 

N02. 1 4'1.~ 4 . 

y-CH2.-0-CH~~O- PAPf.L 

NHi l #f¿ 4',41~ 
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v111i.- TRANSFERENCIA ne Actrios·Nur.Leréos.A 

:«~·.:.'::· ;" 

el apendice 3 y 4. sé: ?rfs~;ntan Ta~ condtbi~n-es ;el~ tfaj,f~l~nfaYn ·los 

y rnembÍ-_aná~ ')~(~t de· transferir, Y>il~:;¿~·~~~~f~lÓn:.•·d~ !Os 

amort lguador¿s-de tr~ri~-,e~:ncla · respect!"v~111enle. -,. n;·;,,;.; -:;> '~ 
geles 

En la tr~n~ferenci~ de ARH se realiza una elfo~otor~'li: en ._gel 

de agarosa baJo.condlctom rio d~snaturállzante~, i{J1'ci~0Ít~a' el'.ARN 

en el gel_- con __ H_ao~ so_- mH por JO' a i~~P:;~~;·~~;ib~tnie !para 
• ' ' '>-'I ··:'7: -·1·· 

facllitar la transforencia de los ARN~ de áHci P,~s6-··:-~~J;~~~¡ar> y .se 
" .• ~· •i'. ·.·;._;~· .. -

equilibra e1.·9~\con amortiguador d_e transf~Yénciia.por.:ull~ hora. 
-, . /.· ,·: ·. ·.· , ... : .. / ' .. ,,.-. :.·. ··'~;-~;:: ~<.(;}~ -. ·-

Con el 'Wu\tre~l ¡zaÚn~ Jt~ét;~,~~eáj'ij~,Y~~;tt·:T:garosa biJo 
• .,,.,;,~'; - ->: • • ' ' ·,'· ;r.;.• • •" ' - • . 

::;;::;~::~:f f i!:; J¡~jj~~!f~i~{!r~{lt~J(J~~~~~; ,;: 
.• ,'.:~·/~ )'.~ ··_:,'_·.::,~·;t.,J'·" ';<; ·.,.,, .. - . .• • 

comoo51c1t!>~--rl-: 'i~·amoi-r1~~a8~~~1s': ii~. tt-~Nii·~,r~~cia '~mií1eados .. 
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P~r·a · Yeaitnr·zt·~ lransft?r~nÚa, el gel se··pone·sobre 3 liras de 
' ', . \ . ~, '' 

p.ipel Uhat~an que ~Jrven como puén\e para el fluJo del buffer de 

tran~(P.rencla".•' Soti/e: és\~ -· se· coloca la membrana que servirá de 

soporte a los ... ·áctdos ·. nuclélcos¡ posteriormente se ponen \re; 

fra9menlos de pápel Uhalman del tamaf,o del 9el, par encima un bloque 

d~ >ervllletas que sirven como papel ad sor ven te, sobre las 

servlllet.is se coloca peso para que presione • En el esquema 2 se 

muestra como se realiza la transferencia por capilaridad. 

probamos dlferentes tlempos de transferencia, y creemos que se deben 

realizar entre 24 y 36 horas a temperatura ambiente. Una vez 

' transcurrido el tiempo seleccionado para la transferencia, se retira 

el soporte y se seca ante un foco: En el caso de los papeles de 

Nitrocelulosa, Gene Screen y Zeta Probe, es necesario hornearlos por 

dos horas a SO'C (para fljar los ácidos ~ucléicos al soporte> antes 

de continuar con el experimento. 

Después de haber flJado los ARH mensaJeros sobre el papel, se 

siguieron dos estrategias para evaluar los procedimientos a seguir: 

al.- Empleando AR!! marcado con i\H y l\D!l marcado can C32 Pl se 

cuantifica el pegado de los ácidos nuclélcos a los papeles. S~ 

realiza una transferencia baJo las condiciones de cada papel 

empleando ARN o ADN. Una vez terminada la tran;ferencla los papeles 

se secan y se corlan de cm en cm y >e colocan en un vial con 5 ml de 

lJqu!do de centelleo <toluena/PPOl, para realllar un con\eo en el 

conlador de centelleo. <En el anexo 3 y ~ se muestran las condiciones 

de tratamiento y transferencia de acidos nuclélcos para cada tipo de 

papel 1. 

42 



43 

bJ- Transfiriendo ARll de E •. col! transformada con el pl.1s,mid!l 

pitr.R 1029, pre~arado en el ·. L1bor.aiorto d;. .1.a. Dr.a; :.,fi(~Ja~dra. 
Covarrubias; se probó la eflcfe~cl~. y la s~nstbÜld~d de>6a~tl'aPÍ!I 

, :~.'e ' 

por hlbr!dizadón. con un ·Plásmldo marcado ef i:JaLesta dron'~do· e11 la 

cepa de e. col¡, 



Refractario 

Figüra 5. 

Peso 1 
Placa de Aprox. 2 K 
vidrio 

1 

·~~pel adsorvente 

f - Papel Whatnan 

Membrana (Soporte) 

Gel de agarosa 
·· Placa de vidrio 

~REPRESENTACION DE UNA TRANSFERENCIA DE ACIDOS NUCLEICOS. 
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IX1.- Kl\RCl\DO DE PLilSK!DOS Y OLIGONUCLEOTIDOS CON RAD!OISOTOPOS. 

Para marcar plásmldos cori atta ~¿t,i~id~d Ílspec!f\ca, se emplean 

dos enzimas: DHll Polimerasa l <y· . DHAsai' ·Estas enzimas adicionan 

nucleótidos en dirección 5'--- '3' éV: ".'ompen enlaces fosfodiester 

r~specllvamenle. 111 procedtmfenfo sé~le Úama ,, Hick lransl~tión'·· • 
. . '· . 

Es importante titular las, enzimas reallur varios ensayos con 

diferentes concentraciones de éstas ·enzimas, hasta tener una 

relación que permite Ja mayor actividad especifica incoorporada al 

1\0N. En el laboratorio se empleó un 'kit" comercial para realizar 

est.a reacción ii1menham1 por lo que no tuvimos que· optimizar el 

método.1ver anexo ~1. 

Fara eliminar los nucleótidos radioactivos no Incorporados al 

ttDH se realiza una filtración 90 columna. A la mezclJ de reacción se 

le adiciona 15 ug de tARH que sirve de acarreador. Posteriormente se 

oasa Ja muestra por una columna de Sephadex G 50 (Sigma), montada en 

una pipela de 5 mi con una altura.de 10 cm, es equilibrada con 20 mi 

de amortiguador de eluci6n <150 mK de ttaCl, 10 mH EOTA, O.lZ SDS, 50 

mH de Tri•- HCI pH= 7.51. Se col~~tan fracciones de 10 galas 

apru•. 250 ul1. Los pJásmtdos son excluidos del gel eluyen entres 

las fraccione• 5 y t; generalmente. En las fracciones 11 y 20 eluyen 

los desoxy-nucleólldas ro incorporados. El plásmldo una vez eluldo se 

Puede precipitar con etanoJ.(851 
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EDTil, O, I~. SDS';'. 0;5 mg/ml de tARHl. Se mezclan perfectamente , se 

colocan 25 uÍ en ~~ ~m' de papel DE~et por dupllcado, y se secan en un . . . ·'-:' 

horno. Poste~16~mente para eliminar los deso~lnudeóÚdos_ rio 
__ ,,., 

incoporados a ADN se realiza el procedimiento slgulenh: - -· -,._'·:\·' -
• .. , ',,,,_:---"~:e 

-Real Izar 6 lavados, por 5' c/u con o.s K de- fosfato de-:'sÓcÍio 
dlbásico. 

-Lavar 2 veces, 1' por lavado con agua. 

-Lavar 2 veces, 1' por lavado con etanol 90)(. 

-s~car en horno. 

Una vez en el papel se encuentra sólo el ADN marcado, se procede 

a determinar la radloctlvldad Incorporada. Los papeles se cuentan 

con liquido de centelleo <ver anexo 4l en el contador Beta <Beckman 

LS 7800l.Se determinan los cpm totales r se dividen por la cantidad 

d~ ADH puesto en la reacción, con esto conocemos la actividad 

esp~ctf lca de el plá~mldo. 

21.- Oligonucleótidos. 

Los ollgonucleólldos slnldtlcos se marcan empleando una enzima, 

la polinucleótldo cinasa del fago T4 que adiciona un fosfato 

radiactivo en el extremo 5' proporcionado por el ATP (86l<ver anexo 

46 



. ' 

!~ual que con .los plásmldós, lo,s oltgoni.ideó\tdos "marcad~s 

deti~n purtrtcars~ ant~~;rJ~ ·ernpl,ea;se.iPar~•1~·'.;.~~~·1 \~~.; r~aÍtz.{úna 
• : ···: -~' ~:. ' ::·-: •• > ' _, •• ' • • ' •• • • 

•: r om .i t ~9 r ~ r 1 a'~.·.!~····!nle.rca.~~:l &;31,;;'.1;~::·.,}e,,:·~.;ot~···.~r i: 7Jd~~i\·fü~f ~:·~····:un ~ · ... 
punta a~u !·.para pipe,tas:GJhpn'; de t;mH<:Con'• 500~u lc.iTde;\i~EAE'.'.Ce 1u1 osa.:·· 

1519ma J • P'revl.a~~:nie·~,:2:kf l(i.{a:i~{I/:/Ii~~;·ij~¡i~f/;f;~ift\}{!\~'..;;~;;s{~~ ::~o~ 
amor! i9u.idor·T~'.~:: Posteriormeri.té :.se· P!JO~~;la\111ue.s,.ti:ay·.s.e.'!1,e Ja• que ;¡,a~e 

~~: t ::. '·º'::::::º ."·::~ .;::~iii'.:~J;~t~1tf~¡¡~··~l~1!!~;.~i~i~j): 
moléculas con carg.i pos1t1vao neutrd. \~e;át~~ 'de·é\\tíi::~a·~c¿~,r 

', • "; •'e-'•: .. ,-,, • • ·:" ·: • <'~ • 

no incorporado se r:ealiza con 10 mi de una s~luctón' d{Hac1·9•,;iff,~n~ 

amortiguador TE. Los o!igonucleól!dos se eluyen apro>d~~d~~enfe con' 

1 mi de NaCI 0.5 H en amortiguador JE. (87) 
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X.- HIBRIDIZACIONÉS: 

En este trabaJo se analizan 'Northerns' con dos tipos de 

rastreadores: ollgonucleótldos sintéticos y plásmldos. En los 

'Northens' para caracterizar el 111ensaJero d.e LHRH y globlna se 

emplean oll9onucleótldos sintéticos marcados con fosforo 

radiactivo. ~n ·et caso de Somatostatlna se emplea el plás111ldo 

srlf-p8R322, y para TRH se utiliza el Plásmldo TRH-pUCS ambos 

marcados con desoxlcit ld.lna. (88, 89) 

t >.- Rastreo con cilÚonucleólldos· sintéticos. (90) 

Los ARNs 111ensaJeros se someten a electroforesis 

desnilurallzante, y se transfleren il papel DBH. Antes de hlbridlzar 

el papel se coloca en una bolsa sellada y se prehlbridlza con 

amortiguador de prehlbrldlzaclón con O.! ml por cm• por dos horas a 

SS'C. Posterlorment~ s~ agrega con una Jeringa amortiguador de 

hibrldización por S hora~ más el oligonuc\ff~l!do m~rcddo. La~ 

temperaturas de hlbridlzaclón varian dependiendo de el tamano de los· 

oligonucleótidos. Transcurrido el tiempo de hibrldlzación el papel 

se saca de la bolsa y se lava con amortiguador 6X SSC a 4'C dos veces 

l', 6X SSC dos veces 1' a T.A. Después de cada lavado el. papel se 

seca con un toco y se expone en autoradiogratta, para observar la 

sena!. Se pueden realizar más lavados baJando la concentración de 

SSC o aumentando la temperatura. Esto se realiza con el rtn de 

disminuir el ruido de tondo y delectar meJor la senal. Los buffer 

d~ hibridi:ación, Prehibridlzación y lavado se muestran en el anexo 

4. 
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2i.- Rastreo con J>\:Ísmtdos.ciÍi 

Los AR Ns L}A~l'~,~~:. ¡~ so~:~t~~· a'~·¡ ~ct'róto~ef~ des.nai'urahz~nle¡ ' 
se tt·a.nsf 1:'~eiZi''•~~;:1.· ~~~ .. ~;~~t·~~;~;~~ld~ :,~!;'~a~~f ¿~·{¡~¿;,.:se 

coloca en ·.ua .• boi's'~'·~:~!Jad~j:: C~r/'~~i• J~r·l~·ga ;; .t~;~~ta ~ ~fa;~t{~¿dClY 
r· ' - " ' ' ~ ~·,-':·2;~·.~:'.f:~>~~;~~,'~~0j{ {,-~,.:;'.,./~-j-'.~~;~_:,:;i: ;~:?\7:·~-~;if~;c::;: :~;:.~:: ~:e' ,, 

;~.:~~~:~?;~~l~ii~~~~~t¡~r~~r~1~~;~~~~~f. 
Generalmente· d~Jl'~~k>:ihtbria'ízancl~ ~ntre 24 y 36 horas. Para el 

mensaJero •d{·Ú~i~f~~ta'tl~a' ~e ~mplean 42•C de temperatura de 
-- < ·;·"\·!~.:.;~- <"·;,::_;.¡, - :- • -, 

hibridl~aéÍÓ~:'C:V~';s~~i; formallllda; Ya que el gene para SOlllatostatlna 
, ' . !. - .- ' ·:~'~~~:. ó ¿: . t: ' " 

humana Hen~ ~~·k~t~'Ó'9r~do de homolog!a en cambio el cDNA de Xenopus 

y 33Y. fomamlda por lo heterólogo del 

rastreador; <p6~.i~~·¡6r' a·la hlbrldlzaclón, el papel se lava con 2x 
·--~-""°"7"''-'--·--':o-. 

ssc dos . ve~~·sc 10>. se expone a autoradiograt!a. 

fondo es a,ll~''')"Xéi<permlle detectar la sena! se 

lavados 

l~mperatura. 

hibridización. 

IJer. anexo .4 

concentración de· sal :o 

para '.comp~slclón de 

Si el ruido de 

reallzan otros 

ª.IJínentando 

soluciones 

la 

de 
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RESUL TilDOS. 

• [. - PUR l F l CAC 1 ÓN. HAPlt DE, RllSTP. ICC ION y HARCA DO DE PLASH!oos; 

ª'·- Purfflc~cíon. · . .. ' .. 

Pará · ¿t~ frab~~-o .se arri~Úri~~r6~ y• pl.IH f lcaron tres plAsmldos: 
~ .. ·-·O.'~:, -- ·,. ' 

PBR.3¿¿ que se ~~pleÓ 'como ~a~~~dor de peso molecular; Sr if-pBR32 que 

titJnu insertado 2.1 .··k~lobases del gene que codifica para 

Somatoslatina hu~ana entre !os sitios Hind lll/Eco Rl¡ TRH-pUCS que 

contiene el· cDN& de 478 pares de bases. que.codifica para parte de el 

precursor de TRH de Xenopus laevls insertado en el sitio de Pst 1 del 

plásmido plJCS. Srif-pBR322 y TRH-pUCS se emplearon como rastreadores 

de secuenci~s heterólo9as en 'Northern' de ARN poly A++ de rata. 

Resultab< importante obtener una elevada cantidad de ellos pero más 

aún, que estos estuvieran puros. Es decir libres de ARN, ADN 

cromosoma! de sales. Ya que de esto depende obtener digestiones 

rápidas con las enzimas dP. restricción, geles con bandas definidas, y 

los más Importante para el trabaJo, plásmldos márcados con alta 

activid~d especifica. Esto nos permitía obtener bajo ruido de fondo 

en los 'Nor!herns' as! poder detectar m~jor las sena les 

espec1 f ic;is. La cantidad obtenida en ganeral en todas las 

preparaciones de Plásmldos, considerando cada Paso durante el proceso 

de purificación se presenta en la tabla 2. 

Despues de la lisis celular la cantidad de ácidós nuclélcos es 

muy elevada, pero, al considerar la contaminación por ADH cromosoma! 

roto, ltRN, y protetnas la concentración real de ADN de plásmid•J es 

mucho ~P.nor de los 20 mg que SP. determinan en el espectrolotómetro a 

26v nm. 



Se emplearon .dos método~ 

preparaciones'· . , centrl fu9.:iclór1 

flltraclón,en.sel de agarosa A 50. 

para e L !minar el ARN de las 

lraves de un colchón de sodio y 

En mis manos funcionó meJor el 

c(!lchón · de sodio, ya que mis preparaciones estaban libres de AR.N 

después de este paso. En cambio, con la columna no lograba resolver 

bien los dos picos esperados, el primero de ADN cromosoma! y ADN de 

plasmido, y el segundo de ARN. Por lo tanto mis preparaciones 

contentan mucho ARN después de pasar por la columna. Para purificar 

·el plásmldo del ADR cromosomal, se recomienda pasar el ADH por un 

gradiente de cloruro de cesio, donde el ADN de plásmdo es separado de 

los contaminantes es depositado justo a la mitad de el tubo. El 

/IDN cromosomal se deposita en' la parte superior el ARN en el fondo 

del tubo. por comodidad la rP.colecclón del ADN de Plásmldo, se 

realiza perforando el f?ndo del tubo, y algunas veces esto causa 

contaminación con ARH residual. Por esta razón es que decid! emplear 

el colchón de sodio para eliminar todo el ARN de mis preparaciones 

posteriores. En la figura 7 se pueden observar d!ges!iones de los 

ADHs de los plásmldos purlf lcados, y como se aprecia estos ADHs no 

estan contaminados con ADH cromosoma! y el plásmido no se encuentra 

roto, sino superenrrollado que es su forma normal. 
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bi .- Hapa de Res ti-lec Ión. 

Es. lmporta~te corrob~rar la Identidad del plásínido P~r'.ltlcado, 
lo cual se lo~;~)eallz~ndo unmapa de re~lricdón, ya qJe'..este se 

considera comó'ún•palrón de identidad. Para la' obtención de éstos se 

~mplean.enzimas de restr!~c16n que reconocen 

en el ilDN: a continuación se muestran las secuencia~ que reconocen 

las enzimas empleadas en este trabaJo: 

Hae lll GG!CC 

Eco RI AAA!TTT 
GG ce 

H!nd Ill A!AGCTT 

Psl 1 CTCGil!G 

La muestra digerida se somete a electroforesis y el gel se tine 

con bromuro de etldio para observar 1'1". bandls, Para ob~r ~i e.l 

Plásmldo purificado es el correcto las bandas del mapa de restricción 

deben corresponder con las bandas reportadas en la literatura. En la 

figurd i se puede observar los patrones de restricción de los 

plásmidos purificados producidos con la enzima de restricción Hae 

111. Además se muestra la digestión de TRH-pUCS y Srlf-pBR322 con 

Psl ! y Hind 111/Eco RÍ respectivamente t que nos permite liberar los 

Insertos del plásmido vector). En la figura 6 se muestran los mapas 

reportados en la literatura. 

Por medio de estas digéstiones se aprecia que los Plásmidos, son 

los <:orrectos, que son buenos sustratos para las enllmas de 

restricción (se generan d\gestion~s totales). En el r.aso ~e pBP.322 

al cortar con Hae 111 solo se observan las doce primeras bandas la~ 

<:uale5 corr~sponden al patrón esper~do. 
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e l.-

r.1dhct iv~. 

especfflca 

sen al 

reacción: 

-Gua el · -
inhlb.an la 

-1: l nuc leótido marcado que se emplee 
actividad especifica, y lo mas nuevo 

-Que la relación po\imerasa l 
requ~rido. o bien emplear un 'kit' 

-TP.nP.r un m~todo P.f ic!ente para separar \os 
no incorporado• al ADH del pllsmldo; 

La actividad especifica de ios p\lsmido~ marcado~ en el 

laboratorio depende de los puntos e•puestos anteriormente. La 

actividad esPecffíca y el rendimiento de la columna de purificación 

se muestran en la la!lla 11 2. Com.) se puede .:p1·eclar la actividad 

espectfica obtenida est·~ cerca del ltmll• superior esperado, con 

re~pecto ~ lo~ valor~s r~Portados por el 'kit'. Con esto se demu~stra 

de nuevamente la pureB d.¡ las Plásmidos y q•Je pu~den ser empleados 

en 101 experimentos d• hibrld!zaclOn. Se puede notar tambi'en que en 

la' etapa de puri fiocl6n Plásmido \; mHOr part€ de 

radioactividad es recuperada. 
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i:1nlidad de AD!! obtenida por litro.dP. cultl110, despu~'. 

d~ cada raso ~n la purlf lcaclón, Este Ytlnr s .. calculó .. 

~n b.1sé a l~ d~n~\,j1d ópli<:a medida >. 260 nm y conside~.' 

rando la relación l Unidad de Densidad Optic~ =·so ug/ml · 

Llsi; celular. 

~2. 20:9 
!J l ~ ~·3•'.<ln t r 1 f•Jgác ióñ ,_. 
1:ckh·~n de S•Jdio'.:(,'H · 

20.:. - 300 · u'g · · · 

·.·,·~·· .. 
GY.adi~nli? i~-1)Ílf.':!1·1Co 

Clór·,ro de ús1'.:. 
·150 - 200Ji9' 
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Tabla II. 

PLASMIDO 

TRH-pUCB 

Srif-pBRJ22 

ACTIVIDAIJ ESPECIFICA 
cpm/ug de ADN 

9 - 10 X 108 

4 - S X 108 

CPM TOTALES 

9 - 10 X 107 

4 - 5 X 107 

CPM DESPUES DE LA COLUMNA 
(fracci6n excluída) 

7 - 8 X 107 

3 - 4 X 107 

RENDIMIENTO DE LA 
COLUMNA 

80% 

BOi 

valores de actividad específica obtenida con los_plásmidos marcado con (32p¡. Cantidad de cpm obtenidos 

de la fracción eluída de la columna, y rénd.imiento de la columna de SefedeK. Los cpm son los incorporados 

a ADN y fuer6n determinados por uni6n de ADN a papel DEB1. 



a b e d e f 

Figura 1 

Patrona~ de rastrlcclon de los plásmldos purlr1cados. 
Fotagrartas de geles de Agarosa !Z, amortiguador TBE, 
tenidos con bromuro de etldlo. 

al.- p8R322 Superenrol1ado 
bl.- Srlt-pBR322 Superenrollado 
el.- Pr322 digerido con Eco Rl 
di.- Srlr-pBR322 digerido con Eco Rl/Hlnd lll 
el.- p8R322 digerido con Hae III 
fl.- Srlf-p8R322 dlgeddo con llae lll 
9),-·TRH-pUCe d!g~rldo con Hae lll 
hl.- TRR-i>UC8 Superenrollado 
ll.- TRH-pUC8 digerido con Pst 
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! !. - ELECTROFORES ! S EN CONO 1 Cl ONES DESNHURllL 1 ZM/TEL 

desnaturalizactÓ~, se'..~mplea géneral~~~l~ Glio~~:;)'~l~e\!!{4{f~xtdo 6 
-, ., . ' '··~'·:·:.: 

Formal.dehldo 2.2 H 6 Hidróxido de: melil mercll~ilJ 4 ~K; •·.Es impclrtanle 

que en eslas electroforesis los reactivos y el materfa! .se encuentren 

libres de Ribonucleasas, ya que de otro modo, se corre. el riesgo de 

degradar el llRH. Nosotros probam.os los 3 métodos antes mencionados, 

pero solo obtuvimos resultados aceptables con los geles de 

formaldehido e hidróxido de metil mercurio. Las eleclroforesls en 

9el de agarosa en presencia de urea no se utiliza para los northerns, 

solo se emPlea para probar la integridad de las preparaciones de ARN 

ya que se había reportado que en estas condiciones la migración de 

los ilRHs no es proporcional al peso molecular. !75l. 

aJ.- Geles de Formaldehído 2.2 H. 

Después de realizar muchas pruebas, variando tiempo y vollaJe, 

en Id electroforesis logramos obtener buena resolución con los ARNs 

ribosomales de Eucarionles y de E. col!. Con los· cuatro marcadores 

antes mencionados, se puede trazar una recta entre el logaritmo de el 

pi:s•l molecular contra la migración, ver. 9r.1fica l. 
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Esto es indléálivo de que la~ muesfra~ están dP.snatural t zadas 

totalmente. Én la .tlgun\8 se'.obse'i-va la resolución de las bápdas .de 

ARN rlbosomald~'\{;;¿~l'i·<~~~pa/adó'en el lab.oratodol en µn gel•de 

rormaldeh1do ii~1·do;
1

~'t~~··b~6~ü~'o•dJ'':ét1dio. i•< .e <· •' 

En 1 ~ .: t1:~1~;;'·~?ii'.is~,'g~:~s~ .·d~· •·rtj2~:1cikid~··füv1n~~t·,'m~Los .. 
prob lemas•·.porq~{~1 'rcirnia fáe~ldo ~;óvoC:a: ~·h: Íi~jf,•e~1·a·~:s·~'1i·~:¡h~:i~:~d~d 

:,.,·-. :.::'·.;-;,:··.·::~ > -- '.~ "· . .,'.:'- .-,-·,·- ~:_,, <·.·-.-, 
de la Unción; ~;~bableJen\~· Impide q~~ el,~ bromúro 'C!e •eüdio 

--_·,'~·:_::-,- __ ~--=-~ ·.~/_· .;~~.: -"~~--~-' 

<interaccione entre·i~~ b~ses .. !.ográmos deteftar entre 5 ./fo ll9 por 

cdrrl 1 P.n un gel:; de :rorma.,ldehido'que al ·comparar con la canlldad que 

se puede . t.P.n ir en '.•Jn: gel de acr 1 lamida/urea (t. 5 ug por cari-11 l, nos· 
,. :·.·,·.,. 

damo;, •:uenta de'·ía': i~terferencla que existe, Implicando el emplear· 

cantidades ~u/el~v~das concentraciones de ARN. 
··::(• i· 

bl.-Geles de Hidróxido de metil mercurio. 

El hidróxido de metil mercurio es un reactivo muy tóxico, y un 

desnaturallzante muy enérgico. BaJo estas condiciones tanto el ARH 

como el ADN son completamente desnaturalizados a su estructura 

primaria. En la f lgura 9 se observa el pBR322 digerido con Hlnf 

marcado con fósforo radioactivo, sometido a electrororesis con 

hidró~ldo de metll meYcurlo. Realizando la gráfica logaritmo de el 

peso molecular contra la migración sr. observa que las bandas se 

alinean en una recta. <ver gr.Hica 2) La tlnción do este gel es muy 

íácll, no se cuantlrlco lo cantidad mínima de ARN que se r9suelve con 

ésta tlnc Ión. 
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Dcbidc la menor l•.lxicldad del rormaldeh!do Nmparado. al· 

hid•'ó.ddo de met!l .rne,r:i:urto ).·a fos .buenos re5UI lados ·obtenidos' 

.~1 primo~ t'fn~n.lt:.l~:~:~:li·-~~'ri·t~ ~.{ s·¡·.~·Ji<:'···o~ los 

C•)nlfnuación conelectror~r:esls presencia de ·for~¡l~~h(do/. 



Relación entre el Peso Molecular de los ARNs ribosomales de 
bacterias y Eucarlontes y su migración en electroforesis en 
gel de Agaroso 1.5% 2.2 M Formaldehido. 

5 
Centímetros 
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Figura S. 
.... ., ... 
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Desnaturalización y ele~troforesis de ARN ~ibosomal de 
cariontes en gel de agarosa y formaldehído·2.2 M. 

Fotografía de un gel de ~!)a1·0<:..~· '.1.S/., furm.=:ldehído · 2.2H 'I 

rliguador de· .fosfatos .lX. Te~ido co~ .·bromuro de etid,o. La 
~lra es ~esnaturalizada antes de ,ometerl~ ~. eleclrofor~sl~. 10 
de ARN ribosomal de procariontes se tratan con 501. formamida, 2,2 

ormaldehido, lX amortiguador de fosfatos y se calientan· 15' a 
C. La banda superior correspond~ al ribosomal 23s y la banda 

fedor corresp.onde al ribo'soinal 16s. . . 

-1 
1 

1 
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Figura 9. 

Desnaturalización y ele~troforesis en gel de fragmentos de 
restricción del AON del PBR322 empleando agarosa e hidróxido de metil 
mercurio, y caracteri<ación del mensaJero de globina empleando 
oligonucleótldos sintéticos. 

al.- tlutoradlograf!a de la hibridlzaclón de ARN de ret lc•Jloclto 
de coneJo, hibidizado contra su oligonucleótido específico marcado 
con (32Pl. El ARN fué sometido a electroforesis en gel de agarosa 
1.57., hidróxido de metil meYcurio 5 mH, amortiguador boratos IX, las 
muestras se desnaturalizan con 10 mK de hidróxido de metil mercurlo. 
El ARN es transferido a P•Pel DBft y se hlbridlzó por S hora~ a 30'C, 
con 6X SET, 5% Denhart's, ti. SDS, y el oligonucleótido marcado . 

. Posterior a la hlbridización, el papel se lavó con 6X SSC dos· veces 
I' a T. A. 

bl.- Autoradlograf(a de p0R3~2 dlgerldo con Klnf 
<32Pl (ver apo.ndice 3), Los frnm•intos de 
desnaturalizaron con 10 mK de hidróxido d~ ~A\11 

sometieron a elecl~ofor111s d1tn1!urallzant1 l!gual 
fueron transr~rid~s a papel DBH. 

l '! mirr: ido con 
r~strlcción se 
m~rcur lo y se 
:¡1J~ <1), dP.SPUéS 
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Relación entre el Peso Molecular de fragmentos de restricción en 
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!!!.- CUANT!F!CAC!ON DE LA reANSFERENCIA DE .ARN y ADN HARCADO 

RADIOACT!VAHENTE A DIFERENTES SOPORTES. 

En ~ste trabaJo se pre~ende ~stan~~rizar una te~nica que nos 

permita caracterizar el peso molecular y cantidad de ARN mensaJero da 

péptidos hlpotalámicos ISomatostatina, LHRH y TRH> que se encuen!Yan 

en muy baJa concentración. Es muy Importante entonces lograr 

transferir la mayor Parte del ARN que se emplea en la electroforesis 

desnaturalizante. Para dete.-mlnar cual es el soporte que t lene la 

mayor capacidad, se hicieron los siguientes experimentos. Se marco 

un plásmido con fosforo radiactivo mediante 'nlck translatlon'. y s~ 

as! ARN rlbosom¿l de E. coli marcado 'ln vivo' con tritio. Se 

sometieron electroforesis se transfirieron a tres diferentes 

soportes: Papel DBH, Zeta Probe Gene Screen Plus. En la tabla III 

se presentan los valores obtenidos en las transferencias de ARN 13Hl 

ADN 132 Pi. Ad~mis se compara la electroforesis en condiciones 

desnatural!?antes con una.eleitroforesls en condiciones normales para 

el caso del ADll 1321' J. 

En la figura 10 se aprecia la autoradiografía de los papeles 

transferidos, se puede ver que la eficiencia de la transferencia es 

baJa en todos los paPeles que probamos, pensamos que parte del 

Problema puede deberse al formaldehído, el cual impide la Interacción 

de los ácidos nucléicos con el pape!. 

En la f ígura 11 se compara las autoradiognfías de los geles con 

ADH i32P1 no lran~feridos a los soportes y de g~les con ADH <32Pl 

transf~~ldos a los distintos soportes. 

66 



67 

Estos dalos n correlacionan con los- presentados - en ·¡a, .Tabla 

!!!, ya que por ~ut6f~d!o9r~rg la P.fiéten~!~, de T~ansferenda 
mu! ta mayor que i~s· .j~{osi·'oble~!dos-i:o~ el; conlid~~;e: D-~ ,- , 

••> ''º ; ~; ,¡.~:¡;,~;,~~i;!; ;~~ :~~'i\t,\~~¡~•:z':'~;¡f ¡; 
manera ineqJ¡~l;é~'i'·~'J~;;"Ki~~b~a~:;~·~; niefor:; Pára{;los'; exi>edmeri tos. d_e_ 

transferencia ;de-~~~ ; ~~~¡~}~rd 'J~-~ !R'K~~tj!'~~~1, ;ff~c;;:~11i~r~h ·_ -mh 
... _ ~,z ·- '.,:. ": . ~/ ~:,-.;-. . , ... -· ·. . . ; ··:·'·. 

pruebas -con e~l6s p'~;,-~~es;V.t~~bie'ó_-~aii':111\'r?cei~í~~~: 
:·: ;>·:'. ·~\"·. ;- :;:~ ;.'"'.·~:~.~~<·~_::·,, ,.~·. . c.:·< --- . , . 
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Figura 10: 

Cuantlflcaclón de transferencl~ de ~cldos nuclélcos a dlf~renles 
-soportes. 

Autoradlografía de los papeles a los que se transf lrló ac. 
nucléicos. Cada carril contlene 379 090 cpm incorporados a llDN, la 
111uestra. fué sometida a electroforesis en gel de agarou l.Si., 
uortlguador TBE lX. Et llDN se transfiere por 24 horas a los· 
dlferenles s0portes par¡ cuantlflcar la eflclencla de transhrencla. 

a>.- Zeta Probe 
b>,- Papel DBH· 
e>.~ Gene·scréen Plus 
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F lgura 11. 

Determinación por autoradiograrta de Ac. nuclé1cos que 
permanecen en.et gel despué.;; de la transferencia. 

Al.- Autoradlograf{a de 2 carriles con ADN C3:..?J sometido a 
electroforesis de ·agarou t.Si'. en amort tguador TBE IX, que no fueron 
transferidos a. \os soportes. E;tos fragmentos de gel se guardan,. 
congelados y se exponen junto con los fragmentos de geles que si 
fueron transferldos. 

a>.- Autoradlograt!a de fragmentos de geles que conten\'-'" ADll 
<32P l <la mhma cantidad de cuentas por minuto que en Al q~,e f•~eron 
transferidos a los diferentes soportes por. 24 horas. 

al.- Zeta probe 
b l. - Papel DBll 
el.- Gene Screen Plus. 

Tanto A como B fueros e~p>Jestos a autoradlogrdta POI" 24 hora'5 •. 
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TABLA III. 

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

Muestra y condiciones Soportes 
de electroforesis. 

Papel DBM Zeta Proba Gene Sreen Plus 

CPM iniciales CPM" \ET CPM \ET CPM" \ET 

ADN (32P) 
Eleccroforesis condiciones 
normales, Agarosa 1,5\ 379 090 95 288 25 95 863 25 93 960 25 
amortiguador TBE 1 X 

¡>._<u¡ (3H) 
Electroforesis condiciones 
desnaturalizantes. Agarosa 1.5\ 13 200 1 303 10 .753~ .6 564 12 
2. 2 M formaldeh!do, amortiguador 
de fo5fatos lX. 

}..DN (32Pl 
Electroforesis condiciones 
desna=-:iralizantes. Agarosa 1,5\ 300 000 
2.2 fonnaldehído, amortiguador 

2 .631 0,9 j 924 1.3 3 703 1.2 

de fosfatos 1X. 

En la '2bla se muestran los CPM promedios (CPM) detectados pcr el contador de centelleo, en los fragmentos que componen 
el carril en cnda papel. Los CPM que corresponden a los diferentes soportes fueron corregidos para tener en cuenta la 
interferencia de cada papel en el conteo de centelleo ("quenching"). 
\ET= Eficiencia de la transferencia en portentaje. 



IV.- SELECC!OH DEL. SOPORTE.DE TRANSFERENC!A CONS!OERAHD6.TODOS 

LOS PASOS DE: lJN NORTHERH · .· . 

8 l cuanlif'.i~·a•-' : lá:í :1·ansierP.~i·1a 
. ;:.·.:_·:<,::~~~ ;. ,:.".·:.:.:·>- ·:·· C:~.-~:-- : .. :' . ..::' 

vbser'.',:, qu~ no J1';jti)5 d ¡ f~ré;,.: las/muy 9~;{'~~~~.·'.eri;,/ i.1°·· ~f ¡~·(~ií:rtx .dé 
· :>:,;_/'. -.··::':'·::,~,'.- L~:.1;(.-:;."·· ,:.-,..,)_: ·::·~,,.:,,,:·Y·::::.?:t..':'. "· >::"·.·: 

::·:::::::::::it~~t~~r it1~i~r~~~~ii1~t i~j~~~~1rm¡¡'. 
Gene screerl••. P'1ut·,~'·z~tii~~~b~~K;9'.f~(l~6i'~{~i~:Z;f:{~j·~;~~t~.F~~J?~·g;{~su.·· 
.. ª s t re ador ª spe~ n·i c~~I~~.:,d~~~·~prf ]0;;m~~~r.·;:~ff 7I:'t·~c1;l~~ '::':t , .. ~{·· ~" ~· ·· · 
cepa de. E. coft'.•i que contiene .el plásmido pACRl029·y el ~iá~~{db .· 

r:,-~: :'/' ;· ~:~:~~;-~~~\/~::~'.~~:'.!~~;~;'.:'.~~'.~}~_~1~~'.,\'.:.::: "~,~~f,:~~-_.;c'.~:-'.~?;~-~~~;-~<~-~Y:.~·, '.~~-;(: • :_..~~~;~]:~;~.~:;,'' '; 
PiiCP.lv29 1 pro?orcfonadoipóYi'la:n~at·~teJandrá' Covarrubias i ,<.Todos; los 

.'.'; .:"" .. ·.: {~. :,_~':. ',\'.~ ':;.-·, .~·\.;.-:.g~" . '.· ·. -:~>~ . ,::::~-,·; :< ·_, ·' --. 

pape 1 ª s y. ~os . ~M~At·r. ~.r~~.~~.f ~:~-~I~!t~~1!I~~~X~.?p~;1n:~f .;}.r~~~~!~tjJ:·~~·::.y·;::sª .. 
unificó· las cond iC iones"'dediibr idizacion·;cd a']'.can tida.d: de; CP!ll•:~•por:<·m l 

e· ·: ::t ;. ~: ~~~:.· ·:~.~:~~#JiJ;:f ~~~~{i;;~;i~f~-~3}~~!,:}f 1~~ti:~i·f~:~;~_:)~\4~V~~~;~i:~:~;;zt~\:\;f~J; ~-· :,~~~~;~~;~¿~f ':~;~~:i ;'.~~;i~Y;~:-!, <.;·_::·;~_~::_ ~--
de amor t ig'uador dé~h.i.br idi zac !óneY:;losc¡¡ avad~s ;.'iJTem }~;4?~C :•; ravacl~s····· 

:::,:::::~:llyi~t\ii~1!J~~~f~~~L~!~~j~··· 
aproKimada~ed:':'e~,t.· .. ·•.·e····.··d{,e~.g~,2r''a!sºd;~oa?c::i•?o··~n,)r'C,ü.:,~~~~fido que . se obsél'.~á s'e.')~~~~. a 
productos icih ' ARN. En este exper !mentó :~é ob'·~erva 

·~i ,.\;:'~~ ~;." ;<, "· :,,:~)_.: -'·· \' ., • •"••' ,·' ·~;; / ,- ., - • :· • .• ··<·.~;.,-.<,;,-:.::~··e;,r•,::: 

claramente que. t'il',~ú~¿~~tuio~~Cy papel DBHdan .. í~s't~~Jo~~s· 

res u 1 t ados .: . sl~'?í~f~t~,\(~1.~Js~"i;,· ~~n.11 .en. e i ca:ci dé·~.~~~x.~9~;;/0:~' 
éste mismo e~~tjj..'Jme'~fo':sefanalf zÓO[~ POS lb l lid~d deº ; réuli lizai )los . ''' .. ,,_.,·;·~.--~,:·f:· ·, " .. _.,., ;. ·.:' .. ' ... · ... :..··.1· ... ._,;~··,:.·":-._:::·.·:;·:¡y 

sopodes i . ya /~Ü~ ;ir. r:l!utú tz'ar, !Os papeles 'iibs per~Ú~ .inaÚ~ar 

. vt.::mioP. 
0

' é;;li•!,;f [~~¡C;~~s1'e'f '!'1jJvrat.o.'.·¡·rn/u.1•eh;.ªsytªa{ .. q
1

' •• u:.;efr.fn;.:
0

: lst"e, .... d~~e0t.te;rc: •.. ªt~ iº~;s.¡11~.Rn}aml'··'e/n .. _. . 
. i:o~'l'P'aP'~m, ~ , v 

'·ó_._;{Jo; .:..~_:.. --->~: .. :.---: ,', .. _:,.:.;.-:~·':~ :-:,·-:t ,- _-·.--,.:: __ .. - ·.'-~-~-""'-~·;:;~~:_: · .. _: ~-' . . >.; 
.:utorad 109~ar Ia 'dú{.in te: axr:i'osición:.~é~4a·hofas.\ se.:~r'enl~~tdJ.z:aron: e·,. 

'' ~.1:· . . -~-;-.<. 

h !brl-:Í L:ar:on eri·:las.• cond.ldones··emp leadas:· antértormente; y. 'ie ut ! 11 zó' 

el mi.~mo rastreador. 
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'·, .:. ·,: 

La con.:1\lstó~;de éo;l~ experimentó es que lan\o, el ~apel 'de 

Nitrocelulosa ctS0 ~r) ~~H pÚeden rcutll tzar~e. Sin ;,e~bar~~. 
eficiencia CÍio;mtn:iye en un 25'l. probablemenl~ debido ~\:~'.'~érdlda de 

•." ;;··-

la 

-·.'· 
o;oporle, durante el ,lavado '<dalos no 

moo;lr.idos i. 
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~!gura !2. 

Selección de SoPortes desarrollando la técnica de Hcrthern. 

AutoradiografCa de los diferentes PIPales que se emplea~on como 
soportes de la hibridizacl6n de ARH extr11do de una cepa de •. coli 
transformada con el p\ásmido ?ACR!029. La htbridizacion se efectuc a 
42°C Por 36 h con agita~ión. El Plásmido rastrecdor PACklú29 fue 
marcado con actividad especifica de IX 10• cpm/ug. Se emPlearon 3 X 
!Olf cpm Por mi de buffer de hibridizacion. Oescués ae la 
hibridización se lavaron los papeles con 2X SSC, 2 veces !O' se 
expusieron a auloradio9raf Ca por 48 h. 

al.- Zeta Probe 
b).- Nitrocelulosa 
e).- Gene Screen Plus 
d).- P;¡pel DBHlf 

~Debido al ruido de rondo en este papel f~é necesario antes de 
exponer lav;¡r con O. IX SSC a .60°C 10'. 
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v.-

TECNICA DE 'NORTHERN', 

para 

de mensaJero ,_ 

experimentales 

•Northern', 

Los 

evaluar 

menores .i 0,1;; , asl como el ensayar la eficiencia de hiliridlza~fÓn -

al utilizar como soporte papel nitrocelulosa papel DBH. 

Las concentraciones de ARNm utilizadas fuerón O.SZ, O.IX, 0.02Z, 

0.004~:. -El AP.Nm uttlizado proviene del pl.ismldo pl\CR1029 el cual se 

encuentra a una concentración intracelular del IX en una cepa de E. 

col! CA. Covarrubias, comunicación personal> y a partir de éste, se 

hicieron las diluciones convenientes. 

Como se muestra en la figura 13, cuando se utiliza como soporte 

el papel DBH, la técnica es capaz de delectar el l\RNm a una 

concentración del 0.004Z, mientras que con el papel de Nitrocelulosa

solo se detecta 0.02Z. 

Debido a lo anterlor,;_l~d-as'Jas_ hibldizaclones aquí reportadas 

se llevaron a cabo ulilizando_papél DBll. 
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F fgura !3 

Cuant!r!cac!ón de la cantidad de ARll mínima ·!stectable por 
Horthern. 

Autorad!o9rar1a de la h!bridización ro.ilizada con diferentes 
cantidades de ARN de !a Ceoa a• E. coli transformada con el a1asm1do 
pACR!029 y el mismo plásmido marcado con <32PJ. Activi~ad cs?eclttca 
del PUsmido 2.9 X !O' >:pm /ug. Se hibr!d!zó con 2 X !OC cpm/inl tj~ 
amor~!3uador de hlbr!d!zación a 42•C por 36 horas t oosteriormente se 
lavaron los papeles con 2X SSC por 10' 2 •1ec<s. Se e:<ouso a 
autoradlografía por 7 dias. 

~ l , - P 'º ~ ! D~ll 
El.- Nitrocelulosa 

7. del ARH detectado por el rastreador. en la muestra. 
al.- O.S bl.- 0.1 el.- 0.02 dl,-,O.C04 

f~ ¡•,e 
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!JI .-!DEHT!FlCllClON DE LOS llRN~ ffEtlSAJ'EROS PARA SOHtiTOSTATINll; TRH y 

LHRH EN EL Hil>o~ii:Á~Ó'n~:Xi~rti:\ ;e .)> · '·. 
, ir·"· .·:\, »-:::~(J::'~;~, -.--, , · .. ·.- -- ~~.- ,~L~~~·> 

; :i ;: >. } ' ',,', '; 'f; ;:'/: ~;:~ ;; i;•i / 
>·.:·;·:. ~·¡'_:·,: ;·\ .. ,_,., '".;;·~:?-,:·;·-::~ .~;;::_, ... - ._:_ :"J'· :··,:.· :::<\':,-'>-.' 
--~-(:,_:;_-.- ;.~~~,;-~:~.- ~~:Y ... :~-:",:)::-:· "---:<-·s- ·:-\·-.-T;-·.-;. :¿;? . ---·- .. ~:\·., .. 

a 1. - E~~}fª.i~~.,~~;~st~l~o;t~~~?.:·f ª~{re¡~~~Mn·J;'. '\ h : . }( ·.· .... 
En la rt~~~¡: iii~.ej)§ú·cJ_t 1~~~~~?~~;1<i~~·!~~t~~.~R~.j1~~fY,{; 't1+i'. de 

h lpol á 1 amo de'' rata··· cón'(el ·~r~sm~dó,sHf-~B.R3h·m~Ycado(con'.'132P) ; •..•. En 

este e xperi~:~ ~·~. :~~~~~~~l;iir~·d-·:.}j¡~~~rot:r~s ls:· ~· ...• t~:~s f e;e~~ la~ t¡-e s 

muestras: ARN.pol? 11;i,;~''~:1~b(',11am~,··A~N poly 11++ )e .• ~~l"~ti~o· 
extrahipotaUmico, y ARH de E. coli !como conlrol negativo>.· ·En esia 

fotografía se observa· una banda ancha de hlbridización que 

corresponde al carril que contie~e el llRHm de hipotálamo de rata. la 

intensidad de la banda no disminuyó al realizar un lavado drástico 

con O.!% SSC, 0.1~ SDS dos veces por 10' a temperatura ambiente. Esto 

nos sugirió que la hibdd.ización se hizo con un llRN de secuencia muy 

similar a la del inserto, este dato como el hecho de no detectar 

senal en el carril que contiene llRNm de cerebro extrahlpotalámico !en 

donde la concentración de cuerpos celulares a Somatostatlna es mucho 

menor que en hipotálamo> demuestra que el rastreador hibridizó con el 

ARNm para Somatostatina. 

En el rastreo con el plásmido TRH-pUCB, se emplearon condiciones 

relaJadas, esto se debe a que la clona contiene secuencias 

provenientes de mensaJero ·para la·. Pie.l de Xenopus . . ... . 

probablemente no. existe ·mucha homología ~ntre eT ARNm de rata',con ·e Le 
;· :·>-~.:ét.~ 

de sapo. Hasta el . moment.0 n~: hein~s. podido detectar una sel!al 

poslt iva. 

77 



b 1, - Empleando ol (gom.ic leótldos s In té t leos como rastre adores. 

Para rast~~ar.· el ARNm deL ~;2u~s~t' dé. LHRH/ .emplP.amos 

o! lgonuc !eÓf idos••· si nté'ti~.~Úma~cados'. ~~~;¡ :~(;;¡.¡_ .•b·i~.))~5l~e~·do~és, 

:::,,:::::~t~~·};li\f l~~r~~t~r:~;lr }~~if {li~!~~~~i~~~~1~·¡;;: 
. ., ,,: . '. ''.'.}f f ;·:'"" .. f .'{'.i1 

,;;,;;;, •• : •• ,;J'.,;;,~;~~?~\L. 
que codifkan~pará !Os 5 aminoácidos de-li(parte'amlnh;feymfnal· del· 
LHRH, que abarcan tedas las po.sibles secuencié lomando en•cuenla la 
redund anc 1 a de 1 código ge'né t leo. · · · 

2.- Una mezcla de 2 ollgos con 33 nucleótldos que codif lcan para 
los diez aminoácidos de LHRH, más tres nucleótldos que codifican para 
una glicina en la parte carboxtlo terminal, de donde se piensa 
proviene ta amidaclón del péptldo. Las secuencias de estos 
otigonucleótidos se dlsenaron escogiendo los codones más empleados en 
mamíferos 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 hlbrldo ADN-ARN. 

3.- Se fabricó un allgonucleótldo de 15 nucleótldos que codifica 
para 5 aminoácidos del ARNm de globina de coneJo. Este sistema se 
emplea como control positivo de la hlbrldlzaclón .. 

Se realizaron varios 'Northerns', transfiriendo ARN de 

Ret iculoci tos ARNm de hipotálamo y cerebro extrahlpotalámlco, los 

que se hibrldlzaron con las mezclas de o!lgonucleótldos mencionadas. 

Para los ensayos con la mezcla 2 se emmpleó 42dC de temperatura de 

hlbrldización y para las mezclas 1 y 3 se utilizó 30"C. 

En estos experimentos solo logramos obtener una sen.al con ·el 

l!RNm da reticulocltos de coneja, hibri~lzad? con el o!i9onuc\e6Udo 

especifico (v<ir: figura 9), .Como ise ;~G~ci/.'~PT~~i~f,:; la ban~~ de. 

hibrldizaclón corresponde ··a: un ¡;e~'o inbfé~~Ji~: dé,7í2 ~ti>, i:ú~ valor 

es similar al reportado erilá uieratur·:·~:ar~·él ~~hsaJ
1

e~~ ~~· 'g~obi~á 
de ret iculocl tos de coneJo (92l. Con los AR~~· de ·~erebro e 

hipotálamo no obtuvimos nlngun~ sana! al hlbridilar con las mezclas 

y 2. 
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F!gun 14 

Caracteri~ación d¿l men;aier6' de s;~:;to$"t
1

at\~.i. 
'.>. " .. "',' ::: .· ': ,.·. :,'··. ,-: . 

Autoradiograf!a del Northern. Se ~ealizd•una ele¿t~oforesls en" 
gel de agarosa l.5i' .. rormaldeh!do 2.2 !L amortÍgu~dor Fosfatos _ti, 
gel "de 3 mm de grosor. En este experimento se ~mmple.aron tres 
muestras: 

al.- 20 ug de AP.N poly A++ de hiPotálamo de rata 
bl.- 20 ug de AR~ P~ly A++ de cerebro ~Ktrah!Potalámlco 
el. - to ug de ARll de E. -:o! i 

Se tran,firleron las muestras a papel DB~. emPlendo amortiguador 
fosfatos 25 mK pH= S.S. La hlbrldización se realizó a 42oC por 36 
horas, se empleó 43;: formamida deionizada, SX SSC, 200 ug/ml .de AON 
de timo de ternera sonicado y desnaturalizado, SX Denhartd's, SO mH 
fosfatos pff=6.5 y O. IZ SOS. DesPués de la hibrldlzación el papel DBK 
se lavó con 2X SSC por 10' dos v~cas, el papel se expuso por 24 
horas. 
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Figura 15. 

Esquema dé los. o~l9o:riu~.1~~l I~;,~ -~i~tettzado' para LHRH • 
. '·:-:0.--.!:"··' 

pG lu-H l s-Trp-Sar-Tyr-G 1y-Leu-1\rg-Pro-G1 Y:-KH · 

Gly 

llBltBll#BBllllllDl#ll#llllllllHIHMHllllllll 
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D!SCUSION. 

Las neuronas· peptldérglcas hipotalA~l~as··'~~~ regulan el 

funclonamlenlo de· la hlpórlsls; ·son eL ,:bla_n:cc>_'· é!e\~Umerosas · 

lnform.iciom :¡ nter~~~ <Y .:~'xt~;n~~ La1:or9aff1 ~rn·~: .. ,~i:a:'rn~~'era _por 1 a 

:::~::.'. ''"',ht:1~:J::'.'''::,'·i,~~~t~~,~~~~:t~~i~:i~; .. 
modt ftquen e'1~ f·¿;~¿;f.Qf°f~'i'J~f~g~y Uc ~eu~~h~ .:.~eÍ>.üdéVgléíú Ca,cvarto~ 
ni ve 1 es·. ·. ' D(t~·~·n~¿/{~~¡J{('r'~:;~~!~~!I:~g,~:~~;n:i_~~ ~.'."~,J:f ,é~Ú·1~~: f ~~es 
post-traciu~a6~.l'lé~;~f1~r~i';!J~~'~;}tf~er"~~Y6;;'~ e;If~acfi~~~i6ri1)(;/ poi

anatog!a con .ótr~~ .·z.i¡¡~-~~~·;'f'~L¡;~~~~esfa ~eb;·:~{ar .sci~~ud'a a un 

sistema de re~t i~Ú~~·id;j,:¿g~N~';b;., > '.> )?< ... ·. 
''<>· ''~r;;;~(;:;;,;:,:;-, 0 W:,~·dJ <· .'"::.' !:>·/ 

,.-.-' _ .: . ~.',/:: /.~ ... :;'~~<~.\~}'.\-i;},~;J,~;<:~~)~y::_:~~: ·}':'.~,.~-.·,fr.\'::-:',·-\,',,('~;;::':. ·:c::~i-~_~·-:.~:" ·.' ·.;• 
e¡·.· nlve~/~e reg\ll¡¡c;i.éri.~~~~l}ltegt¡¡mos:,exp,lorar ~;, nuestro grupo 

:: ¡.::::·::,~;~e i~tli~~~U~~t~;f f ri:' ':::l:' · .:: ,:::~,:: 
cuantifica~ ~~~i".:~~a~\~~y;j}~~~;i;·~é"~~\;~~f~~J'i~r-de·•·1~s ARN ·men.sáJerós 
pm Somatostafin,~, -,~i;~H''·;' fR~,d~f'h'ÍPotál~mo de la r~fa. 

' .'·!<:';'.";.: '.: '{:,:,,~.¡ ~ -~;-;~ ;:;:.!- -~~\ ~--:·, · ''.0::;~~~ ";' _:>'·_'.::··- • 

,; .. , · ,,;~ •;¡o~¡H~~~Yi2iií".'i\~~¡;,J•~; ~'\Í~~f ~~jt~t~~'"'. 

::::::::;,~'~f ¡~~~~f i~il~j~f~J~~j1,~~~1Síh'~r,~~·B '• :: 
obt··:;:;,·;;~~;~~1~i;,:::::;~fr~~;JJMi~i~~~;~~g,,, ,, .. 

- - -.-,..,~)".',''"' ·;.-~},>··"- : ~';~!,('' ". ·::·::.h:<~' 

En el. caso ~;d~ '. t;.1dJ~'l/Ón 'n 'vl_fro'• :Cse d~be ~on(a~'·c'o~:;-,fa büeh 
··.'.·--. 

, : - ... : . -· - . . . '· . ·'.··--~·-·. . - · .. ' 

laprotetna;pYecursora del 
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peplldo activo: condiciones optimas de inmunopr~clpllación 1951 1 Y un 

s ¡, tem.a dP.. an.i lis ls op t tmiÚdo ié lectrofores L s Ú~~atui-al t~a~ l~<p.ar.a 
'»{ ·. ·,;'·, ·.:,'.-'. .:;,:: .. y--

prntelnas, 961. - Sl}tll<i¡;\: ~std'~' p~~65'~g·e~tin'6~ú~i~~do~; ~~puede 
:< :: '.~·-.-'·> .... · •i ~~·::; ~-',,:,<~'\ :;~ ,; _- .. , /:·_ ·;: .. ; .- . /~<(_·",.'.';'._º _·: ~--'.:·.· --~'.',_?:-;·;·'-:. ~A '-'Y;_.-' - .. 

::::::, .•. ::;;~l~i'l~¡~1~A~i~fl&it~~¡·~~jW~~~~~;i~~i ;i;:': 
::::::::·JJlf ~!*f~¡¡f f !if lu~~~~t1~;~;~~~''ll~~·~~i0~f iiti:·. 
que -no ext·~-(a';~1-6~ot:¿ro~;fda~· ·~,·~t~~;. l~~~~.r1~1~:a~Z~i!.r~ri~~ ;i:a~.l.a -
pro te f na ...•• l.~mg1f'.~?i~·r~rf~l~-~i,itr~~-~"{~(~~~;~}1~~{i~}·~~··:;.é:f ~v..a1f~ai:~:· l á -

cuanü ficadón\ .. ~~·~~i:r¿í~~~asÓ.,d~ i•.'iosi::'pépÚdós\ hlpofal.imicos . el 

problema' pr'i~~~;~1;T~i~/~q~J~~~if~I-~~;~~~:<.si~te,.t izados~ .:n .·•··b~Jas 
concen trae 1o'n~·5 i · ,

0 
· ' • ,~· : {: ·.··~· . 

· - e' e. /., •·! !·:"' 

La obtención •• Je\~~~-- y s1J;~ionaé·i6n es un ?unt6 mui-· 1mporlánte 

para determinar 1.i. esl:.~H~~~ ?ri~aria de ~~ illRN · mensáJero. ··en el 

laboratorio e<;;l¡mos • :trÚ¿~do' de obtener los. c:DHtis para los PéPlido<:. 

hipotalámicos antes. mencionados con el obJelivo de ullllzarlos como 

mejores rastreadores en los 1 Northerns•. No es fácll obtener· el cDHA: 

es necesario copiar los ·ARHms c:on tran5cifp{.a5a reve~sa para obtener 

copias de llDN, clonarlas en un vector lfag_o_s Ó · plhmtdosl 

posteriormente rastre.ar en el banco.creado la clona que contlene. la 

información para. el mensajei-o .deseado (97,90,99L . Finalmente se 

determina la secuencia de .la ciona sel~clonada, para ~onficnar ciue el 

cDHI\ codifica para' el ,Pépt1ddque se,búsca.··. Com6.~e\~~~~~ observar 

son muchos ·los • p~~¡;i· ne~~-s~rio~ ·•· p'ara • cibj~neY. ~(;;~~riN~i: .. la·.- baJa

concentraci6ri~.• d~fri:~~-.J~.n~~~ier6s' a ~~ttidtÚ'~~\ce nec~~;~~·to'ób tener.ún 

banco de clcinasj~é'.t¡nga·airededor deL;(fo ... irtlon~és;X ·~lonas,para · 
tener posib!lidad'cieÍo¿~lita/la ~lonae:~~;ecífJca.-
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. . 

La t~cn i1:a de 'H•Jrthern~ t 100). nos PP.r~.t ta i::u.a-nt 1 r !cat· la 
'. -.~~ ·.···. . '\:' '~/·. _: ·.·: 

e.in! !dad de ARH~ mensah~ros b-a:_,g d!f~/e'nt~~ !c6n~té'tori'~~; y-,: es'!a 

leen ica puedi~ vcilv~·¡.w;.:~~s{~~~s-f~ i/·~J~ x~: fr:dJ~éi~~--; ¡ n'i1t~~;,. 
·· '· .• , . · ·, 1' ·~ . - ;;~·:_:.,,.,·· • <= -~¿¿·; ) " · <r~ " . ·. ;::-~, ~-i~~:: :··",r. . . - .;. · · 

::::

1

::: 1 pe :~f l~ºs~;1'.'.:~:f~~~t;,ci~fü~t]~:~~~{tiú:i:~]~:F~;-~~'~fot.1~:: -
º t r º lado, .~E-·~s'.~t;a~1·t·,.t'.~cn'~~i/oc'.}a~p!r .••. ~e~si[.;;á~nt;~m~.-u¡_dc_-_-_:._ºh-_;•~--_;ºr_._._,_:··~;·--e_:s·.·_:_._,_·_s_._. __ -_'•_tW•f )~a[%(~f <[Í' ¡ ,;,;,; •¡¡0/¡, 
northerns. : " . -. -- - e . q., ·.-_• • - pun ~~.~-q~ii· iJ;t:Je~.''C'on i¡-_()_la?s~. --

y op_t Lm_i za~s;~·:A:P_~i~¿~~~~~;~,~~~fª~-~~1-s~f:ns_i_bfj:~,adf_e~pe~-1.fi;id~:d 
pos !ble, -nosotros<\ ralarnos~( dé;, __ ·i:uJdar ··•tos '.'~{~u ténÚJs > P~rl~~tr6i; 
E lec trof ore sis <~.·~~Ú· r/~~ft~'~:~~~ :· ~;dií~¿ t6~~s' de~n:atural Í zan tes; 

:: :~l.'~:~:~~~~~~J:;i~~: ,;_~«i:; .-·;-, '•:,_;:~~ce;_:._<":·_- ·· -~~---'~,- · ~ 

lransferenciaAe (!Rllmde(selal.soi:>orte; hlbridtz~c!Ón del ARNm con 
f;>· ···:_~:_:_,::;-: • .• if; ;~;,: .·_ 

el ras l re ador ~ ~P~{r'f i2'6: ' 
-" __ , __ ..,. - ·~--" ;-_<··.'_:·: , _--_.·_.-_ '- . 

'. ',·,:.':?~': - - . 

Existen v¡Pibs:~~(Gd~s·~Ú~ permitan separar al l\Rllm por medio de 
• -· -·,' -, • • ::>; ~ ,- -~ -, ;·: 

electroforesiC "~f''~~~·dict~~~s desnaluralizantes ('75l. Nosotros 

probamos tres Úpos'-de-e.lech:oforesls en geles de agarosa con agentes . .. ... . .. - . 

desna\uraltzanl·e~/~a·Úcixal/DKSO; Formaldehído¡ e 1Hdr6x1do do? met 11 

ei: ~rimero ·, .· no funcionó Es fo - ha sido observado 

repe l ldamenle eP~ffJa~~ralo~lo y al p'are_cer depende· del lote ·de 

1.os'.1;~le~ \1~ ,ag~rosa-con hldróK!do de ineltl m~rc~~lo r,on 
.: :'. :::,.·:·-, { ~ ', . . ;, . _:,·. '' . '' ' .. -

muy l óx i_co~ ._P;~~\;b~~.i.~~~~~~t~i~j,ºE:.~~;;n}~.~ •• ~.ue __ ·~-el ,_._,_-.h.ldr~~.11ó'.,1i'~f {{f J tll _-. __ 
merc1Jr lo es: un ·:agen_leJdesoatur;a !-izan.te·_ muy• enér_g lco.~que:.re·acc:_lon·a •corí' 

1 os á lci~cis • ci~;Hr~~~~;~~-M~i~1:~·~~~t~~k~'á~ 105 ~ctd~-~; ;ia¿1~{¿·g¡ó\0-1r. · 

gl ioxal. 

Es 1 mp or tandt ee•--._J;ea'.n~~d,Iot_:ª-~-·-·-•~_:_.-_: •. _:lf [t;,b¡~_:e~:~s~~-·-·--_ :_._~_rl~o~~s~_í,'_-_,_:_;.~_._;_~á,._lcjci:"d'f:'o¡;ms' i_.ri a {\;_e L ~~:~·~~·~ .~~~}-~~;)~ ~~-t 1 .i •• -
mercurio . •· ·-.·,0;.U··L .. ·,- ''';:;:" .• Huiíi1j~¿>:~:~¡¡::·~ue'.:pu~dan; 
inte~acctonar coíl;~1~s~~&~Ye/"eJ0~íl1ci~8 ;¡u'é se"utT1fropara remover 

<-:..';'._-.,-:~·>' :. ;;;· 

el hlrlróxldo -de' ~~ftr'.:i!;-~·~¿~Vi~g::~;~;~ftci~n-te,~/que··se-obluvleron 

buenos resultados,~l:;:ar1~fe~ire(llRll cie retkuiOcÜos_P. h.\bYldlzar 

con oligonur.ieól!dos para globina. 

83 



Los geles de agarosa _y Jormaldeh!d~, no :uenen ia nisoluclón de. 

1 as e lec t rof o~esl s c~~ htd?~xfao d~·- ~elú~mércurlci, Ya ~uei las •.•. bandas. 

dr oe r m a
1 0

1 ds 
0 

h .11 .•. dc.oi~r0e~•a<c-~:csul+~o.~:n1éa~;:ct'~a:m}:bªj!¡_qé:.Yo~c'o~;sn,:i;l:.o'' 0s:;r;,;·t···o~vm"o~' (dse~•~.; : -~á ~j;~~~h a's; ; E 
1 

• . • •. •• 4_ •. , . - r1ii~ó9·Jr;:;•~ ·~e · los 

::;~~~::~;;~ililf iilllii!;~~llit;¡1;~¡;; .. 
para el hi'dróxido<dé>met W'írieii:urSo•-éomo:'pai-ao'elFformati:feh'ldo no es.• 

pos i b 1 e· ·· s abfü .i ~ ¿;;,~zf ;.i~i)~~~f~;~f i~l,~'l~~~;~;{~{~¡~~~t~~:C'~:f i{~ai'en fo 

desnatural 1z~~l~'; sóib \"é·~ü¿~~c~·5~~~r'17;:~~~ir·~r~-··1W~i~~1éfa ~~1.()1ót'.·.· 
:.;,,::"_~·- ,..,~: >,',{.: .·"~' .'.f/'" 

solo·. e~j(:casó)ie' ~~~i'e~t- t~rm~l~eh!do ... Tornandó"cóni~'f~/_e_rem~· 
la t 1 nCIÓn •'de :¡'~~;:áhéfos 'nlidé leos se observé que. e 1 · h1di:6~(~~ .de 

metil mercurio .. se eliminaba mejor. La dificultad para:;~~l~·los 
.---r~:>s"": /·;..:., 

acidos nuclé.lcos en .los geles de formaldeh!do pud lera ~ebei'~e· -~• _,,,,., 

residuos de formaldehído pegados al ARN que lmpideri .la !nf'~fY~s'1Ón 

del bromuro de etldio con el ARN. 

formaldehído no se quita completamente, es la baJa eHc1er\~i~i:cÍ~ Ja 
:.; ' . ;~,:~;~ <" ;'_,:'.;~: ,; 

transferencia del ADN que observamos cuando se trarisfir'1t'cif' Un .. 9et 

de formaldeh!do 
¡.«: 

transri~r~· de:>ü'ége(ric)· cuando comparado SI? a 

d~snaturallzante itabla llll. A pesar de los proble~'!S' cb~;:;:os gé'les 

de formaldeh1do, logramos obtener buenos resultaclos;~·;.~J;;,;~~~'~'. ~~iÚs 
.. '" :·: ~' ·: ;;~, .• _:,/~ . ,, .. -. . '. .. -. 

toxico decidimos seguir empleándolo. Con ambas c~nC!lb'iciii~~·;~b\tv; ~~s · 
,;r;- ' - ~ .. ' } - ' . "'{~ . ' ·~ . ., -·· 

que la distancia migrada por el ARNm es dtr~'c.t'XT:~xM~?J,f.~t.~'{d;hJ1 -

. : ::::::::ª~e: sp::~1:01 ::u 1 ::_~e :~:pr:::~~:c~!~ff [11~~f~~]~~t~t~~~zff 1,' 
... ' •. - '' - . ' -·' •.. '" , _,.. . ';····:>:_)'.'. 

mm. . c:onio ·. ~)._~e me~<: íon¿;~~ if~~ºr-~~~t~Uf,'1~í~a~ d; n¡~·j¿; i>ositi 1e 

lo~ ~g~nte~ des_n·aíúrá1'iZanl~~·ci;~~~·~hi~n~;' una' 6¿e'n~· inter:c~ión 
<:!nlre el sopor!_, <NI trocelulosa, Papel aCt !vado, Gene ScrP.en Plus y 

Zeta Probe J y los ácidos nuclélcos. 
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de temperatura, la 

dmatur"alíwiloi~· · ilOrm.lmfdal' d~túmi~;. \ló; cestrlcl~:\,d~ la's 

condiciones. · Es ~úy l~por~:~t~'. ~d~1~~ra~;e~º.~,~go9ta}~tF~;~1 ARN~ 
y el rastm~o;{( ima:/ó/.tíomóf~~ia:'~'.~'p\Jeden'e=?i'éár lemf'erá{tl~a.s'm~s 
al tas y10 marci~é~ ~6,;~~'~rra::i~~~Úd~;'.'r~j~iíklc1X~:Jufa~ • tá~~d6s -~:~pUés 
d•i la h lb;i~lz:c·\~~;·s~· ~~e!e~~·f·~i~¡~··~~n· :::·t~~~ ~~~cenfráéióri ·de 

sa 1 y to au~~~:l~r.'.;~.~~).te~~.er~t~'ra. :·~E;~c}b~:·;·~:nt~ar~~·• .. s~···. el 

ra~lreador no] '.es';. homófogo¡'las c6ndlcórFi~'-deberú r.éliJÚse/ ~s\~ se 

cons 1~ue baJa~~¿.¡·~ r~~r>~rátu~:á,;~'iií smi nÚye~~::~:1 ª .· c()nc:enl~~c.lóri · de 
. ':· ~} · __ ::~~'-:'::'~ :-,, ,.: .. _ . ----.-.;_,:...·. 

formamlda para i6~r.~r.ik h!brtdrzacló~ y:-deleC:lii°r f~ ~eiíal ... si ,no se 

toman en 
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1 

En ti.ase en-·~-·· 16~ rés'ffilaC!~~ ,6b~~ri1~~~'. se' puéde conc1U1{ ·: 
··- .. _.., .. ,- ' '~;?;:::.~~~~-~-~-.. :,·://: ,:~"'--~- ~-,.~·.'.-.~~-· 

' -\'.>' .'; ".'' :. - - ; ::~,_.;_.:;: ':··;-···-: -.. ".'. 
oué de Jos c~at~ti Úpo~ de·:~6¡;¿i1-~s : e~k'té~d?$ 6~~~\¿~;~l\do l;i 

se ns lb i lid~d¡ ' ;~61;~ >'~{ ~;éP~P~/:act ~~·á;~~\d' ~:·e.~o/j~~~ l'.lid~s? ya• qu_e 

con P.l pudi~Zs/.~~le;.l~r-. 0;004;; de los mensaJ~:~~·s ',¡:g'[i[~;s;,} Cab'e 
~~·:: _.-·:<-:::.-._ _· :_ :-(.::--:·,·· ~:..,<:,,. 

mendonar qÚe: e~tos resultados no son detinlt!vÓs y ~üei}si;posibl~ 
-~~·:'.- ~f_,:~<-:·,~.;~"; .. : . 

que con otros lotes de los papeles probados o baJo Ót~~~: '-c~lli:Héfones; 
_ .. --., 

eMperiment a les se pueda lograr meJores resultados ·con ·1os ·otros 

soportes: Zeta Probe, Gene Screen Plus, NI troce\~lou. Sin 

embargo los resultados con el papel activado han sido reproducibles y 

por lo tanto se puede confiar en 'este método. 

Con respecto a la detección de los RNA mensaJeros de los 

neuropéptldos, solo logramos detectar el mensaJero para 

somatostatlna. Debido a problemas técnicos, en este experimento no se 

pudo calcular el peso molecular del ARNm. Estos resultados confirman 

que se puede detectar un ARNm que corresponde a 0.01X del ARNm total 

\concentracion del ARNm para Somalostatina ~n ~I hiPótalamo.I 

empleando un plásmldo como rastreador. 

En el caso de TRR lel cual se encuentra e~ una concenlrac!ón 

aproximadamente ig1Jal a Sl"\f en el hipotálamo de la rala) no logramos 

deledar una senal debido a su baj;¡ homolo'3·(a con el rastreador . 

.:.ctuaimente estamos optimizando aün más las condiciones de 

hibr idlzación. Pa,..a al casó d~l mensajero de l.HRH, no se detecto una 

~"'na1 debido debi.-J? a ~ .. bala. conCe11t-r~ción tie éste dentro ctP. et 

~i<>ot.Hamo da. rala. El" Dr.· Seeburg nos. ~':lmunicó que con ;u; 
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a1;n1entár la s,ci1s'tbilidad del método q·;e utilizamos: 

-Emplear una fncción de llRNm que ha:;a sido pasada por una 
columna 1e 01190 dT celulosa dos veces, y si es posible tres veces. 

-Aumentar la cantidad de ARNm P.n los 9eles de agarosa tas! como 
grosor de esto~ i. 

-Ulill:ar rastreadores con una alta actividad específica aún 
mayor a la gen1ral~ent1 ob\an!da o sea alrededor 300-1000 millones 
cprr.n..;¡ 1 y qu~ n-.: es ten contaminados con nud-.6\ ldo5 marcados no 
ln.:oorpor.;dc.s. 

-Emplear rastreadores homólogos, para poder Jugar más con las 
ccr,dícíon~s de hib>"i·1~~acl6n y l~•»d•:, y as! detectar mejo, la sena!. 

-Emc\ear RHAm marc•do como rastraador, este se pyede 
~- :!c~1r e! fragm~nlo 1~ AD!l fa1lreadot en le Pl~~mido 
m~di·: d~ Pdlm~r;,;a s~ ;{nte\i~.~ el ARll •:omplemenlarlo 
ribanucle6tidGs marcados radloactivamP.nte con al la 
espec!fio (!041. 

$!ntet Izar 
Gemp4, por 

empleando 
ac\ i vldad 

-En el caso de las hlbddlzac.iones con ollgonucleótldos, . se 
r•comi1nda e~"lear cliqonu:leót1rlos mas 11r3os. 

- 1:.101t1ar J.l solución d~ Denharl"s que 
• !~ddizacién ~'.>r heparina, o bí~n emplear agentes 
d~ ~lbrld!zic!')n ccm~ 1: el rl~•!rán sulfato. 

se emp lP..! en. la 
l" ti~ ns ff 1 e adores 
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l\PENDICE 1, 

Sales 10X •••••••••• 

Medio Luria · 

MgS04 0.1 M 

CaCl2 O .001 M ...... . 

Glucosa 50 % ••••• 

MEDIO LURil\ 

Bacto triptona •••• ; •• 

NaCl ...................... ~ ••• ·'ÚÍ ·gr 

Bacto Extracto de Levadura •• ·: • 5 gr 

Ajustar el pH=7.S con NaOH 

MEDIO MINIMO (1 litro).:• 

Glucosa 2oi ....... .,,.:;,~.> .. 10 ml 

KH2P04 •••••••••••••• ,.;f;.L\ 13.6 gr 

K2SO 4 •••••••••••••• ; ; :i ~\{ ,~:. 2;G1 gr 
FeSO 

4 
'7H20 •••• ; •• , •• '. .• ;;;:,;;';'. ., O ,0005 gr 

::~; :;: : '. M: : : : :.: ¡,;¡ \f !:i~~;~'.¡¡a 
Ajustar el pH=7 .s b~n KOH,' 

'.··. > •• ,._,_ 

SALES lOX 

NaH2P04 .H20 

KHl04 

·NaCl 

NH
4
Ct 

0.5 M 

0.22 M 

0;09 M 

0.019 M 

Se esteriliza ant~sde agregar 

al medio y se. ,ajusta el pH=7 ,4 
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APENO!CE 2. 

AMORTIGUADORES, 1 OX DE LAS ,ENZIMAS DE RESTRICCWN • 

1) .- Polimerasa Klenow. 

0,5 M Tris-Cl (pH=7,2) 

0.1 M MgSD4 

1 mM Ditiotreitol 

500 ug/rnl Alb<ímina 

2) .- ':ECO' RI: Pst !·, Hind III 

NaCl 100 mM 

Tris.el pH=7.S· so rnM 

MgCl2 10 rnM 

Ditiotreitol 1 mM 

3) .- T4 Polinucle6tido Cinasa 

0.33 M Tris Acetato (pH=7.9) 

O .66 M Acetato de potasio 

0.10 M Acetato de Magnesio 

0.005 M Ditiotreitol 

, .50 mM 

10 mM 

10 rnM 

1 mM 

1 mg/ml de Albúmina Sérica Bovina (libre de DNAsa) 

Composición de las reacciones 

Enzimas de Restricción (2) 

1 ug de ADN 

2 ul de amortiguador 10X apropiado para la enzima 

2 ul de Enzima de restricción 

Se ajusta el volumen a 20 ul 

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

50 mM 

10 rnM 

10 ~ 

1 mM 
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Hinf I 

50 rnM 

10 mM 

10 rnM 

1 nu'll 



Continuaci6n de apend:Í.ce·2 

Polimerasa KlenOW", 

ug ADN digerido con una enzima de resf:r.icci6n. 

2 ul amortiguador 10X 
'' --. ·-~ 

2 nM de cada nucléotido (dCTP, dGTP,dTTP) . 

2 pM del nucle6tido radiactivo L- :3_2p¡ dATP . -' 

1 unidad de Polimerasa Klenow 

Ajustar el volumen a 25 ul 

Se incuba a T. A. por 30 ' después se adiciona EDTA a 250 mM .. 

T4 Polinucléotido Cinasa.· 

1-50 pM de ADN desfosforilado del extremo 5 1 

10 ul de amortiguador 10X 

50 pM de ( 32P) ATP (A. E,= 3000 Ci/mmol) 

10-20 Unidades de T4polinucle6tido Cinasa 

Ajustar el volumen a SO ul 

Se incuba por 30' a 37°C. 
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l\PENDICE 3. 

TRATl\MIENTO DE GELES DE l\Gl\ROSll Y SOPORTES llNTES DE TMNSt'ERIR. 

l\RN 

Tratamiento del gel 

Neutralización del gel 

Tratamiento del Soporte 

AON 

Tratamiento del gel 

Neutralización dél gel 

Tratamiento del Soporte 

Papel Activado Gene Screen Plus Zeta Probe 

El gel se coloca por 30' en NaOI! 50 mM 

Los geles se lavan par 10' e/voz 

l vez amortiguador 
fosfatos 250mM ph=6.5 
1 vez amortiguador 
fosfatos 25 mM pH=6,5 

llctivaci6n del papel 
Ver texto. 

Papel activado 

2 veces 1 OX SSC 2 veces con 
amorti(tuador 

TllE 

Lavar la membrana can agua. 
Saturar 1 S' con Saturar 5' con 
1oxssc amortiguador Tl\E 

Gene Screen Plus Zeta Probu 

Los geles se colocan.en la solución desnaturalizante 

Nitrocelulosa 

Saturar 1s 1 con 
20X SSC 

15' en 1.5 M NaCl 

6.s M NaOH 

30' en 0.6 M NaCl 

0.4 M NaOH 

30' en 0.5 Na Cl 

O. 2 M NaOll 

Los geles se lavan por 10' e/vez 

2 veces con amortiguador 
fosfatos 500 mM pH•S. 5 
1 vez con AlllOrtiguador 
fosfatos SO mM pH=S,5 

3 veces con 10X ssc 3 veces con amortiguador 
TllE 

Se realizan las mismas condiciones que para el llRN 



APENDICE 4, 

COMPOSICION DE l\MORTI.GOADORES. DE TRANSFERENCIA. y. SOLUCIONES .DE 

PRE E HIBRIDIZACION. 

' . ''·'"· -_·:'.!; 

Amortiguador de transfef~rid1a: •• >< 
,.-,-';~:,:: 

Gene Screen Plus yNi4~cí~i~i9~~·. 
lOX SSC ··, · ·:::··· 

1.5 M Cloruro de Sodio·".,·~,.,:!,/•-· 

O .15 M Citrato tris6diCo 

Zeta probe 

Amortiguador TAf,_ 

40 mM Tris-base 
20 mM Acetato de Sodio 

1 mM EDTA 
Ajustar el pH=7.4 con 
acido acético 

* Soluciones de Hibridizaci6n. 
Denhart • s 50X 
2% polivinil pirrolidona (PM. 40 000) 
2i Albúmina Sérica Bovina 
2% Ficoll (PM 400 000) 

DNA de timo de Ternera 
Se prepara una soluci6n de DNA 10 ug/ul , se son:Í.ca. 2·veces· por 2'. Antes de 
emplearlo se calienta a 100ºC por 15'. : . ·, · · : 

Amortiguador de fosfatos de sodio 50 mM !?ara níiroceltilo~a s~. emplea arnorti--
guador fosfato de sodio y postasio 50 mM.. . ···-i"·. .·· •. 

5 % sos ( Dodecil sulfato de sodio)· 

Formamida deionizada con resina liG 501,-Xá(o)· 

20)( ssc 

. . ;;~ ':_,' . <,: ·;:" 

• Todas las soluciones empleadas son esterilizadas. 
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